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INTRODUCCION

Los misculos son estructuras complejas que transforman
la energia quimica en trabajo mecdnicoe. Los mecanismos que controlan
esta trénsduccién de Ta energia quimica, estdn asociados con sistemas
membranales de las fibras musculares y son estudiados sin dificultad
por técnicas electrofisiolégicas disefiadas para medir las propiedades

de ta membranal®.

Las enzimas, las proteinas estructurales y los organe-
los de las fibras musculares tienen una organizacién especializada,
observéndoﬁe diversos cambios si se modifica por ejemplo, la veloci-
dad de crecimiento de una subestructura. La complejidad estructural
que presentan las fibras del misculo esquelético es debida a Tos si§
temas membrana]esAque posee, ya que cada uno lleva a cabo funciones

especificas directamente relacionadas con la contraccidn.

Los tres principales sistemas membranaies son: 1a'mem-
brana plasmitica, el sistema tubular transverso (sistema T) y el re-
ticulo sarcopldsmico (RS). Las propiedades eléctricas de la membrana
plasmdtica y del sistema T, asi como del RS, se utilizan para descri-
bir 1a morfologia, la velocidad de conduccidn y la propagacién radial
del potencial de accién, Muchas de estas propiedades eléctricas se
estudian por mediciones de la impedancia. La membrana plasmitica con
duce el potencial de accidn longitudinalmente, permitiendo la contrac
cion simulténea de sarcomeras a lo largo del misculo. E) sistema T
conduce el potencial de accidn radialmente hasta 1o profundo de la fi

bra;. posteriormente el RS Tibera Ca++ en respuesta al potencial de ac



cidn, iniciando asi la contraccion. Subsecuentemente el calcio es re

capturado por el RS.

Un espacio de 120 A separa la membrana del sistema T
de 1a membrana de1'RS, To que posibilita el flujo de solutos del sar-
coplasma, aunque existen pequefios pies distribuidos en toda la membra
na del RS, que permiten la unidn mecdnica del sistema T con el RS“%:5°
Existen moléculas grandes que fluyen libremente por el lumen del sis-
tema T, pero éstas no pueden difundir hacia el lumen del RS. Cada
sistema membranal tiene un papel funcional diferente, por lo tanto,
cada membrana tiene propiedades eléctricas distintas, resultado de
las estructuras moleculares, asi como de su geometria. Las propieda-
des eléctricas de estas membranas biolSgicas se dividen en dos cate-
gorias: lineales y no lineales. Las propiedades lineales son indepen
dientes de 1a intensidad de la sefial usada y se analizan con la teo-

ria general de los sistemas lineales.

La mayor parte de las derivaciones, asi como de Tos re
sultados de 1a teoria eléctrica, se estudian en un amplio range de
frecuencias para usar la impedancia y relacionar la salida sinusoidal
con la entrada sinusoidal de los sistemas lineales. Las propiedades
no lineales, las cuales varian con la intensidad de la sefial aplica-
da, son dificiles de analizar porque no hay una teoria general que
describa su comportamiento. Estos sistemas no se estudian en un am-
plio rango de frecuencias y no se caracterizan por funciones de impe-
dancia, porque tales funciones no describen el comportamiento no 1i-

neal.




¢Porqué deberd uno, estar interesado en las propieda-
des eléctricas de los sistemas biolégicos, cuando su actividad natu-
ral es usualmente no lineal?. Las propiedades lineales son interesan
tes por varias razones. Describen las propiedades biofisicas de to-
das las membranas en reposo; también describen todas las propiedades
eléctricas de algunos componentes celulares, como por ejemplo, el
lumen del sistema T:®, Por lo general, 1as propiedades eléctricas 1i-
neales de preparaciones bioldgicas son medidas usando funciones de
impedancia, por medio de 1a aplicacidn de corriente sinusoidal o vol-

taje, 1o que da como resultado una medida de la impedancia.

La impedancia {reciproco de la admitancia) incluye la
respuesta a perturbaciones, que son la suma de sinusoides. El andli-
sis de la impedancia no es hecho en el curso del tiempo de la sefal
aplicada y su respuesta; ademds, la sefial aplicada y su respuesta
son descompuestas en componentes sinusoidales por el andlisis de
Fourier, por 1o que la frecuencia de la amplitud y el retardo de la

fase dependen de todos los componentes estudiados.



2. GENERALIDADES

En los mamiferos, las aves, los batracios y los répti-
“les, la gran masa de misculos esqueléticos esti constituida por
naces de fibras, en los que cada fibra muscutar es una célula. La
distribucion de las fibras musculares esqueléticas es de tipo penifor
me (figura 2.la), o bien, se encuentran en paralelo (figura 2.1b) o

forman diferentes combinaciones de ambas modalidades.

Al considerar la contraccidn, serd importante recordar
que ademds de las fibras musculares, los misculos contienen tejido fi
broso que incluye 1os tendones, lo que contribuye a la complicada res

puesta del misculo a 1a carga que deba desplazar.

Las fibras musculares tienen forma aproximadamente ci-
Tindrica, 1legan a medir 60 micras de didmetro y son de longitud va-
riable. Estdn envueltas por una membrana compleja, el sarcoplasma,
gue 1a separa del liquido intersticial. Cada fibra posee un haz de
miofibrillas, que son cilindros de una micra de didmetro y de longi-
tud igual al total de la fibra. Cada miofibrilla carece de cubierta
membranal y los espacios entre ellas, se encuentra 1leno de mioplas-

ma, el cual estd surcado por una fina red tubular“.

