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Este trabajo presenta los resultados de determinaciones de c ~ i o s  
transitorios de concentración de Ca2+ en fibras msculares esqueléticas. 
se inpiemento para cucho efecto una metodologia espectrofotodtrica que 
aprovecm óptimamrnte las propieüades fisicoquimicas del inatcador 
metaiocrómico ant.ipiriiazo 111 Y su complejo con caz+. Dichas 
determinaciones se lucieron sirm1taneament.e con el registro de la act.iviüacl 
eléctrica de la membrana de las fibras, mediante el uso cle una c - m a  
experimuntal de t.res con-partimentos, en la cual el interior de un segmento de 
fiWa cortada se aisla del exterior por medio de un pa- de. sellos de 
vase 1 ina. Las propiedades eléct.ricas pasivas de las fibras en esta 
preparaalón son conparables a las de fibras intactas. Los registros de 
cambios transitorios de la concentración de Ca2+ como respuesta a un 
potencial de acción mestran un cwso t.errllx,ral semeJante al de la t.ensi6n 
isom5trica m-an te  una sacuüiua sirrplle, solo que ocwren en un lapso Menor. 
El tiempo en que se alcanza la concentración náxima de Ca2+ libre es 
aproximaüamnte 5 ms y dicha concentración es del orden de iO-7-10-6 M. 
cuando se est.irrnila a una fibra mediante un pulso de VoltaJe controlacio, se 
observa un aumento de la concentración de caz+ con un cwso temporal 
aproximmnt.e exponencia1 , t.enCUendo a alcanzar un valor est.acionario 
mientras permanece el pulso, y regresando suavemente al nivel basal si&~iiendu 
ot.ro a r s o  emnencial al corte del pulso. Se perfeccionó 1111 mCielo clnetlco 
basado en Jas flujos de Ca2+ hacia y del mioplasma durante la actividad 
rmSCular. La aplicación de cucho modelo a los registros obt.enidos pelrnit.iS 
hacer una estimación del curso temporal y mgnitud de la liberación de Caz+ 
ael ret.iculo sarcoplásmico cuando se produce un potencial de acción y cuando 
se da un pulso de voltaje controlado. 



El  pr@blem del papel del calcio en la fisiología de l a  cont.racclón Y 
excitación m c u l a r  ha cautivado a numrosos cientificos desde finales del 
siglo pasado. Algunos de l o s  avances que se han tenido en su est.uciio han 
sido notables. Estos conciernen principalmente a dlcho elemento en cuanto a 
activador de la contracción Cuando ma fibra mscular esta en reposo, l a  
concentración de Caz+ en el  mioplasm es prácticamente nula (tlCa nM; 36, 
37). Con la llegada ae un impulso nervioso a la placa mlnneural se 
desencadena una serle de event.os que provocan l a  cont-racción de l a  fibra, l3-i 
fibras misculares r6piclas de vertebrados, la despc>larización de la mmrana 
proace  un potencial de acción gcie se propaga 1ongit.uciinalment.e sobre la 
superficie de l a  f ibra  y raciialmnte hacia su interior por el sistem de 
t.ubulos transversos (f lg. 1 1. En la región de lax trlaüas, 13 sena1 
electrica es tran,mltiüa por un mecanism nin no conocido a las i,iSt.el'ilas 
ternfinales del reticulo sarcoplasmic@ (RS) , resu l tado  en una I i W r a c i ~ ~ n  
masiva del Caz+ contenido en ese organelo hacia e l  miOplaSrria. 

En el  mioplasma, e l  Caz+ libre se une a una subunidad de l a  t.roponina 
( l a  su3miilltjlad TN-C), proauciendo la interacclCzn entre filamentos gluesor. Y 
delgados, con la consiguiente generación cie tensión, un proceso we rewiere 
de mch'óllsis de ATP. El desllzamlento entre unos filsunent.os y ot.rrrs FPSu1t.a 
en l a  contracción ~ x s c u l a ~ .  La cadena de eventos que une l a  act.ividxi 
eléctrica de la mmbrana ext.erna y la respuesta mecánica ha sido 
corivenc lolialmente denominada acopl e exc i tación-contracc ion Simcll t snemEI1t.e 
con l a  liberación de Caz+, comienza su recaptación activa por el  RS a 
t.ravés de una mmba de calcio especifica de ese oi-ganelo, proceso responsable 
de l a  relajación (36 ,  37). 

Por otro laüo, tanibién existen movimientos de ea2+ del ext.erior al 
int.erior de la fibra a travgs de la memrana plabnát.ica üurant.e su 
act ivicwi. Hace poco mzs de una d e c a ~ ~ ,  se caracterizó por wimera vez m a  
act.ivi&ad eléctrica dependlente de Caz+ en fibras msculares eswielét.icas 
de la rama (11). A la fedxi, se han caracterizado dos t.ipos de c.males 
iónicos de Caz+ en misculo eswelético: uno de cinét.ica lenta y o t r o  de 
iinEt.ica rápida (4, IO 23, 55). Est.os canales se localizan principalmente en 
l a  mmrana de los  tfibuios transversos (45). ~a corriente a t.rav6.s ciei canal 
ler2t.o puede detectame a partir de ~pulsox despol;lrlzant.es a -40 mV, t.iene mi 
nsxim) entre los  100 y 200 ms, y decae espont.álieamrnt.e con una c@nst.mte de 
tieinxi de ent.re O. 5 y 1. O s (561, est.e ultimo proceso ciebldo principa1wnt.e a 
inactivación, pero también a depleción del Ca2+ tWular (2, 21, 61, 62). 
L a  corrient.e rápida se regist.ra baJo conciiclmes f i s  restrir@ir%s, debido a 
la  1miliLmd de esos canales (23, 2 7 ) .  se det.ecta a p a w r  de 

act-ivacion igual a 5 ms, unas 30 veces nas r-apida que l a  ccirrient.e lenta). 
NO r~eccle s1gnificativament.e d w a n t e  pu1sos despoiarizant.es largos, ~ero su 
amplitud r1etr:rece al paso del t i e m  &e exposiclíln a la  soluclCJn de rti.gist.P0. 

Se ha especulado a cerca de la posible participación del Caz+ 

aprO:-:in-admnt.e -60 y t.iellG 131 CLUXO I%Qid@ C& aCt.lVaci6n (CWi ' ; t . a l t . f3  de 
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extracelular en el mrcanisnio de acople excitación-contracclón (10, 11, 19)- 
Existen evidencias de que el incremento de la concentración de Caz+ en el 
moplasma inüuce una myor liberación de Caz+ del retículo sarcoplámco 
(24) La entrada inicial de Caz* extracelular al moplama podria 
funcionar como alsparador de esa liberación de Ca2+ indtucida por Caz+. 
De hecho, se ha demostrado que el Caz+ extracelular es necesario para 
mantener la tensión durante las contracturas inüucidas por K+ (22, 25, 26, 
35). Las sacualdas simples, sin enBargo, han pocEldo registrarse en 
soluciones prácticamente libres de Caz+ ( 3 ) .  Aüenás, ei bloqUeQ cie canales 
de Ca2+ irihlbe las contracturas de K+ pero no las sacudidas sinnsles (25,  
26, 2 9 ) .  Por otro lado, la ausencia de &+ extracelular esta asociaüa a 
una micada reüucción de la amplltud y clut-wl6n de la sacumda siuple bajo 
conülclones w e  =tienen inalterado el potencial de superficie normal (le las 
fibras mzsculares (5). Aslmlsm, en ausencia de Ca2+ se ha observado un 
aumento significativo del umbral mecánico de fibras miscuíares esqueiéticas 
(18). Tarribien ha sido demostrado que el Ca2+ extracelular moüifica la 
liberación de Caz+ del RS (14, 15, 531, probablemente a través de los 
sensores de voltaje del movlrnlento IntrarneIrZmnal de cargas (13, 511, sitios 
que adems son sensibles a bloqueantes de los canales de Ca2+, corn por 
ejemplo, nifeülpina (49, 50). 

Dicllo movlmlento 1nt.ramel-riWanal de cargas ha sido aSOCiad0 a1 acople 
exclt.a~lon-contrclón desde su primera caracterlzaclon por SrJmelder y 
Chandler (60) , basánaose en la semejanza que guarUan anBoc fen6mnos con 
respecto a sus propleaades clnet.lcas (42). Esto se observa, por ejemplo, si 
se conpara la dependencia carga-voltaje con la de tensión-volt.aje (28, 361, u 
bien la dependencia carga-voltaje con la de la liberaclón de calcio-voltaje 
(17, 4ü, 42, 49). Sin enmargo, estas semejanzas están lejos de imllcar una 
correlación cmleta, y alficilmnte prueban algo a cerca de1 poslble 
mecanismo excitación-contracclón Se ha propuesto la hipotesis de qie los 
gl.upos cargados están unictos a moléculas grandes localizadas en los tfibulos T 
en la región de las triadas. i~lchas moléculas se extienden supuestamnte 
msta la membrana de las clsternas termlnales del reticulo sarcoplásmlco, 
donde son capaces de abrir y cerrar canales de Caz+. ~i movimiento de ia 
molécula, como consecuencia de un csimbio de volt.aje produciría así 
directamente la liberación de Ca2+ (?4, 36). Recientemente ha sido 
promiesto un mecanism alternativo, el cual post.ula la intervención de un 
s e m ü o  mensajero, el inositol trisfosfato (63, 66). El acoplé, de acuerdo a 
est.a iilpot.esls, seria una fenómeno de naturaleza funentalmnte quimlca. 

Estas hipotesis a cerca del mecanismo de acople excitaclnn-cont.racclin 
m sido propuestas a l o  largo de ms de una decada. Es lmp0rtant.e señalar 
que no son excluyentes entre si, l o  cual refleja la cowlejiclad de1 
problem. b% estuao está basado principalmnte en el reglst.ro SiRalltZneo Cie 
la actividad electrica y algunas manifestaciones de la respuesta mecánica de 
la fibra mzscular. Puesto que la liberación de Caz' del RS es propiamente 
la consecuencia üe1 mecanismo de acople excitación-contracción, sea cual 
fuere est.e, es importante poder detemnar con precision su curso t e m r a l  
simlts.neUm;nte con la actividacl eléctrica de la fibra Sln en-iMrSo, esto 
sólo se puede hacer 1nCUrect.mnte a partir del cambio de la concentracien 
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intracelular de Caz+, De ahI la inportancia de registrar adecuaaamente los 
cambios de concentración intracelular con suficiente precisión Para 
este efecto se han empieaüo üesúe hace varios años incíicaüores ópticos üe la 
concentración de caz+. Estos son funciamntaimente de dos clases: aqueiios 
que en presencia de Caz+ emiten luz (1uminiscentes), y aquellos que 
presentan cambios en su espectro üe absorcibn luminosa corn Consecuencia de 
su interacción con caz+. Históricamente los  indicadores luminiscentes 
fueron los  prlmeros en ut.ilizarse para regivt.rar el  aument.o fle la 
concentración de Caz+ üurante la activación mecánica de fibras msculares 
(12, 541, El incíicador empleado en esos casos fue la ecuc)rina, una proteina 
lumlniscente presente en el genero cie !"usas A e q u c : ~ a  Esta prot.eina 
emite una luz azul Cuando está en presencia de ain pequeñísimas cantirncies cie 
Caz+. Sin embargo, tiene la desventaja de que la  cinética de la reacción 
entre la proteína y ei caz+ no permite registrar fielniente cambios m y  
r5pidos de concentración de Caz+, adem% de que la relación entre luz 
emitida y concentración de Caz+ no es lineal (64). 

Los InAicáclores no lumlniscentes 11 amados mtalocmn.icos han t.enido mis 
éxito. Son sustancias que sufren c ~ i o s  fle color cuando la concent.ración de 
Caz+ cmia, i o  cual es ei resultado de ia formación de complejos entre 
indicador y Caz+, con la consiguiente modificación de su espectro de 
absorción luminosa Dichos cambios son sufic1ent.emnt.e grandes corn .para ser 
usados para la üeterminación cuantitativa de la concentración de Ca2+ 
1 ibre, 

'IPes son los lnatcaüores metalocrómicos we principalmnte han sido 
empleados en la determlnación üe la concentración lntracelular üe Ca2+: 

(purpurato de mnio) I ARzENAm I11 (Zcido 
Y 

AN~IPIRILAZO 111 (ácido 3,6-bls (4-ant.ipiriiazo) -4, 5-~clrOXl-2,7-naftai6n 
cíisulfónico) (7, 9, 33, 34, 38, 43, 44, 46, 47, 57, 58, 591 64). Toüos estos 
compuestos tienen una relativa selectividad por el Ca2+, y mediante la 
elección de longitudes de onda apropiadas pueden cUsmlnuirse o ellmiWse las 
int.erferencias causadas por otros metales. Tienen tiempos de respuesta 
rápidos (tiems de relajación del comiejo con ei caz+ del orden de ws 
Y m).  Sus coeficientes diferenciales de absorción con Caz+ son 
relat.lvmnte grandes, lo  cual permite üetermlnaclones de concentración de 
Caz+ en presencia de pequeñas cantidades del indicador. No obstante, hay 
diferencias importantes ent.re las propiedades de estos indicadores. La 
nau~xl&i,  por eJemplo, es m y  select.iva. No se observan cmlbios ecwctrales 
debidos al Mg2+, el cual .es abundante en el citosol y en las fracciones 
ce1u13res. Est.e no es el caso con el arsenazo 111, ya que la presencia de 
Mg2+ induce un cambio espectral considerable en el rango donde se puede 
determinar el Caz+. El antipirilazo 111, por otro lado, presenta 
prácticamente selectividad total al Caz+ a longitudes de onda entre 680 y 
ROC, im ah cuando en otras regiones del espectro si hay interferencia por 
It$+ (57, 58, 59, 64). 

X ? 8 - - m o x i  -3,6-cíi su1 f O-naf tal gn-2,7-bi saz0 -bi sliencenarsóril co I 

En cumto a sus tienpos de relajación, el de la nnirexim es mnor w e  2 
LLS, mientras que el clel amenazo I11 es myor que 2 . 8  ms. Esto 
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slgnlflca que el arsenazo I11 puede limitar en un mmento dado el t i e m  de 
resolución de reacciónes rápidas de unión o transporte de Ca2+. El del 
antipirilazo I11 (- 180 ws) es intermeciio entre esos dos (fis cercano al 
de la rrnrrexida) y es adecuado para cambios de concentración de Ca2+ que 
ocurren en un lapso üe unas cuantas decenas de mllisemüos (57, 581 59, 64). 