2.1, Sarcolema

EY sarcolema cubre la superficie entera de la fibra y
estd compuesto principalmente de mucopolisacdrides. Se divide en dos

compenentes: la membrana plasmitica y una membrana gruesa externa,



Fig. 2.1. Disposicidn de dos tipos de
fibras musculares en reposo. a. Fibra
peniforme en reposo. Los tendones es-
tin indicados por lineas que se extien
den a ambos lados del paralelogramo.
b, Fibras paralelas en reposo. Las
lineas que irradian de los rectfingulos
apuntando a cada extremidad, represen-
tan los tendones,

i1 A

Fig. 2.2. Esquema de la organizacidn de las
miofibrillas. La sarcdmera es la unidad li-
mitada por las lineas Z que bisectan las ban
das I; los puentes perpendiculares unen los
filamentos gruesos con los delgados. En la
vecindad de la linea Z, la disposicidn hexa-
gonal se transforma en cuadrangular,



constituida de una 1dmina basal interna y una ldmina reticular exter-
nas®, La ldmina basal contiene laminina, fibronectina y coldgena IV,
La ldmina reticular contiene fibronectina, coldgena V y otras protei-
nas coldgenas y proteinas muy solubles en soluciones salinas concen-

tradas.

Entre la 1&mina basal y la membrana plésmética de Ta
-fibra muscular se observa la presencia de una poblacifn de células sa
télites mononucleadas. Se supone que estas c&lulas satélite, son mio
blastos capaces de activar y participar en la fusidén y diferenciacién

de nuevas fibras musculares, cuando la original ha sido dafiada.

2.2, Miofibrillas y Disco Z

Las fibras musculares esqueléticas estdn compuestas
por unidades 1lamadas sarcdmeras, que se repiten regularmente a lo
largo de la fibra. Cada sarcomera es un cilindro, cuya longitud va-
ria de 1.5 a 3.5 micras segiin el grado de estiramiento o acortamiento
de la fibra. Convencionaimente, cada sarcdmera se halla limitada por
un disco, el 1lamado disco Z o Tinea Z. Las miofibrillas aparecen
distribuidas dentro de las fibras de manera tal, que cortan los dis-
cos Z. Al ser observadas en el microscopio de luz, las fibras pare-
cen mostrar estriaciones longitudinales que en realidad son las mio-
fibrillas, asi como estriaciones transversales en las que alternan
bandas isotrGpicas (I) y anisotrépicas (A). Por la presencia de es-
tas estrias transversales, este tipo de tejido muscular recibe el nom

bre de misculo estriado. Cada banda I queda bisectada por un disco




Z. Las bandas A muestran asimismo una zona central isotrdpica, la

Vlamada zona H {figura 2.2). La longitud de 1a banda A es de 1.5 mi-
cras, Desde hace tiempo se sabe que al acortarse el misculo, la sar-
comera también se acorta, aumentando la distancia entre los discos Z
vecinos, Esto se realiza principalmente, si no por completo, a expen-

sas de las bandas I, dado que las bandas A pricticamente no cambian?,

Al microscopio electrdnico las miofibrillas estdn com-
puestas por filamentos lineales, Existen dos tipos principales de fi
lamentos, la banda I-solo contiene filamentos delgados, también 1lama
dos filamentos de banda I. Su espesor es de 50 a 60 A y su longitud
de 1 micra. Se inician en cada‘linea ? y discurren longitudinaimente
a lo largo de la banda I penetrando Ta banda A. En esta Giltima, ade-
mis de encontrarse porciones de los filamentos delgados, también exis
ten los fi)amentos gruesos, llamados filamentos de la banda A, ya que
se extienden a lo largoe de &sta, Su longitud es de 1.5 micras y su
grosor de 110 }, aproximadamente. La zona H en el centro de Ta banda
A no contiene filamentos delgados. Por lo tanto, la isotropia de la
banda I se debe a que sdlo existe un tipo de filamentos, mientras que
cuando se presentan ambos, se observa anisotropia®’. También pueden
existir filamentos de un tercer tipo, las 1lamadas fibrillas S, que
corren a través de las zonas H, uniendo los extremos opuestos de los
filamentos delgados en la banda A. La dnica conexidén visible entre
los filamentos gruesos y los delgados, son prolongaciones transversa-
Jes en la banda A, los 1lamados puentes, que se presentan a interva-
Tos mds o menos regulares de 435 A. Su espesor es de unos 40 A y se

extiende a To largo de 180 A entre las superficies de los filamentos



delgados y gruesos, Excepto en la vecindad inmediata del disco Z,
los filamentos delgados se disponen en forma hexagonal. La longitud
de cada lado del hexdgono es de unos 260 A, entre centros de filamen-
tos delgados vecinos. La disposicifn hexagonal continda en toda la
longitud de 1os filamentos delgados a través de las bandas I y A. En
a bapda A, los filamentos gruesos ocupan el centro de cada hex&gono

de filamentos de1gados.‘

La estructura del disco Z tiene una gran importancia
en el mecanismo de 1a contraccidn. Conforme los filamentos delgados
se aproximan a su origen en el disco Z, se dice que se redistribuyeﬁ,
perdiendo 12 disposiciGn hexagonal y adoptando una forma cuadrangular,
En el disco Z, cada filamento delgado se divide o se une a cuatro fi-
lamentos 1lamados Z. Se ha demostrado que los filamentos forman pird

mides tetrahddricas sobre bases cuadrangulares®2#"1,61,

En cada vértice de 1a base cuadrangylar del disco Z,
los filamentos [ forman una pirgmide con cuatro filamentos que atra~
viesan complétamente al disco I; a su vez cada uno de estos filamen~
tos se une a los otros tres filamentos Z de la cara opuesta del dis~
co correspondiente y se conectan con un filamento I en 1a sarcdinera
adyacente. Se supone que las dimensiones del disco Z permanecen cons
tantes durante la cantracciﬁn muscular, pero etlo no podria ser cier-

to y hace falta informacidn m&s precisa*®. /



2.3. Membrana Plasmitica y Caveolas

La microscopia electrénica también ha mostrado que la
membrana del misculo y el espacio entre las fibras musculares son es~
tructuras complejas. Cada fibra o célula muscular estd envuelta por
la membrana plasmitica, una bicapa de 100 A de espesor que tiene una

estructura comin a todas las células.