La afinidad por el calcio es otro factor imrtante que diferencia a 
estos tres inciicadores. La m y  alta afinidad del arsenazo 111 por Ca2+ 
hace que el lnüicador se comporte corn un auténtico buffer de dicho cation, 
secuestrando una proporción considerable del Caz+ libre, siendo mZs 
adecuado su empleo cuanao se quiere medir concentraciones de1 orden cie 
nanom1ar. La mulexlaa, Por el contrario, tiene una afinidaü m y  bala, lo 
cual limlta la sensibilidad del colorante. La afinldaa del antlpirilazo I11 
es intemdla entre la de esos otros dos colorantes, lo cual le hace apto 
para mediciones de Caz+ a concentraciones donde la mirexida o el arsenazo 
111, por una u otra razón, no son irnialmente efectivos. El rango de 
concentraciones m%s adecuaclo para realizar meüiclones con antlpirilazo I11 es 
de O a 1 0 0  LAM, donde tiene buena sensibllldaü sin perturbar demaslacio a1 
Caz+ del sistema y forma predominantemente un solo tipo de complejo con 
este cation (32 ,  38, 57, 58, 59, 64). 

Por otro lado, estos corrpruest.os se unen en myor 0 menor grado a 
fracciones celulares una vez que han LYnetrado al mloplasm (38). Sin 
emargo, ninguno parece tener efectos secundarlos sowe la fisiología celular 
( 5 9 ) .  

Actu3lmenteI se están diseñando mejores indicadores para mediciones de la 
concentración cie caz+ (64). La estrategia consiste en tomar una sustancia 
con alta selectiviciad y estequiometria i : í  con caz+, y unirle un 
cronioforo. Asi se han slntetlzaao el EWTA (ácido bis(o-amlnofenoxi) 
etano-NI NI N' , N'-tetraacético) y el "WIN 2", un üerlvado metoxiquinolinico 
del i?APIA asenado para ser usado corn lnüicador fluorescente ( 6 5 ) .  El 
RAPTA, sin embargo, no es ütii corn lnüicador intraceiuiar, ya que los 
cambios de absorbancia o m e n  en fa region ultravioleta del espectro. El 
WUIN 211 sólo es adecuado para medir concentraciones de caz+ en reposo y no 
canifilos rGpidos de Concentración, ya que debido a su alta afinidad fzcilmente 
se satura en regiones de alta concentraclon de dicho catión. Esto denuestra 
que asefiar una miécuia que rema toms los requisitos de un lnüicacpvr ideal 
es rlificil, aunque se siguen haciendo esfuerzos para lograrlo. 

Debido a las razones expuestas, el antlplrllazo I11 es en la actualiciaá 
el mejor indicador para registros intraceiuiares de cambios rapicic3s de 
concentración de Caz+. Predomina un solo corrg?lejo con Ca2+ bajo 
condlciones normales de experimentación (un ión Ca2+ por cada dos moléculas 
cie ant.ipiri1azo 111) (38, 52). Memante la elección de longltuües de c3ncia 

adecuadas (entre 680 y 800 nm) , permite determinar concentraciones de Ca2+ 
afín en presencia de Mg2+ u otros cationes üivalentes, y asi acentuar su 
select.ivir%xi por aquel ion (57, 58, 59). Por la cingtica cie la reaccion de 
acomplejamiento con Ca2+, el antipirilazo I11 es m y  apropiado para 
registrar cambios rzpidos de concentración de Ca2+, por ejemplo, durante 
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la respuesta de una fibra mrscular a un potencial de acción o a un pulso de 
voltaje controlado. por otro lacio, tiene la desventaja cie unirse a 
fracciones celulares, lo cual representa una incertiduniore en la 
determinación del Caz+, esto es, mientras no se sepa con certeza si el 
colorante fijado tmién une caz+ y, de hacerlo, SI io hace con las mismas 
propiedades cin6ticas y estequlo&rlcas que el inatcador libre. En Material 
y Métodos se descri33en a s  especificamente las Propiedades fisicoquimicas de 
este inatcador. 

Para los fines de la investigación de la Diofisica de la 
excltaciGn-contraccion mscular, es m y  Importante que, ae los registros de 
cambios tenporales de concentración de Caz+ con indicadores ópticos cturante 
la actividad miscular, podemos inferir infomción a cerca de los flujos de 
Ca2+ hacia y del moplasma El razonamiento funüamental es que en cada 
instante el Caz+ libre en el moplasm es el resultado de la contribución 
de factores que aun-s?ntan y at-minuyen su concentración. Esos factores 
incluyen fenómenos de unión y disociación de Caz+ a proteinas y otras 
moleculas, incluyendo el propio indicador, asi como transporte de Ca2+ 
hacia y del mioplam En base a esto, se han desarrollado mdelos cinéticos 
que permiten estimar la contribución de la liberación de Caz+ del RS al 
cambio global de la concentración de Ca2+ libre, así corn la participación 
relativa de los denSS factores (8, 14, 39, 4ü, 41; ver Apenciice I). 

Este trabajo presenta los resultados de aetermlnaciones del camt~io 
temporal de .la concentración de Caz+ en fibras misculares aisladas con una 
metodologia espectrofotdtrica basam en la reacción de acw1ejamlent.o 
entre Ca2+ y el indicador metalocromlco antipirilazo 111. Las 
üetermlnacmnes se mcieron simltaneamente con registros de la actividad 
eigctrica ae las flwas en una cámara experimental especialmente diseñada 
Para ese objeto. se Presenta aslmsmo un análisis de las propiedades 
electricas pasivas de las fibras. Ad€mS,  se desarrolla y aplica un mocielo 
cinético de flujos de Ca2+ para obtener una estimción de la liberación de 
Caz+ del reticulo sarcoplásmico. El trabajo experimental se realizó en el 
Departamento de Fisiologia y Biofisica del CINVESI'AV-IPN, México, D.F. 
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inpiementar una metodologia espectrofotométrica basada en la reacción de 
aconplejamiento entre Ca2+ y el indicador metalocrómlco antipirilazo I11 
para determinar slrmltáneamente el curso tenporal de la concentración 
intracelular de Ca2+ y los fenómenos eléctricos de la men-wana en fibras 
mscuiares esqueiéticas durante la actividad mscular asi corn perfeccionar y 
aplicar un rnüelo cinético Ue flujos de Ca2+ para obtener una estimción de 
la liberación de Ca2+ del retículo sarcopl&mico durante dicha actividad 
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La metodologia aqui desarrollada está destinada a ser usada en 
experimentos con flmas msculares esqueléticas aisladas, tanto de anfibio 
como de mmifero, pero puede ser adaptada para su uso en otras 
preparaciones. Todos los registros presentados corresponden a fibras de 
üistintos misculos de Raid píP.It?Iis El genero Raid ha sido Y es 
usado anpllamente en experimentos sobre excitación y contracción mscular. 

Los animales empleados fueron originarios del estado de Mirhoacán Y eran 
mantenidos en una jaula üe aproximadamente 1. 5 m x O. 5 m a la intemperie, en 
la cual hay un pequeño estanque con hierbas alrecledor. El olsJeto de w e  la 
jaula esté a la int-rie es que las ranas puedan alimentarse de los  
insectos que se acerquen por a, No obstante, semanalmente se les daba 
chapulines u otros insectos para asegurar su alimentación. 

Los animales eran sacrificados por decapitación, procurando evitar al 
fiximo su sufrimiento. Luego se les üestruia la médula para impedir 
movimientos reflejos durante la &sección. Los misculos enpleadm en los 
experimentos fueron generalmente el semitendmoso y el peroneo, pero 
ocasionalmente se usaron otros, como el ileofibularis. 

Una vez extraido un mísculo, se coloca en Ringer N o m 1  (Tala I) a 
4oc. La üisección del mísculo para aislar y extraer una fibra se hace en 
Solución Relajante o en K+-isotónico (Tabla I). La primera produce una 
contractura inicial por su alta concentración de K+ y luego una 
relajaci6n El graüiente electroquimlco establecido por esta solución impide 
contracciones posteriores y, puesto que no tiene caz+, evita el üano 
producido a la fibra cuando üicho ion penetra en ella. La segunda es 
semejante a la primera, pero tiene Caz+, y esto hace 6 s  fácil detectar si 
una fibra está dañada, pues la entrada de Ca2+ por el sitio dañado produce 
una contracción local. La disección se hace bajo el estereoscopio, con campo 
obscuro y con agua circulante para evitar el calentamiento de la 
preparación Se separan fasciculos, y de ellos se corta un segmento de fibra 
1ntact.o de aproximadamente 1. 5 mn de largo. La minipulación de la fibra se 
hace con pinzas m y  finas. Los cortes se hacen con tijepas finas y con 
puntas de alfileres entomlógicos prirfectamnte afilados. 

El semnto de fibra asi aislado es transportado a la cánrara experimental 
mediante una pieza de lucita dlsefiada para ello. Esto debe hacerse de tal 
m e r a  que la fibra sierrpre se mantenga babada por ia solución relajante, 
Cuando la disección se ha hecho en K+-isotónico, es necesario lavar la 
fibra primero en Solución Relajante para evitar llevar residuos de Caz+ que 
la daiien al penetrar por los extrems donde se hicieron los cortes. 

La S m r a  experimental está construida en lucita y dividida ~n tres 
compa-timntos aislados por sellos de vaselina (fig. 2). La parte central 
del segmento de la fibra se coloca en el corripartimento central (C), donde la 



TABZA I 

CCMPOSICION DE LAS COLUCIONES E”X3 

~~ ~ 

NaC 1 115. O 
KC1 2. 5 

HEPES-Na 5. o 

Glutamato 120. o 
de K+ 

cac12 1. 8 o. 0082 

mc12 2. o 5. 5 
EXiTA-Naz o. 1 
Tris-nialeato 5. o 
üe K+ 

Glutamato 108. O 
de Cs+ 
EXiTA-Cs2 1. o 
ATP-Na2 5. o 
Glucosa 5. o 
Tris-nialeato 5. o 
de Cs+ 
AP-I11 3. o 

TEA-M3S03 105. O 
ca- (~-13~03) 2 10. CJ 

3,4-rJAP I. CJ 
Tri s -CH3SO3 5. o 

AP-111-Antipirilazo 111; 3,4-DAP-3,4-diaminopiridina 
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I 

F i w a  2 
Preparación de la fibra cortada en la cámara 
experimental con doble sello de vaselina 

(Fi fibra, (NI cortes laterales, (M) pedestales moviles, (B) sellos de 
vaselina, IG) cubreobjetos, (L) haz luminoso, (P) Flacas de separaciúii üe los 
commtimentos, (A) cwartimntos laterales, (C) compartimento central , (O) 
objetivo de inmersión, (W) pareües que 
ranura para colocar la fibra, (S) cinta 
Figura tonIxla de Kovacs, L., et al., (34). 

separan a los compart.imentos con 
acihesiva para sujetar a la ,fibra. 



superficie externa be la xmnkrana que- expuesta a la solucion extracelular. 
Los extremos de la fima quedan en los cowartlmntos laterales (A) sujetos a 
un par de pedestales nijviles (M), be m e r a  que se pueda reqular el 
estiramiento üe la fibra Mediante cortes pequeños (N), se pone en contacto 
el mloplasma con la solución de los compartimentos laterales, w e  por tal 
razón se denomina soluci6n Intracelular. L a s  soluciones extra- e 
intracelulares estan aisladas mediante los sellos de vaselina. Esta 
preparación tiene, pues, la e n o m  ventaja de w e  se puede müificar la 

4 composición del mloplasnia mediante el empleo üe distintas soluciones 
intracelul mes. Para los registros ópticos, la importancia de esto radica, 
ademSs, en que la m e r a  de hacer penetrar al colorante sensible a Ca2+ es 
por difusión a partir de los conlpartlmntos laterales. El fonüo üel 
conpartimento central es un cubre-objetos ( G )  a través üel cual Pasa un rayo 
de luz (L). Este incide en la fibra y es recolectado por un objetivo de 
imrsión 10). Las mediciones ópticas consisten ñásicamente en un 
seguimlento de los cambios de intensidad luminosa del haz que atraviesa la 
fibra a determinadas longitudes de onda, y el diseño de la C á m a r a  
experimental es idóneo para este propósito. 

El colorante sensible a Ca2+ empleado es el antipirilazo I11 IfiR. 3 ) .  
Sus propiedades fisicoquimLcas lo hacen un indicador excelente pat's registrar 
cambios rápidos de la concentración intracelular de Caz+ (34, 38, 52,  57, 
58, 59, 64). Este colorante presenta un espectro de absorbancia con un 
nSxim0 a 550 nm En presencia de Caz+, se observa una disminución de la 
absorbancia a esa longitud üe onda, pero un aumento de ella entre 620 y ROO 
m (fig* 4). La interacción del antipirilazo I11 con otros cationes 
divalentes no resulta en c ~ i o s  de absorbancia a longltuües <fe onda myores 
que 680 nm (flg. 5 ) ,  lo cual le conflere una selectividaa ventajosa para 
registrar canbios de concentración de Caz+ Sin en presencia de otros iones 
fislol6gicos que se presentan en concentraciones ir!vortantes, como pur 
ejemplo, m2+. Por otro lado a longitudes de onda mayores que 800 m no 
absorben ni el antipirilazo I11 ni sus complejos. Estas longltuaes ae onda 
pueden usarse entonces para tener un control de los cambios úe absortmcia no 
dependientes de Caz+, y que c o m n t e  se les iiama cambios intrínsecos de 
absorbancia. Otra ventaja es que el colorante no tiene una gran camcidad 
amortiguadora Y por lo tanto no modifica slgnificativamente la concentracibn 
de Ca2+ libre qpe hay que medir. ABemás, el tiempo de rela]ación del 
c q i e  IO Ca2+-antipiriiazo 111 ( -  180 us) permite realizar 
determinaciones de la concentración de Caz+ con intervalos de sólo 
fracciones de milise~do entre ellas. 

La transformación üe las mdicias de absorbancia a valores de 
concentración de Ca2+ no es un problem -fácil. Esto se debe a que un 
requisito indispensable para poder efectuarlas correctamente es conocer la 
estequiomtria de la reacciiin de acomplejamiento entre antipirilazo 111 y 
Caz+. Varios autores (7 ,  32, 34, 38, 52)  llan llevaüo a cabo calihraciones 
in vitro o en fibras misculares con el fin de determinar simltaneamente la 
estequiometria de la reacción y los valores de la constante de cksociación 
del complejo (KD) y su coeficiente diferencial de extlnción mlar 
(beg).  Se ha visto que la estequiometria de la reaccion depende 
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Figura 3 
Antlpirilazo 111 

~ c i d c )  3,6-bis (4-antipiriiazo) -4, 5-dtkldrOXi-2,7-naftaién a s u i f o n i c o  
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C0)l)AMClol DI I S C I C I R O I  n i  A C I I I  T Cn-APIII. 

4flO l o n  

Flgura 4 
Conparación cle los espectros cle absorclon Ue 

a) Espectro absoluto cie antipirllazo 111. b) Espectro absoluto del complejo 
antiplriiazo Iii-ca2+. c )  Espectro diferencial üel conplejo antiplrilazo 
I I I -Caz+. (Espectrofotómetro ~eclcnian Wr-50). 

antipiriiazo 111 su corrpiejo con Caz+. 
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Figura 5 
Conparación de los espectros aferenciales de los conplejos 

de antipirilazo I11 con varios cationes ülvalentes 
La concentración üe antipiriiazo 111 era 50 EI EW era igual 3 7. 
To!nñdO üe Scarpa, A. (58). 
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notablemente de factores como el pH y la concentración de Caz+ (32). Sin 
enibargo, a pH 7 y en un rango de concentraclones de O a 1 0 0  W, se unen 
dos moléculas de antipirilazo 111 con un ión de Caz+ (32, 34, 38, 521, 

üna desventaja del Indicador es que se fija consiüerablemnte a 
fracclones celulares en el niloplasm (38). No se sabe SI el antlpirllazo I11 
fijado también une caz+, y esto representa una incertime en los valores 
de Caz+ libre calculados a partir de las determinaciones de cambios de 
aBsorbancls rn este trabajo se Ncleron los cálculos bajo la Npotesls üe 
que sólo el antipirilazo I11 en solución forma complejo con el Caz+ libre. 

A continuación se exponen los criterios y razonamientos empieaüos Para la 
calihraclón del sistema antipirilazo III-CaZ'+, gue a su vez son el 
fundamento de la regla Ue transformación de absorbancia a concentraclón de 
caz+ libre. 

Sea: 

I = iiitensiclrid lumtnosa 
A : longitud de onüa 
c I concentliaclon del colorante o complejo msorbente 
x 5 dlstancla sowe la linea de FrJ'opagaclUn üel haz lumlnoso 

en el cuerpo msorbente 

mtonces, la ley &e Lambert-Beer (64) ceice que: 

dI = -Iccp(A)ax, donde * ( A )  2 una función, üetermlnada 
experlrrrentalmente, que solo de- 
Pende de A. 

Integrando : 

dx = longitud del paso óptico 

Se üefine: 

donde A : absorbancia 
* ( A )  

2. 303 extlnclm molar 
E ( A )  : - : coeficiente cie 
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Para un sistema como el que estams tratanüo, una parte üe la absorbancia 
se üete al colorante micamente y otra parte al conpiejo coiorante-Ca2+. La 
s m  de las dos es la absormcla total. Bnotanüo con Ki al antlplrllazu libre 
e lndlcanüo la estequiometria üe la reacción seo-in la siguiente ecllacion: 

se cumple: 

= cD(A)1(%’p[ca&]) + eCaJ)(h)l[Ca&] . . . . . . . . . . . . . . . . .  a) 
donde € ( A )  y ~cm(X) son los coeficientes de extinción molar 
del colorante y su complejo con Ca2+, respectlvamente. 

Puesto que en ausencia de Ca2+: 

restando b) de a) tenemos: 

Se define: 

Ae(A) -- eca(A)-Be~(A) = coeficiente dtferencial de 
extinción molar 

Luego: 

AA : Ae(A)l[CQp] ........................................... C )  

Esto quiere decir que la concentración Bel complejo es funcion lineal de la 
absorbancia CUferenclal AA La üepenüencia üe dlcha concentraclon con 
respecto a la üel Ca2+ libre está determinada por la estequlomtría de la 
reacción. Conslderems el siguiente caso: 

Ca2+ + 2D = CaD2 
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La constante de dlsoclaclón üe esta reacción esta dada por: 

[Cal [DIz 

ccm2 1 
KD = 

Sustltuyenüo en c): 

Esta ecuación nos permite encontrar los valores de KD y A e ( A )  por 
regreslón llneal a partlr Be una colecci6n de valores experlmentales de 
AA contra [Cal. Haclendo la mismo para otras estequlometrias se mieüen 
corrparar los ajustes. El mejor ajuste corresponde a la estequiometrFa 
correcta y los valores de los parametros libres del ajuste s e w  la KO y el 
A e ( A )  del complejo. En el rango de concentraciones üe O a 1 0 0  W, 
Ríos, E y Schneider, K F. (52) y Kovacs, L. , et al. (34) encontraron 
utilizando este procedlmiento que la estequiometría üel conplejo antipirilazo 
iii-ca2+ es efectivamente ~ Q S  miecuias üe colowmte por un ión Caz+. 
Los paramo - tros encontraüos por esos autores meüiante el ajuste se exponen a 
continuación. 

KD Ae (720) e (550) 

13131 W (5%) 8.2 x 103 M-1m-i 2.55 x 104 M-1 cm-1 

Estos resultaaos son los que se enlplearon en el presente trabajo corn 
parámetros en las cieterminaciones de caz+ libre. ~i valor de ia constante 
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de disociación se corrigió según ia tenperatura y ia concentración cie ~ 2 +  
libre, el cual aumenta su valor 1. 33 veces para [Mel=lnPI dentro de las fibras 
(52). Dichas correcciones fueronhechas segün la siguiente relación: 

KD(t) = 687. 17tt9695. 17, 

donde KD esta expresa&¡ en I.N. Esta ecuación es una WrOXirfaCión 
lineal a la dependencia de la constante de disociación de la tenperatura 
(34). La temperatura (t) está ciacia en OC. 

I 

donde KD’ es la constante cie ciisoclación corregicia para una 
concentración üaüa de ~ 2 +  libre y 1/04 es una constante que 
depenüe üe dicha concentración. Para las concentraciones estlmdas en el 
interior de las fibras en la cSmma experlinental (lnpI), su valor es 1.077 
(52). 

La inportSmcia de estos parámetros y su relación con la estequiometria de 
la reacción radtca en que son el fundamento cuantitativo de las 
determinaciones de los cambios de concentración de Ca2+ üurante la 
actividad miscular a partir de canibios de absorbancia 

Eh reposo, la absorbancia de la fibra a una determlnada longitud de onüa 
A es: 

AA(O) z 1 [D]Q(A) .O. 7 + Ai, ~ ( 0 )  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . e) 

donde Ai,A(O) es la absorbancia intrinseca de la fiWa en reposo. 
El factor 0.7  esta indicando que sólo una fracción def volimn üe la 
fibra es ocupado por el colorante, la Cual corresponde a la fraccien 
acuosa se está despreciando la concentración de Ca2+ libre en 
reposo. 

Adem5s, 

Esta ecuación es ütii para medir la concentración aei indicador a cualquier 
tiempo dentro üe la fibra Usando exclusivamente un filtro que sólo deje 
pasar un estrecho rango de longitudes de onda centraüo en 550 nm, se mide 

Luego, a primero la absorbancia absoluta sin colorante (Ai ,  550(O) 1. 
distintos tiempos despues de haber agregado colorante, se lee la absorbancia 
aDsoluta (A550(t)). Considerando Ai,550(t) constante e igual a 
A i ,  550(0)1 se despeja [DI. 
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A cualquier otro ti-, cuancio se ha iiteraüo o se está liberando caz+ 
hacia el mioplasnia, la expresión de la absorbancla se transforma en: 

tlenpo es: 

Sea: 

A&a(t) : AAA(t)-Mi, A(t) : c-io de absorbancia 
debido sólo a la interacción del caz+ c 
antipiriiazo III, 1 

n el 

Sustituyendo y  despejan^^: 

. .,...,....,............,.....,.... f) aAca(t) 
ICaD21 = 

O. 7 . 1 . AefA,) 

Teniendo [CaQ], se puede calcular imiedlatamente la concentración de 
Caz+ libre enpleancio la ecuación d). Sólo hace falta, pues, conocer el 
cambio de absorbancia debido al Caz+ (&a(t)) para tener la 
concentraclón intracelular del cation 

~i sistema de registro óptlco esta diseñaüo para hacer uso óptim ae las 
propiedades fisicoquimicas del antipirllazo I11 y poder üetermlnar 
adecuaüamente waft). Este sistema se mestra esquen-kticamente en la 
figura O. Se adapt6 en el laboratorio partiendo de un mlcros&opio binocular 
convencional Zeiss, haclendo las mdlficaciones necesarias. 

Una fuente luminosa con un filamento de tungsteno emlte un haz de luz 
blanca, el cual se hace pasar a través de un filtro (FO) y una ranura (SI. 

lLas longitudes de onda nEis adecuadas para registrar los cambios c2e 
absorbancia debidos sólo a la interacción de Ca2+ con el indicador son 700 
y 720 rnn, ya que ahí no hay interferencia con Fig2+ y la absorbancia 
diferencial del complejo es cercana a un niaxim (fig. 4 .y 5 ) .  
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F1 FZ 

8 5  2, 

TP 

t ,  I 

Figura 6 

(F) Riente lumlnosa, (C) coll.mclor, (FO) rue& de filtros, (SI ranwa, (El) 
F'l'imer alvisor neutro, (PD3) fotodloclo que recibe una fracción constante de 
la luz emitida, (V3) voltaJe del fotoalocio PD3, (Ll) condensador, (FF) 
platina Y preparación ( c m a  experimental con puentes de agar), (L2) 
ob~e t iv@ (le inmersion, (ES21 segundo divisor neutro, (Fi) filtro cle ~CKJ im, 
(F2) fiatr.o de 850 im (PDl) fotodlodo que recibe la señal ciepenrfiente de 
antipirllazo 111-Ca2+, (PD2) fotodiodo que recibe la señal íntrinseca a 850 
im. (Vi) pc~tencial üei fc3toCUodo PIX, (V2) potencial del fotodllvdo PD2. 

po óptico 
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Dicho filtro bloquea la luz de longitud de onda A < 600 nm Un mvlsor 
de haz (ajl), que consiste en un espejo SemltrUnsparente, transmlte una 
fracción constante del rayo lumlnoso para ser enfocado some la superficie cle 
un fotoüiodo (pD3). La fracclón reflejada del rayo atravlesa un conciensudor 
(Lf 1 * Este fi1ti.m es un objetivo invertlcio, el cual enfoca la m g e n  de la 
ranura soire la fibra rmscular en la cárriara experimental. La luz transmitida 
es luego recolectada por un objetivo de imrsión (U) y üividlc€a nuevamente 
por un segundo avisar neutro (852)  en dos rayos. uno de ellos pasa a través 
de un filtro de bancia (F2) que deja pasar luz de longitud de on& 
A-850120 m y luego es enfocaüo sobre la superficie de un s e w d o  
fotoüiodo (FD2). El otro rayo pasa a través de un filtro de banda centrado 
en 700t20 nm (Fl), para ser enfocado después sobre la superficie de un tercer 
f otoaoao (PDI ) t 

En la superficie áe cada fotodiodo (fig. 71, la intensidad luminosa se 
traüuce, primero en una corriente eléctrica y ésta a su vez en un nivel be 
vol taje. La señal de voltaje es üirectamente proporcional a la intensicmi 
luminosa 

Los voltajes áe los tres fotoüiodos son alimentados a t res  respectivas 
entradas Ue una anp3lificador de 'itracK-and-holdii (fig, 8 ) .  Las  señales 
pueden amplificarse mchas veces meüiante los potenciumetros Qe 100 332 en 
13s bucles de los Etnplificadores operacionales de las entradas, LOS 
potenciales 4 la salida de dichos amplificadores operacionales se denotaran 
por V l ( t l ,  Vz(t) y V3(t), corresponcuendo a los tres fotodiodos 
respectivos. (Se slmbollzan asi porque las mecuciones se hacen con respecto 
al t i e m ) .  Q? ausencia de luz todos son iguales a O. Para efectuar las 
müiclones en la preparac.lon, se hace pasar una corriente constante de 9 
m r i o s  a través ck la resistencia de la fuente y se llevan 10s tres 
wtenciaies a un mim valor maante los Potenciumtros señalados. Este 
valor se escoge alrededor de los 4V Y corresponde al valor basal be 
liltensidad luminosa sobre el cual se mden los caniblos de intensidat% Esto 
es : 

Las  señales asi miificadas se alimentan a una etapa de "track-anü-holQ", 
Ami, mediante la acci3n de un switch, se guarda el potencial inicial como 
carga acumilada en un capacitor. Los potenciales posteriores, Vi(t), 
V2(t) y V3(t), se c o m a n  respectivmnte con los potenciales inlciales 
almacenados. 

El fotoüiodo pD3 tiene como finalidad proporcionar un control de las 
fluctuaciones de la fuente luminosa durante los registros. Estas 
fluctuaciones aparecen en la salida de cam anpllficador operacional de la 
etapa (le "track-and-hold*'. Como son iguales, se pueaen cancelar mediante una 
resta aialogica. Las saildas de los arrlplificauores operacionales restaaores 
correspona?n s los canibios de intensimd lumlnosa de pD1 y fD2, con 
considerable reuL1cciOn del miiclo proveniente de la fuente. (La-relación 
ruido/señai m a l  que se obtiene con ei e w p o  emleado es de 1/20ooo a 

! 
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Figura 7 
circuito eléctrico de un fotoCllodo 

(I) Luz incidente, (PD) fotodioüo, (VI voltaje de salida üel anplificador. 
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Figura 8 
ciruito eléctrico del anplificaüor de **ti-ack-anü-hoid" 

(ver texto) 
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I /5oooO) Flnalmnte, se anpllflcan las veces que sea necesarlo y se 
obtlenen corm salíaas de voltaje p3ra el osclloscoplo y la ConlpPrtadora Esos 
voltales se denormnan, respectlvamente, AVi(t) y AV2(t). Son 
Cllrectamnte proporclonales a los canlblos de lntenslciaü lumlnosa AI1 y 
AI2(t), y debldo a gue se trata de valors m y  pequeños coaarados con 
el voltaje basal, son awoxlmadamnte proporclonales a í o s  c m l o s  de - 

absorbanc la respec tlvos. Mediante 
expreslon exacta para los camblos de 
vol taje. 