En las fibras musculares es necesario conocer la forma
de 1a membrana plasmitica y el drea superficial, ya que existe una
relacién importante con 1as mediciones de la impedancial®. En fibras
musculares de mamifero las mediciones iniciales de la capacitancia a
bajas frecuencias sugieren que el &rea de la membrana verdadera que
cubre a la fibra muscular, deberia ser considerablemente mayor que
el drea de un cilindro 1iso que pudiera cubrir la misma fibra muscu-
lar'?, En muchos tipos de fibras musculares de vertebradog, la pre-
sencia de pliegues, caveolas y tdbulos T hacen que el drea de la mem
brana verdadera sea algunas veces, mis grande que el drea aparente.

Posteriormente se sugirid que esta drea es aparentel!,

La membrana plasmitica cumple al menos dos funciones:
forma la barrera que deben atravesar los materiales de recambic desde
el espacio intersticial hasta el interior de las fibras y también
contribuye a mantener las propiedades mecdnicas del misculo, Las ca;
veolas se encuentran distribuidas’individua1mente a lo largo de la
membrana plasmitica, aunque es frecuente encontrar grupos de dos o
tres, conectadas al espacio extracelular a través de un tdbulo co-

mﬁnsa
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Existe una estructura reticular, que se entrelaza a
través de las fibras y que parece formada por dos sistemas principa-
les de tubos, uno de ellos es el sistema T y el otro es el RS, posi-

blemente andlogo al reticulo endopldsmico de otras células.

2.4, Sistema T

E1 sistema T es exclusivo de los misculos estriados y
cardiaco. Estd formado por una red o serie de redes con invaginacio-
nes tubulares (tdbulos T) que corren desde la membrana plasmitica has
ta el RS (figura 2.3)., E] elemento constitutivo es: un anillo
alrededor de cada miofibrilla, situado en cada disco Z, 0 en cada
unibn entre las bandas A e I. En el primer caso existe un dnulo por
cada sarcomera a 10 largo de cada miofibrilla y dos anulos en el se-

gundo.

En el misculo esquelético la localizacion del dnulo
varia segin la especie animal., Los anillos perifibrilares del siste-
ma T estdn conectados entre si, formando una especie de panal tubular
que envia tibulos a través del sarcolema y que los comunican con el
liquido intersticial. Al parecer, el sistema T mantiene a las sarcome
ras de cada mfofibrilla en comunicacidn con las miofibrilias vecinas
y también une las miofibrillas con el sarcolema. En una seccidn
transversal, el tibulo T tiene dos formas: en las fibras répidas de
los anfibios 1a forma mis frecuente es de tibulos planos o forma de
cinta plana y la menos comin es la circular, cuyo didmetro es igual a

la parte mis pequefia de los tdbulos planos, Las fibras de mamifero
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Fig. 2 .3. Sistega T y RS de
fibras de rana.W¥se puede
apreciar una diferenciacién
especifica de los sistemas
membranales. Se muestran
dos niveles de redes de tii~
bulos T, con lineas 2z adya-
centes (2) dentro de bandas
I de miofibrillas y forman-
do elementos centrales de 3
estructuras (triadas), las
cuales también incluyen 2
'RS. Las cisternas termina-
les (CT) del RS estin conec
tadas a tiibulos longitudina
les (L), a uno y otro lado,
a través de la cisterna in-
termedia (CI). Curca del
centro de la banda A, los
tiibulos L, se unen a el 50
collar fenestrado del RS?

sarcolema

iy .
triada C.7T. ii ixstema T

< —_—

N N e NC
e — ¢

Fig.2.4. Representacién esquemitica de la relacidn
entre el sistema T y el RS y con las miofibrillas.
En el plano de la 1inea 2, o en las uniones A-I en
algunas especies, se encuentra la triada, que com~
Prende la seccidn a través del tibulo T y el saco

© cisterna terminal 5



tienen una apariencia similar, siendo la (nica diferencia entre ambos
tipos de fibras, la presencia de dos redes de sistema T por sarcomera

en las fibras de anfibio!?.

2.5. Reticulo Sarcopldsmico (RS)

E1 RS aparece constituido por tdbulos orientados en dji
reccidn mds o menos longitudinal, paralela a la de las miofibrillas,
si bien se hace tortuosa en el espacio interfibrilar, entre dos anu-
los del sistema T de la misma miofibrilla (figura 2.4). El RS es un
sistema membranal interno no continuo con la membrana plasmdtica de la
célula muscular, que atraviesa transversalmente a la fibra y penetra

longitudinalmente algunas sarcdmeras o parte de una de ellas.

Ambas extremidades del tibulo se ensanchan formando sa
cos relativamente grandes, que se aplanan en sus extremidades y esta-
blecen un amplio contacto con cada dnulo del sistema T. En consecuen
cia, una gran parte de este sistema se encuentra en relacién con los
sacos o cisternas terminales del RS. Luego, las cisternas terminales
se adelgazan formando tubos largos y estrechos, de varios centenares
de angstroms de didmetro que se dirigen aproximadamente hacia el cen-
tro de la sarcomera, en la zona H**, La unidn del tébulo T mas dos
cisternas terminales, recibe el nombre de triada muscular. Esta to-
davia en discusidn la forma como se unen las cisternas terminales y
el tdbulo T, habiéndose sugerido que se trate de una unifn estrecha??
(figura 2,5), Ello implica una sugerencia importante ya que la per-

meabilidad de 1a unidn estrecha a 1os iones monovalentes es alta.

13



i reticulo

sarcoplasmics

Fig. 2.5. Arreglo estructural de la unidn
del tfibulo T y el RS. Este diagrama es un
modelo imaginario, sacado de datos morfolé

gicos .1 7
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Sin embargo, en fotomicrografias electrdnicas de gran claridad, se ha
observado que la membrana plasmitica del tdbulo T estd separada de la
cisterna terminal por un espacio de unos 120 A, de manera que su aso-

ciacidn no seria la de una unidn estrecha3!.

E1 RS juega un papel importante en el control del esta
do de activacidn de la maquinaria contrdctil de la célula muscular,
ya que regula la concentracidn de Ca++ en el espacio sarcopldsmico,

el cual contiene los miofilamentos y miofibrillas contrictiles.

E1 RS cumple con dos funciones importantes: por medio
de una bomba acarrea el Ca' al interior reteniéndolo, por 1o que la
concentracidn de Ca++ libre en el espacio sarcopldsmico disminuye y
alcanza una concentracibn de aproximadamente de 1 x 1077 M. La segun
da funcibn del RS es Viberar suficiente Ca™* cuando la c&lula muscu-
Tar es activada y asf unirse a la troponina para producirse la con-
traccifn, posteriormente el Ca™ es rebombeado al interior del RS du-
rante la fase de relajaciont?, La contriccién puede repetirse con

una frecuencia de 10 veces por segundo o mis rdpido.

En algunas fibras musculares 1a estructura del RS es
conocida por su desarrollo y distribucidn en tres o cuatro gsfructu-
ras tipicas: 1a cisterna terminal, 1a cisterna intermedia plana, los
tabulos y la cisterna fenestrada. En fibras musculares de rata'de ti
po rdpido, las cuatro regiones son encontradas en la parte media de
cada sarcomera; la cisterna terminal cerca de cada 1inea Z y la cis-

terna fenestrada en la Yinea M%?



2,6. Misculos Lentos y Répidos

El misculo esquelético por sus caracteristicas morfold-
gicas ha sido clasificado en dos géneros, aunque los criterios usados
para diferenciarlos son muy variados. Por ejemplo: oscuros y claros,
largos y cortos, rojos y blancos, etc. También se ha encontrado que
las diferencias estdn relacionadas a las distintas velocidades de
contraccion provocadas por estimulos eléctricos y con fdrmacos, por

To que se clasifican como: miisculos lentos y rdpidos’»®.

Sin embargo, no ha sido posible realizar una clasifica-
¢i6n discreta de los tipos de misculos esquel&ticos existentes, con-
tindose con un continuo aparente en un extremo del cual se encuentran
1os misculos puramente rdpidos, con sus propias caracteristicas estruc
turales, por ejemplo el extensor digitorum longus (EDL) y en el otro
extremo los puramente lentos, como el sbles. Las diférencias morfold-

gicas mds importantes entre estos dos tipos de miisculo son:

a). Las miofibrillas de las fibras de contraccidn ra-
pida estdn regularmente separadas, una de otra y son de iqual didme-
tro; mientras que en las fibras de contraccion lenta no tienen separa-

cifn regular y son de didmetro variable.

b). En las fibras de contraccidn rdpida el RS es mds

abundante comparade con las fibras de contraccidn lenta®?,

c). El sistema T de las fibras rdpidas aparece mds de-

sarrollado, mientras que en las fibras lentas el sistema T estd vir-

16
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tuaimente ausente o consiste solamente de elementos atrofiados?”.

d). En las fibras lentas la 1inea Z corre en zig-zag
y es ancha; mientras que en las fibras rdpidas corre casi recta y es

muy estrecha en comparacidn con la de las fibras lentas®’.

e). La 1inea M se localiza en la parte media de la

banda H de las fibras rdpidas y estd ausente en las fibras Tentas®7.

f}). En las fibras rdpidas la distribucidn de los si-
tios sensitivos a la acetilcolina, se restringen al drea final de la
placa neuromuscular mientras que en las fibras lentas los sitios sen

sibles se han demostrado a 1o largo de toda 12 membrana del misculo?,

g). El sarcolema postsindptico envuelve a las fibras
rdpidas y esta menos desarrollado o ausente en algunas fibras len-

tas??,

Las propiedades histoquimicas nos indican que las fi-
bras rdpidas tienen una alta actividad glucolitica, baja actividad
oxidativa y alta actividad de la ATPasa, mientras que las miofibri-
11as de las fibras lentas tienen actividad glucolitica intermedia, al
ta actividad oxidativa y alta actividad de 1a ATPasa. El contenido
mitocondrial es mucho mayor en las fibras rdpidas que en las fibras

18"1’.35“”'52.



2.7. Proteinas Contrictiles

Son dos los tipos principales de miofilamentos: los
gruesos, de la banda A, que estdn compuestos por la miosina y los del
gados, de las bandas I compuestos por la actina, la tropomiosina y la
troponina. Se observan filamentos en el disco Z, los 1tamados fila-
mentos Z, dispuestos en forma de pirdmides con base cuadrdngular,
que se conectan con los filamentos delgados de las bandas I, Pero
son unicamente los filamentos de las bandas A e I los conocidos como

proteinas contrictiles (figura 2.6).

La existencia de puentes transversales entre los fila-
mentos gruesos y los delgados, sugiri6 que ésta fuera la forma de
unidn fisica de ambos filamentos; asi se desarrollarfa la tensién y
el acortamiento®®, Se ha sugerido que en la miosina y en la actina
existe una cierta organizacibn espacial de los puntos quimicamente ac
tivos, de suerte que se producen uniones entre ellos a medida que 105
filamentos pasan a través de ciertas distancias criticas®“. Por otro
Tado se demostrd la naturaleza quimica del modelo de Huxley propo-
niendo que los puntos activos en la actina, son una serie de grupos
SH y OH en los que se forman y se rompen alternativamente puentes
-S- y -0- entre la actina miosina®?, Posiblemente,la formacidn y rip
tura de estas uniones depende de 1a concentracitn muy localizada de
Ca++ y la configuracién de la troponina y tropomiosina. Conforme se
propagan los pulsos despolarizantes a los tébulos T, se liberan de
las cisternas terminales ondas de Ca++, asimismo hay una captacidn

fdsica de Ca'" por el RS longitudinal y en consecuencia se producen
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TROPOMIOSINA