Sea 1, la intenslaad de la 
lntenslaaa de la luz transmitlüad 
AI(t) el cambio de lntensldad Ue 
(AI(t) = I(t)-I(0)). Entonces, el 
de oncia esta dado por: 

un tratamlento analitlco se obtiene una 
absorbancla a partir de los reglstros de 

luz lnclüente en la fibra, I(0) la 
en el tiempo lnlclal de un reglstro, y 
la luz transrmtlda en el t l e m  t 

camblo de absorbancla a esa longltuü 

IO IO 
AA(t.1 = log - log - 

I(0) + AI(t) I(0) 

y,  puesto que I es proporclonal a V: 

V (0) 

V(0) + AV(t) 
AA(t) = log 

Esto se curilple tanto para PDl como para PD2, de modo que: 

Pero, corn Ya se dlJo, &50(t) es InBePencilente üel antlplrllazo I11 Y 
sus compleJos, y por lo tanto es igual 3 la absorbancla lntrinseca a esa 
lrsngitua de oncia* Luego: 
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Por otro lado, AA7m(t) tiene un conponente lntrinseco y otro que 
depende exclusivamente de la interacción cíei antipirilazo 111 con el Caz+. 

Se ha encontrado que exlste una relacion inversa entre la absorbancia 
lntrinseca y la longitud de onda (7): 

A las longitudes de onda que nos interesan podemos escribir: 

dRLstituyenclo en la ecuaciin f) y luego errpleancio ci), se obtiene la 
concentración de Cazt lime en cada monknto. 

Los canlblos de voltaje Vi(t) y V;!(t) se digitallzan mediante un 
convertimr analbglco-agita1 (Temar Lamuster Boarci) Para luego ser 
adquiridos con una mtcrocomtadora La adqulsiccl6n se hace con una versión 
del p r o g l ~ ~ ~ ~  de adquisiciCin de datos CLAMPM. Este hace que la conputadora 
genere pulsos comando y a la vez mestree los niveles de voltaje o corriente 
<-e uno o dos canales. L a  duracion de los pulsos y los intervalos ent~e 
ellos, risi c m  la frecuencia de mestreo se establecen mediante parametros 
del prow- 

a as transformaciones de voltaje a cazt 1 ibre desarro1 1 acias 
anterlomnte se efectuaron con m s  y tc;urilzién con un program 
especificamente creado para ello en 'NRB)-PAsC&. Brevemente, cada arckivo 
entra en el program c m  un vector. El programa realiza las operaciones 
iiumericas en cada uno de los puntos. El resultado es graficado con las 
nuevas dlinenslones. 

Las  curvas obtenidas a partir de dichas transformaciones fueron emleadas 
para hacer una estmción del curso tenporal y magnitud de la liberación de 
Caz' del retIculo sarcoplasmlco. El procedimiento y fundamento teórico se 
explican en el Apendlce I. 

- RMj1- I3LEmRIcos 

Las mealciones eléctricas se hacen a través de electrodos de agar en 
contacto c m  las soluciones extra- o intracelulares. Estos electrodos o 
puentes de agar contienen IX de agar-agar Y KCl 1 I% Se extienden rle caüa 
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Flgura 3 
Equivalente eléctrico ae ia preparación 

(wlI w 2 )  cornpart-imntos lat.eraies, (CP) corrpartlmento central, (E) 
electrocii de voltaje, (Pi, P2) electrodos del compartimento central, (I) 
elect.roAo (le inyeccion cie iorrlente, (r,) reslst.encla de la mmraia, 
(c,) capacitancla üe la mmrana, (Pi) reslstencia del niloplasma, (re) 
reslstencia externa m o  el sello de vaselina. 
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Figura 10 
Circuito eléctrico üei arqplificaciw üe 

estimiacion y registro eléctrico 
(ver texto) 

28 



Figura 1 1  
FIJaci6n de1 mloplasnia a tlerra virtual 

(R1) Reslstencla del mloplasma, 
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uno de los c-lmentos a 4 pozas lndepencilentes conectadas como t.ennlnales 
de un armlificador. 

El&xricamente, la preparacien presenta cierta comlejldad. Una prlmera 
aproxlmacibn se obtiene meüiante el siguiente modelo (fig. 9). La membrana 
en el compartimento central esta caracterizada por una resistencia (r,) y 
una capacidad (cm), Los comartimentos laterales EP1 Y EP2 (electrodos 
E e I) y el compartimento central CP (electrodos Pi y P2) estan 
canmicados eiéctricamrnte por dos vias: la prlmera, a través de la mmbrana 
y el rrilopiasma (con resistencia rl) en serie: la segunda, a través del 
sello de vasellna (con reslstencla re), Idealmente re es infinita, pero 
en realidad basta con que re>>rl. Esto quiere declr que la CUfePenCla de 
potencial entre un compartimento lateral y el central es representativa del 
potenclal de mrrmana, y la corriente que se mide entre un conpiartlrnento 
lateral y el central corresponde a la corriente a través de la membrana. 
Esto se aprecia mejor en relación con el circulto del awllficador de 
corriente y voltaje empleado para dlchas medlclones (fig. 10). El 
~llficador opera en dos modos: 1) fijación de voltaje y 2) pulso de 
vo1taJe. m el modo de fijación de voltaje se fija el voltaje a través de la 
membrana meüiante retroallmntaclón negativa y se mide la corriente necesarla 
para consewrl o. La corrlente medlda es entonces el negativo de la 
corriente a través de la membrana Esto se logra poniendo a tierra los 
compartlrnentos laterales medlante el anp?llficador 1 y los electrodos E e I, 
que a través del mloplasm cierran un mcle de retroallmntaclón. El 
electrodo E es el que propiamente mide el potenclai, mientras que a través 
del electrodo I se inyecta la corriente que mantiene al mioplasma a tlerra 
vlrtual (fig. 11). A la vez, en la entrada positlva del ampllflcador 4 se 
aplica el pulso corndo, el cual aparece en el compartimento central através 
de Pi y P2 (fig. 12). 

~n el mdo de pulso de voltaje, se fija a tierra el comertimento central 
(arqp. 4) y se aplica un pulso a traves del ampllflcador 11 en I (fig. 13). 
En ambos modos el potenclal de membrana se mlde c m  la cilferencla de 
potencial entre los conpartlmentos EPi y CP (anp. 5 y 9 ;  fig. 10). La 
corriente transmmranal se miae por la caiüa de voltaje a través de la 
reslstencla de feeübacx del amplificador (amp. 8 y 10). El mdo de fljacion 
de voltaje es útil si se W e r e  meüir las corrientes iónicas o 
i n t r ~ a n a l e s ,  mlentras que el modo de pulso de voltaje es Uti1 para 
traEaJar con potenciales de acción. 

un desarrollo anaiitico ms detallado del modelo eléctrico üe la 
preparación es necesario para la deternilnación de algunos parámetros f í s icos  
paslvos de las fibras, tales corm la reslstivldaü del rriloplasira (R1) y la 
resistencia especifica de la rrmBrana (b). 

Una vez montada la fibra en la cámara experiwntal, queda atviatcia en 
t r e s  segmentos alslados por üos sellos de vasellna (fig. 14). LOS sellos 
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Figura 12 
Configuraci6n del müo üe fijación üe voltaje 

0 8 5 8 3 0  CV,) pulso cunrUnao, rerslstencia de la mmana. 
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Figura 13 
ConfiguraciLn del müo de pulso üe voltaje 

(i) corriente, (r,) resistencia de la mmrana 
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Figura 14 

(-1) Compartimento lateral 1, (W2) compartimento lataral 2, (CP) 
compartimento central, (Vi )  voltaje . en +'EPi, (Ve) voltaje ctn EP2, 
(12) corriente inyectada en EP2, (Li) espesor üe caüa sello, (Le) 
sepa-aclón entre los sellos (ver texto). 

D i a g r a m a  de la fibra cortaüa en la' preparation con doble sello de vaselig 
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tlenen un espesor de 500 lun (Li) y están separados por un espaclo de 
750 lun (Lz), en el c w l m e n t o  central (CP). LOS otros dos 
ccmpartlmentos (mi y EP2) estan en contlnuiüad con el niloplasma 
practlcamente a partlr del comienzo del sello. Para el anZllsls cie las 
propledades paslvas de las flbras se emlea el mllflcador en mdo üe wlso 
de voltaje, de m e r a  que el colrpartimento central esta filado a tlerra 
(VCp=O). 

El protocolo experlmental conslste en Bar un pulso de voltaje en EP2 
(AV21 Y mecur: a) la corrlente Inyectada (AI2) y b) el cambio de 
potencial en EPI (AV1) al alcanzarse el estado estaclanario . Estos 
valores están relacionados mediante un sistema de ecuaclones (ver &nace 
11) : 

Los parámetros ail azl bi y b2 dependen de las propledades paslvas üe 
la flbra y no son todos Inciepenüientes entre si. De hecho, cuando I2=0, 
a2Vi = -b2, Y' por símtria, vl=V2, por lo que (l-ai)Vi=bi. 
Entonces, 

Los otros coeflclentes se obtlenen directamente del protocolo de pulsos: 

vi es el potencial cuando no se esta inyect.müo carrlente, o bien el 
putenclal de niantenlmlento cuan@ se está Inyectmüo una corriente üe 
mitenlmlento 1-1 a 12, El valor áel pulso üe voltaje AV;! es üe 
unos +20 nN a part.lr üe un potenclal de mantenlmlento üe Vi 5 -20 mV 
cturante unos 20 - 1 0 0  ms. 

Los cneflclentes asi determinados estan relaclonacios con la reslstencla 
ae la m m a n a  por unlüad üe longltuü (r,) y con la reslstencla Interna por 
unldaa de longltuü (rl) medlante un ccmplejo sistema de ecuaclones 
(&nace 11).  DI^ sistema de ecuaciones es un sistema no-lineal integraüo 
por fmci.-nes hlperk6l Icas. Para su soluclón, se elabm-6 un wograma de 
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comtaclon en BACIC, el cual encuentra por una serle de Iteraclones las 
trlaclas % rl, re que lo  satisfacen para cam cowunto de valores 
expermntales ai, +, b1, b2. Los valores de r ~ ,  y ri obtenldos 
de esta manera para cada flma estan relaclonados con la reslstencla 
especiflca de la m a n a  @,,I y la reslstlvidad del mioplaSI'k (Ri) 
mediante las slgulentes expresiones (f lg. 15). 

donde d es el diametro de la fibra. 

Puesto que para cada flbra se obtlene un par de valores rm ri, se 
puede reallzar una regreslon no llneal sobre esos valores utlllzando las 
ecuaclones anterlores, y asi obtener la reslstencla especiflca promúlo y la 
reslstlvlüad promüio del conjunto de flbras anallzams y, por los tanto, 
tener una estlmclon de dichos parametros en el tlpo de flbras emleaüas en 
los experlmentos. Para esto se   le mento un programa de regreslon no llneal 
en BASIC basado en lamlntmlzaclón del error e s m w  (minímos cuamados no 
lineales). 

35 



3 

I 1 

.. 

T 
1 
¿ 

I 

Figui’a 15 
P m t r o s  eléctricos de m a  fibra 

a) Relacian entre la resistencia del mloplasm por UiliclaCY üe lomltuci (Pi) 
y la resistivldad üel moplasma (Ri). b) Relación entre la resísteilcía cie 
la mmrana por unidad üe longitud (rm) y la resistencia especifica üe la 
membrana (Rm). 
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Cuaiüo se mnta  una flbra miscular en l a  canrara eírperimntal, 
inlclalmnte no se hace pasar comnlente a través de l a  memana. El 
potencial que, b a o  esas conüiclones, se registra entre los coMpartlmntos 
EPJ y CP ( V i ( I 2 - 0 ) )  tiene un valor promeüio fie -26. 5 mV. No presenta 
correlación alguna con el  mametro de l a  fibra ( f ig .  16) Y es 
considerablemente menor en valor absoluto que el potencial de reposo noiml, 
de aproxlrriaaamente -90 mV, Esto se fiebe a la resistencia externa f in i t a  bajo 
los sellos Be vaselina, la cual actiia corn shunt eléctrico üe la memrana 
(f ig .  9).  

Una  vez medido el potencial V 1 ( I 2 - C ~ ) ,  se conecta e l  electrodo de 
corriente y, m a a n t e  la Inyeccion ¿te una cier ta  carit.idaá de corriente 12, 
se cla a l a  fibra un potencial constante, denomnudo pot.encia1 de 
mant.enimtento, que para efecto ue detemnar  las propieades eléctricas 
pasivas de la fibra t.iene un valor de a p r o x i m m n t e  -20 mV. Puesto we  
VI (12x0) es cercano a -20 mv, la comiente necesarla para mantener ese 
potencial es m y  pzqueña, entre -20 y +20 nA ( f ig .  17). 

La flgura It3 nuestra un registro t.ipico para det.ermlnar propiedades 
pasivas, segfin e l  protocolo descrito en l a  sección anterior. Se t r a t a  en 
realidad de un promedio de 5 ensayos consecutivos en una fibra, espaciados 
wr 112 segunüo. ~i camio  üe potencial en ei  estado estacionario es 
A V l r i 6 .  79 mV y l a  corriente inyectada es AI2-Vk.  29 nA. La 
resistencia equivalente pwa esta preparm3ón es, por lo ta i to  
R ~ A V ~ / A I 2 - 0 .  3093 MQ. EI wt.encia1 de miatenimiento es 
V1=-25.w mV y l a  corr1ent.e de nianten1mtent.o 12~-8. 33 nA. El  valcw del 
pulso carmüo en este caso es A V 2 ~ 2 6 .  o0 mV. 