Fig. 2%6. Estructura propuesta para los filamentos delga-
dos. En el planc longitudinal de la espiral de actina, se
encuentra la tropomiosina, una proteina fibrosa con un pe=~
riodo ligeramente mayor gue el de la espiral de actina,
A cada tropomiosina corresponde una troponina globular?

tensidn.,
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Fig. 2.7. Relacidn entre longitud y tensién. La longitud
de reposo y la tensidn m3xima estin representadas por 100.
La curva de aumento monotdnice en la parte inferior derecha
representa el efecto de la distenciSn pasiva sobre la ten-
sidn. La curva continua superior es la obtenida para el
sistema, integralmente. La linea discontinua representa el
comportamiento de los elementos contr3ctiles cuando se fgs-
trae la curva de distencifn pasiva de la curva superior,



cambios fasicos en la concentracidn sarcopldsmica local de Ca++ y en
la activacién de la ATPasa de la actomiosina, produciéndose asi la

unidn mecdnica entre la actina y la miosina. En un momento dado, la
tensibn ejercida depende del promedic de uniones entre Ta actina y la

miosinal®s,

Cuando se distiende pasivamente un misculo o una sola
fibra muscular, la distension de lugar a la aparicién de una fuerza
de contraccidn que aumenta lentamente al principio y luego mds rdpida
mente al aumentar la distensidn, o sea que Ta permisividad resulta me
nor cuando el misculo estd elongado (figura 2.7). Si se fija el mis-
culo en su ongitud de reposo (definida arbitrariamente de distintas
maneras, pero considerando la que tiene cuando el organismo estd en
reposo) y se estimula hasta obtener una contraccidn méxima y tetdni-
ca, el misculo desarroila 1a tension mixima. Al aumentar o disminuir
la longitud, referida a la del reposo, se reduce la fuerza desarrolla

da por el misculo durante la contraccién tetdnica isométrica®®.

2.8. Transmisién Neuromuscular

Las fibras nerviosas motoras que inervan el misculo es
quelético, representan la superposicidn de un sistema divergente y
otro convergente. La rama del axdn motor mielinico 1lega a la fibra
muscular y se divide en un fasciculo de ramitas terminales amielini-
cas, que se extiende a 1o largo de la fibra muscular en ambas direc~
ciones, ocupando frecuentemente varios miles de micras cuadradas de

su superficie,
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Cada pie terminal amielinico penetra {a veces casi com
pletamente) en una depresibn de la superficie de la fibra muscular,
pero las membranas del nervio y del misculo conservan su continuidad
e individualidad y aparecen separadas por un espacio que mide 200 a
500 R'de ancho (figura 2.8). En la regibn del espacio sindptico, 1a
membrana de 1a fibra muscular forma pliegues postsindpticos que ocu-
pan dichos intersticios, El intersticio siniptico no forma un espa-
cio extracelular indiferenciado, pues se encuentra en &l una capa de
substancia que intercepta el haz de electrones, separada de cada una
dé las dos membranas celulares por una zona mis clara. Esta capa ops
ca sigue fielmente Tos contornos de los pliegues postsindpticos y cu
bre por completo la superficie de la fibra muscular. A nivel del 14-
mite del canal sindptico, se une con una capa semejante que cubre la
superficie externa de las células. Cada pie terminal aparece repleto
de mitocondrias y de gran ndmero de otras pequefas formaciones esféri
cas que se denominan vesiculas sindpticas. Estas vesiculas no pare-
cen estar dispuestas al azar, pues con frecuencia se observan en el
axoplasma frente a cada pliegue postsindptico de la membrana muscu-
lar. Los canales sinfpticos suelen encontrarse en la parte superior
de pequefias eminencias de 1a fibra muscular formadas por la acumula-

¢ibn de sarcoplasma, mitocondrias y muchos niicleos celulares.

En un inicio se sugiri6 que 1a transmisi6n neuromuscu-
lar fuera eléctrica, es decir que la excitacién de la célula muscular
i sewivia @ corrientes ibnicas a través de ia menoiana, siendo produ
cidas por la 1legada de un potencial de accidn a las terminaciones

nerviosas. Por otro lado, en la transmisidn quimica existe despolari
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Fig. 2 .8, Esquema de la unidén neurcmuscular tipica. Las terminaciones
nerviosas penetran en las depresiones sindpticas. A. Nivel del inters-
ticio que separa el axoplasma del sarcoplasma, en donde pueden verse
las laminillas subneurales en corte transversal, bajo forma de baston-
cillos de 1 micra de longitud. La delgada célula de Schwann que cubre
por completo las terminales estd indicada solamente por su niicleo,
tel.; mie., vaina mielinica; ax., axoplasma de la fibra motora; sarc.,
sarcoplasma; m.n., niicleo de la fibra muscular; m.f., miofibrillas.

B. Esquema de una depresidn sindptica en seccidn transversal; m., mito-
condrias; ves., vesiculas; l.s., intersticio sindptico; f.c., fibrillas

de coldgeno. C, Esquema de dos pliegues postsindpticos a nivel de la
sindpsis neuromuscular!
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zacidn de la membrana debido a la liberacidn de acetilcolina (Ach) de
las vesiculas sindpticas, que es capaz de unirse a sitios activos es-
pecificos, produciendo asi la excitacifn, Estudios que se han hecho
apoyan la segunda de estas hipdtesis y brindan razones congruentes de

igual peso para rechazar la hipftesis eléctrica®'*".