Eh-pleanuo las relaciones g) u la 1) (ver Material y Métodos), se 
obtienen, a par t i r  üe estos re,sult.ados, los valores üe los  coeficientes al, 
“2, bi Y bg. La Tabla I1 nuestra los valores üe ems coeflclentes para 
un conjunto üe fibras analizadas. 

Los valores de a Z ( - R - l )  están graficados en l a  figura 19, donde puede 
apreciarse una ligera t.en&encia Ue l a  corriente a a m n t . a -  con el ai&t.ro 
de l a  f ibra  para un mlm pulso Ue volt.aje. Esto es de esperarse, pues es 
necesario inyectar rr~s corriente a través de ullil memrma de mayor *ea para 
consegulr un cambio Ue potencial lgual a l  obteni¿io con una de menor Sres. 

La solución del sistema de ecuucions no lineales representado por l a  
expresion e151 (ver Apéndice 11) nos cia, para cam fibra, l a  resistencia 
Interna por unlciad de longitud, ri, l a  reslstencla t.ransversa1 rfe l a  
membrana por uniaad de longitud, q,,, Y l a  resistencia ext.erna bajo el sello 
por unlc€aU de longitud, re. La razón de esta  f i l t lma a l a  s u m  de e l l a  f i s  
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Figura 16 

asmet ro  de un condunto de fibras, medldo cuando la 
Potencial en el comrxtrt lmento lateral E F ' i l V l )  en funclon del 

corriente inyectada es igual a O (Ip=o) 
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Figura 17 
Corriente inyectada en diversas fibras para proporcionar wi 
potencial mantenimiento de -20 rriv, en función del d i m e t r o  
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5 ms 

Figura i8  
Canibio de potencial CAVA) y de corriente (AI& Para 

un pulso de voltade de +26 mV durante 25 ms. 
Los valores para determinar las propiedades pasivas se toman cuando se ha 
alcanzado el estado estacionario. (Solución extracelular: Ringer Normal). 



TAEU I1 

FIBRA d VR I 2  a1 a2 b l  b2 

Cun mV nA m - 1  mV nA 

A 7 6 W O l  63 -10.09 -34.48 2. 3859 3.9293 13.99 39. 67 

L 7 6 W O l  115 -23.06 -8. 33 1. 5319 3.2335 12. 27 74. 58 

A76W08 65 -6.21 -14.29 1. 3806 0.9200 2. 36 5. 71 

A7605COl 147 -27. 23 5. 88 1. 5828 4. 3956 15. 87 119.68 

A7605C15 129 -30.09 0.63 1.8760 6.9832 26, 36 210. 13 

A7606COl 131 -24. 25 -4. 76 1.7999 3.4329 19.40 83. 26 

A7606C04 . Ill -34.40 16. 95 1.6530 3,6101 22.46 124. 17 

A7606C08 145 -26. 16 -2. 22 1.2552 1. 5516 6.68 40. 59 

A7611C01 92 -24. 89 2. 33 I. 6276 1. 5521 15.62 38. 63 

A7615COl 60 -2. 10 -10.87 1.4071 0.6556 0.86 I. 38 

A7617C01 66 -2. 51 -1. 11 I. 3033 0.4458 O. 76 I. 12 

A7618C03 61 -22. 23 I. 56 1.2116 0.4185 4.71 9. 31 

A7619COl 100 -25. 70 3.81 1.2542 0.5892 6.53 15. 14 

A7625cOl 95 -27.04 4. 55 1.0638 O. 3320 1. 72 8. 98 

0 8 5 8 3 0  
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Figura 19 

respecto al cllámetro de la fibra 
Valores de a2=AIp/AVi graficaclos con 

Nótese que a myor dlsmtio, myor es el cociente AI2/AVt. 
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Pi, re/(re+Pi), es un inciice de la calidad del sello. Debe ser 
cercana a 1 para que se pueda Miar de un buen sello. En la Tabla I11 se 
presentan las rragnltudes de ri, Pm Y re/(Pe+ri) para cada una de 
las fibras de la Tabla 11, obtenidas por iteración a partir de los valores de 
dlcha tabla, seain las derivaciones presentadas en el &nace 11. 

Las geflcas de las flguras 20, 21 y 22 resfmen estos resultados y 
rmestran, adenss, las regresiones maante las cuales se obtuvo la 
resistlvlüad promeato del mtoplasnia (Ri) y la resistencia especiflca de la 
mnibrana (Rm) (ecuaclones m) y n), ver Material Y M6todos). De acuerdo con 
esto, los valores de dlchos parame - tros en Ringer N o m 1  para las fibras 
analizactas son: 

Para poder obtener la concentración intracelular de Ca2+ a partir de un 
registro de c ~ i o  de absorbancia, es necesario conocer la concentracion 
total de antlplrllazo I11 en el mioplasma. Esta se puede detemnw en cam 
mmento usanch la ecuación e )  (ver Material y Métodos). Mlatendo la 
absorbancia absoluta de la fibra a 550 m a  CUstintos t i ems  mrante un 
experimento, obtenemos la curva que describe la atfusión del inalcaclor hacia 
el interior de la fibra A continuación se presenta una curva tipica de 
atfusión de antlplrllazo I11 hacia el interior de una fibra (flg. 23) .  
Nótese corn cñirante los primeros minutos no aumenta mcho la concentración 
del colorante en ei interior de ia fibra, pero a Partir de aproxirnammnte i 
hr, el aumento de dlcha concentración con respecto al t l e m  es practicamente 
lineal. Wspu6s de unas 2 a 3 horas el aumcnto deja de ser llnal, pero eso 
no se mecia en la figura Mealante una regresión simie se puede trazar i a  
au-va de atfuslón para ese intervalo de t i e m  en que el awnento es llneal. 
Asi es posible conocer, por Interpolación, la concentración de antlpirilazo 
I11 intracelular en cualquier momnto r n x n t e  el experlwnto. Eh el caso de 
la fiara, la concentración del inatcador en la solución intracelular 
(comimentos laterales) era 3 nfl. Después de casi 3 hrs, ia concentracien 
en el interior de la fibra Iubia alcanzado un valor de 2 nf?. Los registros 
6pticos en una fibra se comtenzan a realizar moxlrnadarwnte después de una 
hora de atfusión del colorante y se contimian mientras pemezcan blen sus 
propiedades eléctricas y contectiies. 

Cuando se opera en el mdo üe pulso de voltaje, la fibra reswnfle 
proaciendo un potencial de acción (fig. 24). Este parte del wtencial cle 
mtenimlento (-90 mV) y tiene una fase lnlclal de carga de la wmraia, cvn 
una duracion üe aproxlmxlamente 2 ms. Luego sigue una fase i-SplrIa fle 
despolarización, que corresponde a la entrada de Na+ a la fibra por un 
mcani m auto-generativo. mspués tenemos un pico de nsxima aqpiitua, 
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TAEU I11 

A7604~01 

L76WOl 

A7604~08 

A7605cOl 

A7605c 15 

A7606cOl 

A7606c04 

A7606c08 

A761 1cOl 

A761 5c01 

A76 17cOl 

A7618cOl 

A76 19cOI 

A7625cOl 

o. 753 

o. 903 

o. 909 

O. 903 

O. 871 

O. 867 

O. 906 

O. 952 

O. 892 

o. 900 

O. 923 

O. 958 

O. 951 

O. 988 

6. 371 

2.245 

5. 550 

1. 812 

1. U24 

3. 4.03 

2. 468 

2. o54 

5. 641 

8. 4UO 

8. 900 

6.225 

5.393 

2.250 

o. 395 

O. 158 

2. 013 

o. o99 

O. 061 

O. 152 

o. o95 

O. 263 

O. 312 

8. 400 

9.925 

1. 129 

O. 705 

1.106 
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A 

Figura 20 

longitud) contra d (diánietro de la fibra) 
Regresión de ri (resistencia del mioplasma por unidad de 

Los datos se Presentan de acuerdo a la f o m  linearizada de la ecuación n). 
Ri=resistividad del mioplasxrra, e. s. =error estandar. 
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I 2 

Figura 21 
Regresion de rm (resistencia transversa de la menimana por 

unidaci de longitud) contra d (dllámetro de la fibra) 
Los datos se presentan de acuerdo a la form linearlzada de la ecuación m). 
Rim=resistencia especifica de la menhrana, e. s. -error estándar. 



Figura 22 
Calidad de los sellos de vaselina 

Valores de re/(Pe+rl) a O. 9 son señal de un W e n  sello. Esta mnitud 
no guarda ninguna relación con el aiámetro de la fibra. (re = resistencia 
externa bajo el sello por unidad de longitud, rl = resistencia del 
mloplasma por unidad de longitud). 
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Flgura 23 
CLrva ae afusión del indicador 

La rel3cion A[Dl/At en el interlor de la fibra es line31 a partir üe 
aprox. 1 hr. La concentración inicial del lnüicador en los compartimentos 
laterales fue 3 rn en este caso. 
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10 ms 

Figura 24 
Potencial de acción 

Potencial de mantenimiento Vh--80 mV. Pulso de voltaje VD=-20 mV con una 
üuración de 3 m. (Solución eGacelu la r :  Ringer Normal). 
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aproxlmüamnte 120-130 nN (IC0 nN positivo), Y finalmente una fase de 
repoiarización, al principio *picia y después nás lenta, acercadose ai 
potenc 1 al inic la1 mavemnte, La fase de repolarizaclon se debe 
principalmente a la salida de K+ de la fibra 

mtre 2. 3 y 3. O ms después aei inicio de la fase regenerativa (le entracia 
de Na+, comlenza la liberación de Caz+ del Rc. Este lapso está asociado 
al periodo de latencia de la contracción mscular. La liberación de Ca2+ 
se manifiesta en una deflexion negativa del potencial del fotoüiodo FQl (7OU 
m) , la rmal alcanza un minlmo Suavemente aproxlmar&mFnte a los 7 MS y luego 
regresa a su valor inicial, también suavemente (fig. 25a). El registro de 
esta figura tmlen mestra un canibio de potencial del fotodíocio PD2 (trazo 
b) * Esta s6al provlene de un cambio de transmitancia no depenüiente de 
caz+. Su magnitud es m y  peqUeña con respecto a la señal total y en rmchos 
casos se puede despreciar. 

La relaclon que guardan los reglstros de voltaje con la concentracion fie: 
caz+ puede apreciarse a través de las transformaciones presentadas en las 
siguientes figwas. EI registro original (fig. 26a) presenta las señales ae 
vo1t.aje de los dos canales ópticos, AV1 y AV2 expresados com 
camios  t.enp?orales con respect.o al volt.aje basal V3. La transfomcian a 
absorbancia (fig. 26b) es ImCUata, bebido a la proporclonalidaci entre la 
intensirfad luminosa y el potencial cie los fotoüioüos. La absorbancla 
lntrinseca a 850 m es un poco myor a 700 m (7). Por lo tanto, para 
conocer est.a.fi1tU-m es necesario rmltipllcar la Primera por el factor 
adermado, en este caso 850/7OU. uná vez hecho esto, es posible restar la 
señal int.rinseca de la señal total y obtener el canlblo de absorbancia debido 
sólamente a la Interaccion entre Ca2+ y antipirilazo I11 (fig. 26c, 27a). 
De este c m i o  üe absorbancia se obtiene la concentracion del comlejo 
CaD2, y de esta, la del Ca2+ libre (fig. 27b y c, fig. 2 8 ) .  E5n estas 
iilt.lmas figuras observms claramente que el camfiio translt.orio de la 
Concentración de Caz+ tiene un curso temporal m y  semejante al de la 
tension isométrica Uurante una sacudida smle. SU Cturaclon, sin emargo, es 
menor. 

m todos estos registros, ia fibra se encuentra suficientemente estirada, 
con el objeto de evitar la interacclón entre los mofllmntos y, por l o  
tanto, la contracción (el espacio sarcomérico med.ido con un bcuiar gramado 
era alrededor de 4 m). E h  algunos casos, sin em33argo, el estiramiento 
no resulta suficiente, lo cual se manifiesta corn un artefacto mec.Snico. S i  
este no es m y  granae, no presenta problem, plies afecta lyalmente a mBas 
señales optlcas (700 y 850 m) y la resta cle la absorbancia lntrinseca 
cancela el artefacto m c ~ i c o  (fig. 2 9 ) .  

Una vez hechas las transformaciones anteriores, el registro simltaneo 
del cambio transitorio de la concentración de Ca2+ y el potencial de acción 
aparece c u m  en la figura 30. N6tese el retar.& o latencia de 3 ms (mecudos 
desde el inicio de la fase regenerativa de entrada üe Na'). El valor 
náxim de concentración de Ca2+ es 4 UPI, y se alcanza a los 7. 5 ms del 
cormenzo de la subida de la mrva, ciwante la fase de repolarlzación del 
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10 ms 

Figura 25 
Cambio transitorio de absorbancia d 700 rn (a) y 850 nm (b) 

producido por un potencial de acción 
VhZ-90 mV, V,+-20 mV, con una duracion üe 3 m. (Solución extracelular: 
Ringer N o m 1  ) f  

0 8 5 8 3 0  
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5 x l o - '  

a 

"I ,o %= log 
VI,"+ A V l ( t )  

AAi,iüO' AAi,8S0 [e] 
AA700- [ G] AA850 

Figura 26 
"ransfomclones de los camblos de voltaje a cambios de &sorbamla 

1. Camblos Be voltaje en funcl6n Bel tiempo. V i ( t )  potenclal de F", 
V2(t) : potenclal de m, V3= potenclal de PD3 a t-O. 2. Camblos Be 
absorbancla a 700 nm (Mi) y a 850 nm (AA2). V i , o  = potencial 

AbSOrbanclg debida sólo a la lnteracción de Ca2+ con antiplrilazo 111. 
AAi,700 - - absorbancia lntrlnscca a 700 nrrb AA1,850 : absorbancia 
intrirweca a 860 m (8oluci6n extracelular: Ringer Normal). 

lrslclal de PDl, V 2 , o  : potenclal lnlclal de PIX ( V i ,  o=V2, o:V3). 3. 
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Figura 27 
Transformaciones de absorbancia a Ca2+ libre 

a) Absorbancia debida sólo a la interacción de Caz+ con antipirllazo 111. 

Concentración del Caz+ libre. (Misma fibra que en la figura anterior y en 
las mi- concilciones). 

b) Concentración del conplejo antipirilazo III-Ca2+ (CaQ). C) 
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15 ms 

Figura 28 

E& y Caz+ libre en función del t i e m  
(Solución extracelular: Ringer Normal) 

Corcg>aración entre la concentración del complejo Ca2+-indicador 
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10 ms 

Figura 29 
Registros ae absorbancia con una señal 

intrínseca por artefacto mecZnico 
La resta de arribas secales proporciona l a  &sorbancia debida a í ~ l o  a la 
interacción del Caz+ con el  in<ficador. (Solución extrace lul ar : Ringer 
N o m 1  1. 
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-20- 

- 9 0  c 

Figura 30 
Registro similtaneo de transitorio de Ca2+ (AlCa]) 

y potencial de acción 
Fulso cle volt.a.je cle 3 me, de -90 mV a -20 nN. El reglstro üe concentration 
de Ca2+ se obtuvo haciendo las operaciones señaladas en figuras anteriores 
y en el texto. (Solución extracelular: Ringer Noimal), 
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potencial de acción mspués de unos 60 ms, la concentración intraceiuiar de 
caz+ prácticamente ha vuelto a su nivel basal. 

Esl el mdo de fijación de voltaje, el potencial de mmrana c m i a  en 
unos cuantos microsegunüos al nivel del pulso c m d o  y se mantiene a3Xi Por 
el tlempo que m e  el pulso. Cumclo se da un pulso de voltaje en este mdo, 
también se detectan cambios en la IntenSiAad de la luz tran,smitida a 700 im 
como consecuencia de la liberación de Ca2+ hacia el mioplam. Al igual 
que con el potenclal de acclon, se observa una (Xsminucion del voltaJe del 
fotodiodo PPI (fig. 31). El curso temporal, sin enibargo, es ciiferente. Se 
cllstingue rfesde el comienzo Uel p'lilso c o m d o ,  crece r5pirlanFnte c % C w t e  los 
primros 20 m, y luego tiende a alcanzar LUI valor estacionario, mientras 
permanezca el pulso. ~l cortar el pulso, empieza a aiimentar nuevamente el 
potencial del fotodiodo, sigulendo un curso exponencia1 hacia su nivel 
basal. El c m i o  de dirección de la curva al corte üel pulso es 
1 ns t an tmeo. En el fotodiodo i32 se registra similtanemnte el cambio 
intrínseco de transmltancla a 850 rm$ el cual aparece en este registro c m  
una leve rfef lexión negatlva 

Las transformaciones expuestas para los registros de pulso de voltaje se 
aplican igualmente a los de fijacion de voltale. F~I la figura 32, observaros 
los cambios transitorios de concentración de Ca2+ para tres Pulsos de 
voltaje. Los ties parten be un potenclal de mteilirnlento de -90 mV, per.0 el 
primero es un pulso a 0 nN, el segundo a +20 mV, y el tercero a t40 mV. Su 
curso temporal es m y  semejante al üel cambio corresponaente del lsotencial 
del fotoüloüo PDl (fig. 31). La concentración de Ca2+ crece al principio 
rzáplaamente, chirante unos 20 ms, y después lentamente. En los primros üos 
registros, cerca de los 100 m, cuando la curva üe concentración de Ca2+ es 
p25actlcamente una meseta, se observa un pequeño aumento adicional 
mmntalieo. Luego, al corte del pulso, cae bruscamente siguiendo un curso 
eírponencial hacia su nivel mal. ~ 5 1  estos tres registros se aprecia tamüién 
w e  la magnitud üe la concentración üe Ca2+ alcanzada durante el pulso 
amrenta proporcionalmente y mnotónicamente con el nlvel del pulso comando. 

EI modelo de remoción üe Caz+ nos üa información adicional sobre la 
contrlDucion de varios componentes al cambio transitorio de la concentracion 
intracelular de Caz+. Es particularmente importante obtener una estimción 
del curso tenpxiral y magnitud áe la velociüad de liberación de Ca2+ del 
reticulo sarcoplasmico. Esta se obtiene a partir de la integración y ajuste 
de las ecuaciones sirmltáneas w e  descriWn los COrrponenteS üel modelo (ver  
Ap&xllce I). A continuación se presentan los trazos de los principales 
ccmponentes del modelo obtenidos para un registro hecho con fiJaci5n de 
voltaje y otro con pulso de voltaje. 

M prlmr lugar, tenms el registro original oBt.enicpo con im pulso de. 
voltaje controlado a . +20 nN Uurante 1 0 0  ms ( f i g .  333). Notese que tanto la 
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5 
mV 

5 0  -ms 

O 

-90 mV 

Figura 31 
Registros ópticos a 700 m y  850 m emleando fiJaclón ae volta.ie. 

Poteiiclal de mtenlmiento vhz -90 nN. Pulso de voltaje controlacio V,s0 
mV, con una duración de 1 0 0  m. (Solución extracelular: 10 mM Ca2+ ) .  
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0.5 uti I 
100 ms 

40 
20 

O 

- 90 

Figura 32 

plsos de voltaJe controlaAv 
V ~ ~ - - ~ C J  mv. Vc = O, +20, +W mv, con una r9lrración cie 1 0 0  m. (Solriciíln 
Extracelular: 10 IYW caz+ 1. 

Transitorios de Ca2+ (A[Ca]) obtenidos con 
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C 

O .  2 uH/m 

_IcI 

d 

Figura 33 
Obtenclan del curso tenporal de la liberación de Ca2+ del R S  

a) Transitorio de Ca2+ generado por un pulso de voltaje controlado. La 
curva suave es el ajuste exponencial de los puntos del registro. b) DerlvaAa 
de la concentración de Caz+ con respecto al tiempo (d[CaJ/cit). c:) Trazo 
1:  dCafast/dt, trazo 2: d[CaTN)/üt, trazo 3: dCaslow/dt. d) Curso 
t e m r a l  de la velocidad de liberación de Ca2+ por el RS. Los pa%EtrOS 
cinéticos para esta fibra aparecen en la tabla IV. 

a partir de un transitorio de Cad+ (ACCa]) 

--- 



fase ascendente corn, la descendente se ajustan a funciones emnenclales 
(trazo suave). D i c h a s  funclones se utl l lzaron para evaluar l a  rferlvma 
a[Cal/dt, que es e l  segundo trazo de la figura (flg.  33b). Esta üerlvada 
tiene una fase ascendente &pida seguida üe un descenso rrás Prolongado. A l  
corte üel pulso, se invlerte el sentldo de la deriva&, w o x l m d o s e  
aslntótlcamente a O. La suma de los canblos 

d [cal /at + a CCaTNl /at. + d [CaPI /dt. + d CCaQI /at 

representa e l  cambio neto del Caz+ que integra el  pool de Cafast 
(ccafast/cit; ver @nace  I ) .  Este tiene un cambio temporal semejante a l  
Be b[cal/dt, pero su rragnltud es bastante myor (fig.  33~). 

La flgura 33c rmestra, abenSs, el  L'UTSO tenporal de cca,low/dt, el cual 
esta dominado por d[CaFARVl/dt. También aparece el  cwso terrg.oral de 
A[CaTNl / U t .  Nbtese corn al corte del pulso -ciCaslow/dt - c\Cafast/at, 
lo Lmal se observa corn un trasliipe de las  dos cumras. La alferencla entre 
los valores a?xolutos de ciicq,t/dt y üCaslow/dt W a n t e  el resto ael 
registro es igual a @inl es decir, el f lujo de Caz+ del retículo 
smcoplSsmLco. Este f lujo se observa en el  cuarto trazo de la figura (flg. 
331x1. Tiene primero una fase ascendente rapitna y üespués un üescenso f i s  
lento hacla un valor memo, foxmbo una especle Ue meseta. El valc~r ~ x l m ,  
en este caso. 4," x 10-7 M/m, lo  alcanza a los 6 msi en este registro. A l  
corte del pulso, @in cesa abruptamente. 

Durante e l  t i e m  que dura el pulso, aumenta la concentración de Cam, 
así corn la de CaPARV (fig. 34). Al corte del pulso, [CaTNl comienza a 
dlsmlnulr imbiatamente, mentras que [CaPARVl slgue aumentando For unos 
millsegundos y después enpieza a dtsmtrruir lentamente, Los valores de los 
parámtros l lbres obtenidos para esta  f1Ix-a con el  modelo de remoción se 
rmestran en la Tmla IV. 

Si se hacen estas determlnaciones en un reglst.ro generado Por u11 
potencial c¶e accion se obtlene algo m y  semejant.e (flg.  35, 36). En este 
caso, sin emxrgo, la repolarlzaclón de l a  melrforana no es 1nst.ont.Znea. Por 
est.a raz&n, ~sfast/dt-ClCasl~~/bt. ain a t f iere '  bastante de. O al  P.-lncipio 
de la fase descendente de l a  curva de concentración d G  Caz+, debido a we 
todavía hay liberación de Ca2+ en ese nromento, pero l a  igualdad se alcanza 
mos mlllsegw~c¶os después. Esto se observa como un traslape de las m a s  de 
Kafast/dt y 'lCa,low/dt a partir de los 25-30 ms üel regist.ro. La f i a r a  
36 mest ra  como sustancialmente no hay liberación de Caz+ del RS después 
del rkSxlm cle l a  curva be [Gal .  Los parámetros obtenlaos Para esta  flbra 
aparecen en la Tabla V. 

La flgura 37 mestra el curso tenporal de ICaTNl y [CaFARVl. Notese 
c rm,  a semejanza con el registro de pulso üe voltafe controlaao, [Cam] 
awrrenta Qurante la fase ascendente de [cal Y CFlsmlnuYe en la fase 
descendente, slgulendo un curso tenpral m y  pareciao al de c i l c i l a  

085830 
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- 10.0 
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Figura 34 
Curso tenporal de [CaTNl (1) Y I: CaPARVl (2) üurante un transitorio 

de Caz+ generado por un pulso de voltaje controlado. 
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TARLA IV 

p- C I m I c x X j  PARA LA FIHRA DE LA FIG. 33 
(pulso de voltaje controlado a +20 mV) 

h f f  (C&?X'A) = O* s-' KD 1. 896 x M 

63 



20 ms 

2.0 uM/ms 

Figura 35 
Flujos de Ca2+ durante un t r ans i to r io  de Caz+ 

generaüo Por un Potencial de accion 
- 

a)  Transitorio de Caz+ (d[Ca]). b) Trazo 1: Eafast/dt, trazo 2 :  
d CCaTNl /at, trazo 3 : Gas 1 ow/dt. 
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2.0 uM/ms 

20 ms 

Figura 36 
Liberación de Caz+ durante un transitorio de Caz+ 

a) Velocidad de liberación de Ca2+ del RS. b) Transitorio de Ca2+ 
(Alcal 1. Los parame - tros cinéticos para esta fibra aparecen en la tabla 
V. 

generado por un potencial de acción 
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TAPLA V 

P- CIl"Ia0C PARA LA FIERA DE LA FIG. 35 
(registro generado por un potenclal ae acclon) 
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Figura 37 
Curso tenporal de CCaTNl ( i )  Y C CaPARVl (2) durante un transitorio 

de Ca2+ generado por un potencial de acción 
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concentración cie caz+. 

La uiiión del caz+ a los sitios de la de caz+ y el flujo de este 
ión a traves de ella representan contrirnciones m y  pequeñas conparadas con 
las de CaTN, CaPAKV y CaD2. Sus magnitudes son del orden de 10-8 M o 
menor. La figura 38 mestra el trazo que corresponde al flujo de Caz+ a 
través de la bomba. 

La unión del Caz+ con el buffer (=A) también representa una 
contribución minim en el lapso que chiran estos registrns. Dicha union tiene 
un tiempo de relUjamiento de A’ 41 ms (641, WroxlnI3dainte 230 veces mZs 
lento que el complejo Ca2+-indicador (fig. 39). Sin enimrgo, en todas los 
cSlculos se incluyeron toáos los componentes üel modelo, &in los que 
representan una contribución minim, 

La aplicaci6n del modelo a los registros de la figura 32 revela, corn era 
de esperarse, que la liberación de Ca2+ del RS aumenta con la magnituü del 
pulso comnüo, como se awecia en la figura 40. Con un pulso a O mV, la 
naxima velocidad de liberación cie caz+ fue 3. 6 x 10-7 M/W, mientras que 
con un pulso a +40 mV mcha velocidad fue de 6. 5 x 10-7 M/ms. La velocidad 
de liberación que se alcanza en la meseta antes del corte del pulso fue cie 
i. i x 10-7 M/W y 2.2 x 10-7 ~ m s  para esos puIsos, respectivamente. con 
el pulso a +20 nN (trazo mcUo), la velocidad mixim de liberación fue de 4.7 
x M/m, y en la meseta antes del corte del pulso 2. 5 x M/ms. 
Fyi los tres casos el mimo se alcanzó a los 6 ms del iniclo de la liberation 
de Ca2+, y ésta se detiene buvscamente al corte del pulso. 

Cuando se estirmla una flbra repetimnte con intervalos de unos cuantos 
segundos, puede suceder que la concentración de Caz+ no haya llegado a su 
nivel basal al cormenzo de cada registro consecutivo. El mve1 de Ca2+ en 
reposo al inicio de los reglstros tambien puede estimarse con el mclelo de 
remoción. La figura 41a mestra cinco registros consecutivos obtenidos por 
estimilacion repetlda de la fibra con intervalos de 20 segundos entre cada 
pul so. Aderrás de que el nivel basal de Caz+ aumenta en cada registro 
consecutivo (ver abajo), la anlplitud de [Cal dlsrmnuye liger~mente, 
disminución que esta asociada a una menor liberación de Ca2+ del retículo 
SárcoplSxmlco (fig. 41b). 