2.8.1. Secuencia de Eventos. Los sucesos que se producen en
1a transmisidn neuromuscular siguen el orden siguiente: las motoneuro
nas sintetizan Ach, que es almacenada dentro de vesiculas del bot6n
nervioso. Cuande la Ach es liberada de las vesiculas por efecto de
un impulso nervioso, atraviesa el espacio sinfptico y se une a sitios
activos especificos de Ta membrana muscular. La formacidn del comple
Jo transmisor-receptor produce un cambio de permeabilidad en Ta célu-
la, el que a su vez mediante una respuesta local denominada potencial
de placa, genera un potencial de acci6n que se propaga por la fibra
muscular y estimula la actividad contrdctil., La Ach es destruida ri-
pidamente por 1a accifn hidrolitica de una enzima, la acetilcolineste

rasa. En el esquema 2.,9.1. se resume la secuencia de eventos,

2.8.2. Neurotransmisién. Los resultados obtenidos en los il-
timos afios, en particular por el empleo de los métodos biofisicos,
permiten definir los diferentes eventos con precisidn, en términos

cuantitativos. Podemos definir entonces:

a. Cortando los nervios motores y volviéndolos a unir
en forma cruzada, se demostrd que los nervios motores de los midsculos

estriados podian sustituir otros nervios colinérgicos o ser sustitui-
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SINTESIS ENZIMATICA HIDROLISIS ENZIMATICA DE

DE ACETILCOLINA EN LAS LA ACETILCOLINA POR LA
MOTONEURONAS . ACETILCOL INESTERASA.
(24)
LIBERACION Y DIFUSION REACCION DE LA
IMPULSO NERVIOSO. - — - - - . %13 _ _y TRANSINAPTICA DE _____2)__, ACETILCOLINA CON RECEPTORES
ACETILCOLINA. EN LA PLACA TERMINAL.
CAMBIO DE PERMEABILIDAD RESPUESTA LOCAL DE LA POTENCIAL DE ACCION
CI)ewua memsrana L 1), Fisa muscutar. ‘8] _, propacAD0 EN LA FIsRa
MUSCULAR, POTENCIAL DE PLACA. MUSCULAR.
(6)

< wmm=o s -~oe 4 CONTRACCION MUSCULAR.

Esquema 2 .9.1. Secuencia de los fendmenos producidos
en la transmisidén neuromuscular.
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dos por ellos"",

b, La estimulacidn de Tos nervios motores que inervan
a los misculos estriados perfundidos, libera Ach en el liquido de per
fusién siempre que se impida la destruccidn enzimitica del éster con
alguna substancia inhibidora de la acetilcolinesterasa. La contrac-
cidn por estimulo directo del misculo no libera Ach. E1 estimulo del
nervio sigue liberando nuevc transmisor aunque se inhiba la contrac-

¢idn por bloqueo de los canales de sodio con curare.

c. La inyeccidon de Ach en la arteria del misculo pro-
voca una contraccidn espasmédica tanto en el misculo estriado normal
como en el desnervado. Dicha contraccién toma la modalidad de un té-
tanos asincronico corto y los registros eléctricos muestran que los

impulsos musculares se jnician a nivel de las placas motoras.

d, Al aplicar sustancias que inhiben la acetilcolines
terasa {por ejemplo neostigmina) el potencial dnico del misculo y las
sacudidas simples de ta fibra (en respuesta a un impulso nervioso dni
co) se transforman en un tren de pulsos y en una contraccién tetdni-
ca. Cuando se impide la descarga de impulsos, la inhibicién de la co
linesterasa se traduce por prolongacion de la respuesta local a un im

pulso nervioso Gnico.
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2.9. Acople Excitacibfn-Contraccibn

Cuando el potencial de acci6n del misculo se desplaza
a lo largo de la fibra, se modifica casi de inmediato el mecanismo
contrdctil de ésta, fenbmeno que se manifiesta por el acortamiento o
el aumento de la tensidn, Se desconoce la relacién que puede existir
entre el potencial de accibn y la contraccidén muscular, o sea el aco-
plamiento excitacidn-contraccibn. Sin embargo, hay datos para consi-
derar que la contraccion no es iniciada por corrientes eléctricas en
el interior de la fibra, ni por difusion de alguna sustancia liberada
en la superficie de 1a membrana (proceso que seria demasiado lento),

sino que mds bien obedece al cambio de potencial de membrana,
No puede ser eléctrica porque:

a). E1 espacio entre las caras externas del tgbulo T
y de la cisterna terminal es de 120 A, o sea mayor que la compatible

con uniones cerradas permeables a jones monovalentes,

b). E1 drea de superficie del RS es mucho mayor que
1a del tdbulo 7,.de modo que el RS, ain al recibir 1a carga total del
tabulo T, 1a superficie no alcanzaria a despolarizarse para propagar

el potencial de accidn.

c). Llas determinaciones de la capacidad de la membra-
na muscular arrojan vel.res casi compatibles con la suposicidn del:ue
toda esta capacidad es debida al sarcolema y a las paredes del tibulo
T, en el entendimiento de que la capacidad por unidad de superficie

es la misma en todas las superficies.



Un dato fundamental fue obtenido a) estimular fibras
aisladas de anfibio medfante pequefias pipetas (de dos micras de did-
metro) en distintas porciones de la fibra®"., Se observd que existe
una despolarizacion moderada (de 20 a 40 mV) a nivel de Ta 1fnea Z,
1a cual provoca una contraccidn localizada de las dos medias sarcdme-
ras situadas a ambos lados de la misma. Cuando 1a pipeta se colocaba
entre dos Yineas Z, no se producia contraccidn localizada. Esta ob-
servacion hizo que se pensara que la Vinea Z es un canal o un sistema
de canales que transportan el liquido extracelular a1 centro de la fi

bra muscular3*,

La diferencia de potencial eléctrico a uno y otro lado
de la pared del hipotético canal Z puede ser la misma que a uno y
otro lado de la membrana de la fibra. Los cambios de potencial eléc-
trico a nivel de Ta membrana de la fibra muscular deben iy seguidos
por cambios correspondientes a nivel de la membrana de los canales Z
y el intervalo depende del didmetro, de 1a Tongitud de estos canales

y de la capacidad de 1a membrana que los Timita*".

También la despolarizacidn del RS, sea eléctrica o qui
mica, puede liberar Ca++. Los gradientes de concentracion de Na+,
K+. C1™ a través de las paredes del RS son probablemente similares a
los que existen a través del sarcolema. Se ha comprobado que las pa-
redes del RS son permeables a estos iones monovalentes y por tanto de
be haber una diferencia de potencial de reposo a través de esta pa-

red, con la posibilidad de que aqui se generen potenciales de accidn

propagados. Se concluye entonces que alin se desconoce 21 mecanismo
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por el cual la despolarizacidn de la pared del tdbulo T produce la
liberacién de Ca'™ a partir del RS®s**, Sin embargo, mediante auto-
rradiografias utilizando ca*t radiactivo en misculos en reposo se

ha demostrado que este i6n se encuentra principalmente en la regién

de las cisternas terminales y posiblemente en la pared de esas estruc-
turas!®*s**, No se sabe como pasa el ca*™* de 1as cisternas terminales
a la ‘troponina, pero se postula que ello ocurre por difusidn aunque
este mecanismo seria demasiado lento y ofreceria demasiada dispersién
para explicar el ascenso rdpide que ocurre en la tension del estado

activo.

2.10, E1 Misculo Esquelético Desnervado

E1 efecto de una deficiencia en la inervacion motora
del misculo estriado ha sido de interés primario en la patologia huma-
na, ya que 1a destruccidn de las motoneuronas o la lesidn de los ner-
vios periféricos producen alteraciones en la estructura, la funcidn,
Ta transmisibn neuromuscular, la mecénica y bioquimica del miscu-
10°s5%, Es bien conocido que la diferenciacion de las fibras mus-
culares esqueléticas estd regulada por las inervaciones motoras en el
masculo y la evidencia macroscopica mds notable después de la desner-
vacibn, es la pérdida de peso del misculo, la cual estd directamente

relacionada con la atrofia muscular.



2.10.1. Cambios Estructurales, Como ya se mencion6, la eviden
cia macroscpica mis notable después de la desnervacifn es la pérdida
de peso, aproximadamente una tercera parte la primera semana, 1a mi-

tad en 1a segunda semana y cinco veces en la cuarta semanas, E1 dij
metro de 1a fibra disminuye debido a 1a pérdida de filamentos contréc
tiles y a la eventual desaparicién de algunas miofibrillas, razén por
Ya cual se produce un rearreglo en todo el mdsculo, acomoddndose las

miofibrillas de manera irregular.

Los espacios airededor de las miofibrillas son irregu-
lares y existe reduccin en el niimero de miofibrillas debido a la
fragmentacibn de &stas, aunque pueden encontrarse en formas onduladas
con filamentos rotos en todas partes del mioplasma. Aparecen altera-
ciones en la 1fnea Z, se modifica su posicién y 1lega a ser inclina-
da, 2lcanzando algunas veces la banda H. Se observan algunas estruc-
truas filamentosas, propagindose irregularmente en todo el sarcoplas-

ma mis comunmente lega a ser débil o desaparece®!’’",

En el sarcolema empiezan a aparecer ondulaciones foca-
Tes, en algunas fibras el sarcolema no se distingue o desaparece y en
otras puede aparecer fragmentado debido a hendiduras o indentacio-
nes!**¥_ Una de las diferencias mis notables, con respecto a las fi
bras normales, es la que relaciona la proporcibn relativa de los ele-
mentos sarcotubulares y los componentes miofibrilares. La abundancia
del RS en misculos desnervados es evidente en la seccifn transversal
y longitudinal de la fibra, extendiéndose hasta los campos miofibrila

res, particularmente a nivel de la banda I para finalmente romperse
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en el interiori?,13,18,25

Las triadas son muy numerosas y las bifurcaciones de
los tibulos T se observan frecuentemente con forma de pentadas o es-
tructuras mis complejas'®. Aunque las triadas corren longitudinalmen-
te en Tos misculos desnervados se les encuentra muchas veces con

orientacidn transversal hacia l1a banda A-I1%»2%,

E1 sistema T se extiende formando mallas complejas,
que muestran modelos hexagonales similares a estructuras en forma de
panall®»%€,57  La diferenciacion del sistema sarcotubular se debe
esencialmente a Ta ausencia de influencia neuronal, ya que existe la
formacion de uniones estrechas entre los tibulos T y las cisternag
del RS. En general, el sistema sarcotubular muestra como caracteris-
ticas anormales: hipertrofia del RS (se forman cisternas muy alarga-
das) y del sistema T (por la formacién de redes tubulares irregula-
res). La hipertrofia del RS se explica debida a el incremento de

+ X . -
Ca ~ almacenado por las cisternas terminales del misculo desnervado,

En todos los casos, las fibras muestran grandes dreas
que contienen algo de glucdgeno, algunas mitocondrias y remanentes de
RS, particularmente en la periferia. Estos remanentes forman vesicu-
las que contienen: fragmentos de fibrillas, lisosimas, mitocondrias,
granulos densos y fragmentos de membrana atrofiados. Las vesiculas
dan la apariencia de un RS compartamentalizado®®. Con la desnervacidn
el tejido conectivo incrementa observdndose un marcado aumento en la
concentracidn de hidroxiprolina, particularmente en el misculo sb-

leo*®, Finalmente, podemos resumir que la atrofia por desnervacidn
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va acompafiada de:

a, Pérdida de filamentos en la periferia.
b. Proliferacidn o vesiculacidn del RS.
¢. Cambios nucleares.

d, Sarcolema plegadizo.

e. Disminucin en tamafio y niinero de mitocondrias.