# del trazo t i e m  (min) Ca2+ basal (nM) 

Q 
20 
40 
60 
80 

40 
52 
58 
62 
63 

Dicha velocidad de liberación fue de 9. 8 x M/ms en el primero y 
6.95 x M/m en el ültimo. El náxim se alcanzó a los 5 ms en los 
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F-igura 38 
Curso tenporal del flujo de Ca2+ a través de la bomba de Caz+ durante 

un transitorlo Be Ca2+ generado por un potencial de acción 
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SO looms O 

Figura 39 
Aumento de 1.a concentración del conplejo CaEEZA durante 100 ms de duración 

de un transitorio de Caz+ generado por un potencial de acción 
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a 

0 .5  uM 

0.2 uM/a 

50 m 

Figura # 
Velocidad de liberación de Ca2+ del RS en t res  transitorios de Caz+ 
obtenidos con pulsos de voltaje controlado a O mv, +20 mV y +40 mV 

a) Transitorios de Caz+ (ACcaJ). b) Velocidad de liberación de 
Caz+. 
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I 
O 20 ms 

I 

2.0 uWms 

Figura 41 
Cinco transitorios de Ca2+ consecutivos obtenidos en el modo de pulso 

de voltaje con un intervalo de 20 segundos entre cada pulso 
a) Transitorios de Caz+ (A[Ca]) .  N6tese el diferente nivel basal de 
Ca2+ libre en reposo para cada uno de estos registros. b) Velocidad de 
liberación de Ca2+ del RS. (Solución extracelular: Ringer Normal). 
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cinco registros. El descenso de la m v a  de liberación de Ga2+ tiene una 
f o m  particular. Primero tlene una pendiente PronunciaAa, luego una especie 
de joroba, después desciende rápido nuevamente y finalmente se aproxima a O 
suavemente. A los 4ü - 5ü ms del inicio del aumento cie [Gal, la liberación 
de Ca2+ del Rc ha regresado prácticamente a O. 
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El  est.ucllo üel acople éxclt.aclon-contracclón present.a una Serle de 
atflcultades que han promvlcio el desarrollo de enfoques atferentes con 
mt.oUologias soflstlcaclas, A estos enfoques corresponde el empleo de las 
propiedades espectrofotométricas los complejos üe caz+ con varios 
Indicadores para mnltorear ia concentraclón üe Caz+ burante l a  activiüad 
misCUlal’. El objetlvo es obtener reglstros slmltaneos üe c ~ l o s  Ae 
concentraclón de Caz+ y actlvlclad eléctrica de l a  memhrana de las fibras 
mscula*es, t.anto en concllclones normales corn en aquellas que müiflquen el 
acople excl taclón-contracclón El presente trabajo es un acercamlento al 
problem del estuato de cucho acople, cons1stent.e en la lmlemntaclón Y 
r e f lnmen to  de una metodologia, üesarrol lada or1glnalmnt.e por Eovacs, L. , 
Rios, E y Sclmelüer, M. F. (341, para regist .rw simltariearrnnte los eventos 
eléct.ricos üe l a  mn-foraria y el  camblo transit-orlo de l a  concent.raclón üe 
Ca2+ durante l a  actlvlaad msm.lar. Dichos registros se realizaron en una 
prepwaclón de flbra cortada en una c5mra experlment.al de t r e s  
cc~nw-t ln??nt.os ais 1 ados por se 1 1 os de vase 1 ina. Esta preparaclan t.lene 
partlcularlfiades ei6ctricas 1mrt.Uilt.es y es Idónea para reallzar 
r9et.ermtr3aciones es~ct . i ’ofot .o~tr1ca.s  (61 33, 3 4 ) .  

LOS resultados obtenieos a t.ravés dei procesment.o de lis ciatc:)s 
relativos a las propiedades eiéct.rlcas pasivas represent.ari una 
caracterlzaclón eléctrica üe las flbras errpleadas y de l a  prePmacion en 
general. Meatante el uso de un mdelo mt.em5t.lco que descrlbe clicihas 
propiedades (ver ApSnálce I ) ,  se calcularon valores promeciio de l a  
reslst.lvlcmcl del mloplasma y de la revlstencla especifica de l a  mni?miilla en 
R l r y e r  Noimal. El valor de l a  prlmra (Riz232 R.cm) es m y  cercano al 
repwtaclo por Irving, M*, et. a l  (33) en una preparation slmllar y es 
1lgermnt.e mayor que el  estimado en fibras Intact.as (30). El valor de l a  
reslst.encla especifica (Rm=68ü6 R.cm ) es myor que el üeterminado en 
flbras 1nt.act.as (1) y t.ambien que el  üet.emnado por Irving, M. , et. al (33). 
Est.a dlferencla pueüe deberse a variaclón 1nt.erespecif Ica. Sin embargo, 
rlentro de est.a va~-lahllldaci, los valores deteimnacios scjlri una est.imc.lin 
congruente con los resultaüos reportados en la  1lt.erat.w-a Y son 
represent.at.lvos de la preparación empleada en est.os experlmntos. 

El otro aspecto fundmental de l a  preparación y del equlpo de registro es 
que 1x1 s ldo  espec1alment.e adaptaüo para aprovechar al náxlm las propie&xies 
ópticas del lnüicador y su complejo con Caz+. Las propiedades ópt.icas üel 
ait.lplrllazo I11 han sido estud.lacias por varios aut.ores (71 9, 16, 32, 33, 
34, 36, 52, 57, 58, 59). Fn este trabajo se emplearon los resulta!:ios 
re&wrt.aAos por Kovacs, L. , RioS, E. y ScTlnelder, M. F. (34), consldel*rari!:io ‘que 
son los  que se han obt.enlüo en f o m  ms relaclonatla <!on los PequerlmlentoS 
rmcirlment.ales de 13 preparaclón. Ot.ras dete1mlnacilones valiosas ( 3 2 )  
co1nc:iden o se acercan a los result.aüos de aquellos aut.tres, pero sclerrcis 
reportan resu1 tados correspondientes a concentraciones de Ca2+ 1 ¡We 
mayores que 100 CLM y pH atferente de 7 ,  conatclones no fisiológicas que 
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no son aplicables a nuestra preparación. 

Tanto el amplificador de fijación de voltaje corm el de las señales 
ópticas son un dlseño del m. E. mefani y fueron integrados t.ot.almnte en el 
Dpto. de Flsiologia y Biofislca ctel CINVESTAV-IPN. Junto con una combinación 
l&nea de elementos óptlcos en una mesa con ais1ment.o neumZt.ico, se logró 
obtener registros ópticos con una relación ruido/señai basal cie 1/45üCO. 
Est.o representa un avance notable en las condiciones de experlmentacion y 
sinaslifica el procesanlento 'de los datos. La finalidad principal de 
desarrollar est.e equipo y metoüologia es registra' slrm1táneamnt.e los  
cambios de concentración de Caz+ y la actividad eléctrica de la membrana, 
Esta mre un gran m-mro de ~~sibillclades para el estudio del acople 
exci tac ion-contrac ion 

En este tra~ajo se presentan registros obtenidús con cios rndos ülferentes 
de estimilación de la fibra: a) fijación de voltaje y XI) pulso de voltaje. 
EXI m ? x ~ s  casos, la respuesta bptica es similar en cuanto a dirección y 
n'mgnltucl de los cambios. Sin embargo, el c w x ~  temral es astino. En el 
primer modo, la concentración de Caz+ tiende a alcanzar un valor rráxirn cie 
ma manera aproximmnte exponenclal, mientras dura el pulso. Al corte del 
pulso, se produce un cambio brusco eil la dirección de la curva y la 
concentración de Ca2+ decrece tambien exponencialmiite. Con el modo de 
pulso de voltaje, se p r o a c e  un potencial de accion en la membrana de la 
flbra, el cual tiene corn consecuencia el atmnto temporal de la 
concentración de Ca2+ en el mioplasma. D i c h o  aumento comienza después de 
un tl~rrpo de.latencia que corresponde al tiempo de latencia de la cuntracción 
(-4 ms) y su curso temrai es semeJante ai de ia tensión isométrica de una 
sacudida simple, sólo que 16s rápido. Puesto que el Ca2+ libre en el 
mtc)plasma es el actlvador de la contracción, el curso temporal de la 
concentración de Caz+ probamerente este nás bien relacionado con el del 
estado activo. 

La infomcl5n ms relevarite que nos da '1m r e g i s t r o  del cambio 
t r m s i t m l o  de [Cal para el est.udlo de el ample exclt.aclon-contracclóii es la 
velocidad de liberación de Ca2+ del RS. Como se detalla en el Apendice I, 
cucm velocidad de liberación se obtiene corn ia diferencia entre ia derivada 
d[Ca]/dt y la SUIM algebráica de todos los flujos de Caz+ hacia y del 
mt op 1 ama. Estrictmnt.e, alma diferencia incluye la cont.ribuci6n del 
Caz+ que penetra a la fibra desde el ext.erior de la fibra por corrientes 
isn1cas. Para separar la contribucl6n de esas corrient.es ionlcas de la del 
RS, Rmim, G. , et al (14) han restado el flujo por corrientes isnicas del 
flujo tot.al de aportación de Ca2+ al mioplasm. La corriente iónica de 
Ca2+ por los canales lentos contribuye un flujo msxirm del orden de 75 
nM/m en una solución extracelular que contiene 10 IYH Ca2+ (4). Esto entre 
los 1 0 3  y 200 ms del inicio del cam2>lo transit.orio de [cal, es decir, al 
final cle los regist.ros presentados en este t.rabajo. La corriente rSplda de 
Ca2+ es rrE~s pequeña y sostenicia durante el tiempo de &ración del pulso de 
volt.aje controlado (23 ,  2 7 ) .  Los registros obtenldos con pulsos de voltaje 
controlado a 3 volt.ajes cllferentes (fig. 32) se realizaron en una solución 
con 10 rrti Ca2+. Es posible que el pequeño aumento adicional mmntáneo de 
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la concentración de Caz+ a los @ 1 0 0  ms en los registros correspondientes a 
pulsos comando a O r r í ~  y +?O n~ esté relacionado con el  f lujo aüicionai de 
Caz+ por la corriente lenta de caz+. rn l o s  registros por potencial de 
acclon, el cambio trarisltorlo de [cal termlna mcho antes w e  e l  pico de l a  
corriente lenta de Caz+. Por estas razones, la estimación de la liberación 
de Caz+ del R S  como el  flujo total  de Caz+ hacia e l  moplasm es una 
buena aproximaclon, pues la contribución de las corrlentes ionicas es my 
pequeña, principalmente durante los primeros mi  i iseamcios de los registros, 
cuando la liberación de caz+ del RS tiene su náximo. 

El modelo de remoción de Ca2+ aqui presentado considera un comopc)nente 
rras que el  mdelo original cie mun G. , et. al (14); Incluye ai buffer de 
Caz+ ( W A )  dentro del sistema de IWnOción de Cac+ del mioplam. Este 
componente tiene una a l t a  afinidad por el  Caz+, pero l a  cinética de su 
reaccisn de acomp1ejamtent.o con él  es lenta, en cc1mparaci6n con l a  de los 
eventos principales que tienen l.ugar &ratite el  c:&xDio t.rmsit.orirj tie Ccal, 
La  velocidad mijixima de aumento de C-A es del orden de 1 x M/m, 
l / l o O  de l a  IlÉixima velocidad de remociónde Ca2+ por PARV. La concent.raci6n 
[le C m A  amiita unas 26 veces menos we 13 de CaF'ARV en 200 MS ( f i g .  37, 
39). 

LO.-. i-egist.pos presentados en este trabajo y e l  procesamleiito 10s datos 
para obtener estimaciones de la velocidad de liberación de Ca2+ del R S  
c¶emest.rsLfi l a  fact.lñlllc&Cl de tist.a mt.oclol@gia en "1 estuixo del acople 
exc 1 t ac ion- contracc ion. No obst..aiit.e, esta mÉ?t.@Clologia puede mjorarse &in 
RSS.  as principales mejoras w e  pueden hacerse son en e l  sent.mo cie obt.ener 
resul tados cuant.it.at.ivmnt.e nás precisos. Para esto es necesario real Izar 
calibraciones de l a  reacción aritipirllazo III-Ca2+ que tengan un mínimo de 
error y ellmlnen las controversias sucitadas Isor mferent.es trat.amlent.os de1 
problema por dist.intos aut.ores. A l  t.ernat.lvament.e, esto podria lograrse 
cuanao se tenga un inmcador nás adecuaclo para real izar las determlnaclones 
de Caz+ intracelular eürante l a  actividad mscular. Ahora bien, los 
reglst.ros 6pt.icos c&t.enldos en este t.r&aJo y en otros que emplean 
metodologias similmes representan un promemo de los cmicio [le alxwT~ancia 
en t.odo el volCmn de f ibra  cubierto por el *ea t.ransversa de1 haz l ~ ~ n @ : ~ o  
Ut.11 iza[l@. Una mejora 1mrt .an te  ciesde el punta de vist.a de1 istriipio del 
acople exelt.acioii-cont.racci6n sera el  empleo tie rayos tie luz laser cie espesor 
nxly ptq.ieíío d i r ig ims  a zonas especificas de una sarcomra, cpm por ejemio 
la region cie las t.rlaúas. Eso permlt.irá llacer una evaluaclon ms Precisa de 
l a  liberación de Caz+ del reticulo sarcoplásmico en función de l a  posición 
demro i¶e l a  fibra. Tmien sera my provechoso conocer las propieciacies !?el 
iniucad~r fijado a fracciones celulares y satner si contrimye a unir el 
Caz+ liberado por el RS. 

En coricluslíln, e l  enpleo siml t.Sneo de e s ~ ~ c t . r o f o t c ~ ~ t r i a  y regist.r@ 
el&t.rico para estumar el acople excit.acion-contra~ción es tm enfoque 
promlsorio y versat.11, especialmrnte en 1 a preparación de f ihra c@rt.aAa Y 
c r m a  e>perimnt.al con doble se1 lo  de vaselina, represent.mc¶o, adem5s, 'una 
1mrt.a-1t.e -irea de invest.igaci6n abierta a l  desarro1 lo tecnológlco. 
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La concentración de Ca2+ libre en el mloplasm en un niomento dado 
durante un transitorio de Ca2+ es el resultado de la contribución 
sinultanea de un conjunto de factores. Estos factores se mieden cUvlatr en 
dos grupos: los que aportan caz+ ai miopiasma y los que eliminan caz+ 
del moplasma. se pueüe, entonces, hablar de flujos de caz+ en dos 
sentidos: hacia el moplasma (aumentan la concentración de Caz+ en el 
mioplam) y el moplasrria (disminuyen la concentración de Ca2+ en el 
mlop1aLmra). Si a los primeros se lex asignli signo posltivo y a los segundos 
negativo, entonces el cambio neto de la concentración de Caz+ con respecto 
a1 t i e m  es en cam mmnto la suma algeiraica 
pa?'ticipant.es. 

La f i w a  42 sintetiza la contribution de los 
concentracibn üei Caz+ ii~e. Consicieranws que 
mioplasma son: i )  la liberación üe Caz+ üei RS y 
del espacio extracelular por corrientes ionlcas. 
factores la designaremos por Gin La contribución 
del espacio dxtracelular Uurante el t i e m  n o m 1  de 
pequeña en comparación con la liberación de Caz+ 

de toüos los flUjOS 

raversos factcves a la 
los flujos hacia el 
2 )  la entracia üe Cazt 

A la suma de estos dCi.3 
del Caz+ que entra 
m a  contracción es m-iy 
del RS, por lo cual 

@in es básicamente igual a la liberación de Ca2+ del RS. Los flujos 
del mioplam, por otro lado, son varios: i )  unión de Caz+ a sitios 
específicos de la troponina C, 2 )  unión de Ca2+ a sitios de la parvalh-ina 
que tanibién pueden unir Mg2+, 3) unión de Ca2+ a sitios específicos de la 
bomba de Ca2+, 4) transporte de Ca2+ a través de la bomba de Caz+, 5) 
unión de Ca2+ al indicador (antipirilazo 111) y 6) unión de Caz+ al 
mrtiguador de Ca2+ (EEi?A). A la s u m  de estos flujos la designaremos por 
&out. 

üna parte cie +out está dada por sitios w e  entran rápiümnte en 
equllih'io con el  calcio. Estos son el inatcaclor, los sltlos üe la kflrnta fle 
Caz', y los sitlos de la troponina C. El Caz+ total remiiviüo por estos 
componentes fis el Caz+ libre en el moplama constituye un pool de caz+, 
el cua1, debido a ia cinética rspicia de los componentes que los constituyen, 
se clenomlna Cafast. El resto del +out esta deteimnaclo por sitlos cit? 
cinGtica lenta Estos son el transporte a través üe la bomba de Ca2+, la 
unión de Caz+ con los sitios de la parvailxirmna y la union con el 
mrtlguador de caz+. EI pool de Caz+ remviüo por estos componentes se 
rfenomina Cas 1 ow 

2Este modelo esta basado en las derivaciones hechas por Errurrb G. , Rios, E 
& SrJmeider, M . F, (14) y Melzer, W. , Rios, E & Schneider, M. F. (41). 
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CaTN CaPARV 

1 1  
PARV 

M#+=M~ I t  PARV 

Figura 42 
Conponentes del sistema de remoción de Caz+ del moplasma 

Mocllflcado cie G., et al. (14). 
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Cam uno de los conponentes del mclelo está caracterizado por una 
ecuacion cinética o de equlllmlo, seain el caso. Los flujos detemnados 
por curnos conponentes estan descrltos por ecuaciones diferenciales de primer 
Ol'den En el caso de expreslones de equilibrlo, dichas ecuaciones son 
slrrples derivadas y no tlenen myor corr!pllcacion. Sin eN&wgo, las 
ecuaclones que describen f lylos  en que el equilibrio no se alcanza 
raplclamente no se pueden lntemw analiticarrente, por lo  que se requiere 
wsoiverias simitáneamnte por &todos nm5ricos. A contlnuaclon se 
presentan las ecuaciones corresponcuentes a cada uno de los cmnentes del 
modelo. Por claridad en la notaclan, se omiten las cargas formales de los 
lones en las expresiones siguientes, 

1) Flujo hacia Y de un conjunto úe sitios independientes que unen 
Caz+ en ia troponina C. 

2) Eiwiiibrio con los sitios üe la bomba üe Caz+. 

ca + P E cap 
KP 

[Cap] = . . . , . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . a 2 )  
pr [cal 

Kp t [Cal 

aoncie P representa los sitios libres y PT es la concentraclon 
tata1 de sltlos de la brmoa Kp es la c0nstant.e üe ülsoclaciGn 
del compleJo. 

3) EWlllbrlo con el indlcadar (antipirilazo 111). 
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donde D representa al indlcador libre, la concentracion del 
indlcaaor total y KD es la constante de áísociacion del conglejo. 

4) Flujos hacia y de un confunto de sitios inciwendíentes de la 
parvalh3ninaI los cuales también unen M$+. Estos sitios también 
se encuentran en la tromnlna, y tlenen las misrrns IjropieAiiAes 
cinéticas, por lo  que se les conslaera lncluídos en el conJunto 
(14)- 

kon (C~PARV) ~ capARv 

kof f (CaPARV) 
ca + PARV . 

5) Flujos de Caz+ hacia el Rs a través de la bonBa de Ca2+, tomando 
en cuenta que dos sitios por bomba deben estar ocupados Para w e  
ocurra trasiocación (14). 

ü[Cal/dt,- 3 -M- ([CaPl/py)~ . . . , . , . , . . . . . . . . . . . . . . . . . a6) 
donde M es la mima velocidad de transporte de la borrba 

6) La unión del Ca2+ con el amortiguador de Ca2+ en el mioplasm. 
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De Cicuerao a l o  expuesto anterlomnte, se cumple: 

a a S  1 ow a CCaPrnVl a [cal [C&kX'A] 
- + -- t m  + 

at at dt  at 

<¶[Cam] d[CaPl ciECarJ;!] ü[CaPARV]. d[Ca] d [CiSEPA] . . a81 - -  
1- - - - -- - @out = - 

at at dt at at dt  

a DI 
- -  - 4in + @out at. 

Por lo t.anto, 4in se obtiene üe l a  üiferencla: 

y, corn3 ya se indico, está üetermínaüc) %sicmente por la liXerai16n de 
Caz+ del reticuio sarcopiásmico. La derivada d[Ca]/dt se obtiene de cada 
registro, ajustando primero una función anaiitlca conpuesta üe t é m n o s  
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exponenclales y luego AerlvanAo la ecuación Alternativamente, se meüe 
derivar el registro n&rlcamente. Gout se obtiene lntegranüo 
numéricamente las ecuaclones ai), a4), a5), y a7), y evaiuanüo las ewaciones 
a), a3) y a6) en cada punto del reglstro. Puesto que la integración es m y  
sensible a las fluctuaciones de [Cal y d[Cal/At, en este trabajc] se adopt0 el 
procedlmlento de alustar prlmert, una funclon analitlca al reglstro, para 
evitar la dispersión de los valores Ae las variables. 

Los valores üe los parámetros libres de las ecwciones se tomon 
lnlclalmente üe la literatura 1'8, 14, 31, 41, €4). En Cada caso, Sin 
e!rtm-go, sl hizo un ajuste basado en la suwslclón de qie al corte ciel pulso 
de voltaje controlado, o bien en la fase úescenüente ael reglstro ae [Cal 
probucicio por un potenclal de acción, la llberacion de Caz+ del HS cesa o 
tlenüe a O. Esto qulere üeclr que en Cucha fase 

acw 
Q> out - - at. 

En el ajuste se buscó la comlnaclon üe parámet.ros que mjor cwlia con 
a c a a  Conaclóii. Luego, en base a los valores obt.eniüos se hizo una 
estimación de la velocluad de liberación Ae Ca2+ del RS emleanüo las 
ecuaclones U integración n&rlca se hizo mediante el rGtoüo üe 
Runge-Klutta (20). 

y ag). 
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Este apéndtce mesent.a una derivacion ae las relaciones que mtarcian los 
paramet.ros al, +, 331 y bzl üet.ermlnados m a  cada fibra segiín el 
protocolo descr1t.o en Materlal y Metoaos, con las propleüades eléct.ricás I’m 
y ’1. Corn ya se definlo en aquella secciC~n, I’m es l a  resistencia 
transvei’s,a de l a  memrana por iulidaci üe 1omlt.uü Y ’i es la resistencia 
int.erna por uniaad de iongitua Debido a los seiios fie vaseiina, tenems 
otra resist.encia lnprt.ant.e, re, la resistencia externa bajo el se1 lo p:]r 
unldaa cle longitud, Las varl&Ies fislcas asociadas a est.c,s pammtros son 
las siguientes: 

Ve I voltaje externo bajo el sello 

Vi :: voltaje interno 

ie z corriente externa a t.ravés del seiio 

1, I: corriente interna a través del m~opiil,w-a 

i, 2 corriente a través üe l a  mmana por unidad de iongltua 

Corn se iniestra en l a  figura 43, l a  preparation está dividida e11 t res  
secciones: dos compartirmitos laterales (EPI y EQ) y uno central (mi, 
El protocolo emrimental  consiste en rfar un pulso de voltale en el 
c o m t l m e n t o  EP2 Y mear el cambio de potencial en EP1, asi c m  la 
corriente lnyectaaa. Las V ~ l a b l e S  externas asociaaas a la preF>araclon son: 

V i  2 potencial en el  corrlpart.imento EPl 

Il = corriente inyectada en el  compartimento EPI ( 2  O en 

V2 = potencial en el compartimento Ep2 rac i on) 
esta prepa- 

12 : corriente 1nyect.ada en el co!qpart.imnt.o EP2 . 
Consideremx la variación de las variables fislcas con respecto 3 l a  

~ c i c l O n ,  emzando por el comart.1mnt.o donde se inyecta l a  corriei1t.e 
(Ep2). Se denotara l a  varlul,lc de posición por x, sienüo x- -O  en l a  
front.era entre Ep;! y el pruner sello. 

3Este apéndlce está basado en el  trabajo de Irving, M. , e t  al. (33) 
some ius propiedaaes eléctricas y upticas pasivas de fibras cortams. 
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VLb 

Li,b 
*-- 

Vi,& 

L,a 
t-- 

€Pi CP 

Figura 43 
Freparación de la fibra cortaüa con doble sello de vaselina 

vamauies enplearlas en el rlesarTo1 io ciei modelo eléctrico. 
(mi) compartimento lateral 1, (EF'2) compartimento lateral 2, (CF)  
ctmpa-4lmento central, (VI) voltaJe en EFl, (V2) voltaje en EP2, 
(11) coi-rlente inyecta& en EPl, (12) corriente inyecta& en EF2, 
( L l )  espesor de cam sello üe vaselina, (L2) separación entre los sellos, 
(Vi, a) potencial interno de la fibra en el extremo izquierdo ciel sello 2, 
(V,,b) potencial Interno de la fibra en el extrem deremo del sello I, 
(iiIa) corriente interna a travss del mloplasm en el extrem izquierdo de1 
sello 2 ,  ( i i , b )  corriente interna a través del mloplasm en el extremo 
derecho cis1 sello I, Las flechas señalan la dirección de la corriente segiin 
el protocolo enpleado (Ver Material y Métodos). 
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o C I M p A R T 1 m  EP2 

El voltaje externo I3ajo el sello (Ve) Y el Voltaje intern0 (Vi) e s a  
relacionados con las corrientes externa e interna (le, ii) por las 
slgulentes f o m  particulares de la ley cle am: 

Intearando desde x=O hasta x=Li (Vi, a=Vi I 11, azii en el Punto a): 

v = V  - r i L  sy2rni = -r.i i i  r i m  o 

' O  

JV2m e = -r e e  i ['a o 

i,a 2 i i i 

Vi, a 

v : r i ~  
2 e e i  

por lo tanto: 

Sea V = Vi - Ve. mtonces 

por lo  tanto: 
I 

re + ri 
11 : (re12 - @I/&) ..... . . . . .  e2) 

La corriente a través de la m a n a  está relacionacia con las corrientes 
interna y externa por: 
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por lo tanto: 

Luego: 

Sea V r Z V ( l m z 0 ) ;  sl suponems un comportanilento Ohmic0 üe l a  m m a n a ,  
tenems: 

1, I (V - V r ) / r m  ........................ e4) 

,Suponclrems, aüerxss, para esta preparación, que V r  varia llnealmnte 
con la castancla baJo el sello, vallenüo 0 cmanUo x=O Y V R ~  cuanüo X-Lj, 
esto es: 

V r  (X/Li)VRp. ....................... e5) 

Com?mmnclo e 3 ) ,  e41 Y e 5 ) ,  t e n m s :  

La soluclon de esta  ecuaclon, para las slgulentes conciiclones de contorno 

v-o en x-o 
V = V l l a  en x=Li 

86 

. -4 



X 

t.anh x 
sea f(X) = 

u”ustlt.UYend@ est.a expresión en e2) Y rearreglado, @bt.eiiems: 

,%stltuyendo la expreslon de V i ,  a sem-i la ecuaclón e l )  en est.a Cltlma, y 
rearreglando obtenems: 

En conJuito pxlems expresar e l )  y e6) en notaclón mtrlclal, definieiicio: 

A 3  1 o 
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Luego ; - .- - 
Y, = sY2 + v d  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  e7) 

m A R T 1 m c E N T R A L  (CP) 

m el corqpartmnto central (O!x!Lg), tenemos: 

mtonces, empleando la ecuacion e4): 

cuya solucíen para las condiclones cie contolmo 

sea: 

Ent.onces: 
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Pero, c m  Ve-O en CP, 

Luego, en xiL2: 

por l o  tanto: 

Adenss, en el comt . imnto  central le:ül por lo que 

Y 
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sustituyendo el01 en e9), efectuando operaciones Y rearreglanao, ohtenems: 

Sustituyendo y i , b  ae e9) en elO) y efectuando operaciones, tenems: 

Sus t 1 tuyendo nuevamente y rearreg 1 aldo : 

Definiendo : 

Las ecuaclones ell) y e12) en notaclon mtricial, entonces se conibinan así: 
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Para el compartlmnto EPl, la sltuaclon es lgual que par EP2, solo 
que el sentlclo ae la corrlente es el opuesto. Por lo tanto: 

Sea 

Entonces, en notaci6n mtrlcial : 

Juntanclo las expresiones para 
e141 I obtenems: 

-1 1 

los tres corrlpartimentos, es üecir e ~ ) ,  e13 y 

Puesto we en el protocolo empleaao I1=0, la f o r m  üe las ecuaciones se 
iwmce a: 

v2 = alvi + bi 

I2 = a2v1 + n2 

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