2.10.2, Cambios Bioquimicos. Desde el punto de vista bioquimi
co el EDL y e) s6leo normales, poseen diferencias en cuanto a su com-
posicién enzimitica. Mientras que el EDL normal estd compuesto por
fibras con alta actividad glucolitica, el sdleo posee un metabolismo
oxidativo mds desarrollado, Después de la desnervacifn, la actividad
metabdlica de los misculos mencionados disminuye progresivamente en
algunas fibras musculares, mientras que en otras no existen cambios o
su actividad se ve considerablemente aumentada. En la desnervacidon
1a actividad enzimdtica disminuye en las fibras del EDL y aparece

sin cambios en el sGleo®?,

La concentracidn subsarcolemal de enzimas es mayor en
las fibras con metabolismo oxidativo, que en las que poseen metabolis
mo glicolitico. Después de 1a primera semana de desnervacidn, la ac-
tividad enzimdtica de las miofibrillas disminuye y comienza a ser mis
discontinua, pero en algunas regiones persiste la alta actividad enzi

mitica dentro de las fibras?1*22,

Después de la desnervacifn, la actividad enzimitica al

rededor del aparato subneural, asfi como en el subsarcolema disminuye
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muy rdpidamente. Por otro lado, la actividad de la estearasa en el
aparato subneural, disminuye muy lentamente, encontréndose indicios

después de ocho dias de desnervacidn®2.

2.10.3, Modificaciones en 12 Transmisidn Neuromuscular, La
seccién del nervio motor que inerva al misculo estriado produce pard
1isis y la pérdida completa de las contracciones voluntarias o refle-
Jas. La estimulacidon del cabo distal del nervio seccionado todavia
conserva durante muchas horas la propiedad de evocar contracciones
del misculo. El primer cambio que se advierte consiste en la falla
de la transmisidn neuromuscular, fendémeno que al parecer se produce
sibitamente en la placa motora. Es muy probable que este cambio se
deba por entero a la supresidn del transmisor 1iberado normalmente
por las terminales presindpticas, pues en esta etapa todavia no se mo
difica la sensibilidad de 1a placa motora a la Ach. Hay que hacer no
tar que, aunque los poteﬁciales de reposo y de accién (estos Gltimos
producidos por estimulos eléctricos directos) de la fibra desnervada
sean normales, las propiedades de la membrana se han modificado de
suerte que la corriente minima necesaria para excitar la fibra es me-
nor, lo que explica el ligero aumento de la excitabilidad eléctrica.
del misculo estriado desnervado. El misculo desnervado generalmente
aumenta su sensibilidad a Ta Ach, la que aparece una o dos semanas
después de la desnervacién y la sensibilidad puede aumentar hasta 100

veces"™,

Después de la desnervacién, la regién de la fibra mus-

cular sensible a Ta Ach se extiende gradualmente sobre la superficie



de la célula y unas semanas después de la desnervacibn, toda la super
ficie de 1a célula presenta sensibilidad a la Ach semejante a la que
presentaba 1a placa con inervacidn normal®. La aplicacibn de Ach en
todas las regiones provoc6 despolarizaciones cuya amplitud y evolu-
¢ibn temporal son similares a Tas que se encuentran en la placa moto-
ra del misculo inervado, La extensidon de la sensibilidad a 1a Ach en
toda la superficie celular, permite que dicha substancia despolarice
la-totalidad de la fibra muscular, produciendo asi la contractura pro
longada sucitada por la Ach que se observa en el misculo desnervado
de mamifero®***, E1 aumento de la zona quimiosensible de una fibra
muscular después de }a desnervacidn puede explicarse por : 1) la dise
minacidn de las moléculas receptoras a Ta Ach desde la placa motora,
0 2) en caso de que estas moléculas se encuentran sobre toda la mem-
brana del mdsculo, por la pérdida de alguna sustancia protectora nor-
maimente presente en toda la superficie celular, salvo en la propia
placa motora. E1 misculo desnervado muestra movimientos espontdneos
muy ligeros y habitualmente el temblor es tan ligero, que la iinica ma
nera de percibirlo consiste en observar con Tuz reflejada la superfi-

cie expuesta del misculo.

2.10.4, Cambios en las Propiedades Mecdnicas. Las propiedades
eléctricas y contrictiles del misculo esquelético también dependen
del tipo de inervacién que reciben, asi como de su propia organiza-
cidn estructural, Como se vid en las secciones anteriores, las fi-
bras desnervadas sufren graves alteraciones estructurales, To cual co

mo es de esperarse, repercutird en sus caracteristicas funcionales.
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Una de las primeras manifestaciones que aparecen en el
misculo esquelético desnervado, es una actividad fibrilatoria bastan-
te manifiesta, Esta actividad se ha relacionado con una actividad re
petitivé presente en este tipo de fibras, lo que coincide con la fase
de relajacién simple, Desde las primeras observaciones en misculo de
mamifero se mostrd que despuds de la desnervacidn las contracciones
se hacen mis lentas. £l tiempo para alcanzar la mdxima tensifn desa-
rrollada por el miscule en una sacudida simple (tiempo al pico), au-
menta tanto en los misculos considerados répidos, como en los lentos,

sin embargo, permanecen las diferencias entre los misculos?°**2,

Los cambios en las proteinas contrictiles son tales,
que se ha sugerido que a esto se debe la reduccifin en ta velocidad
de acortamiento isotdnico presente en esos misculos, lo cual también
podria ser la causa del aumento en el tiempo el pico de una sacudida

simple*?,

Por otro lado, aumenta el potencial de accifn y dismi-
nuye su amplitud, La tensibn tetdnica decae progresivamente con 2]
tiempo de desnervacifn y se ha observado que para obtener una fusidn
tetdnica aparente es necesario estimlar al mﬁ;cuio desnervado con

frecuencias mayores que las utilizadas en misculo normal?®,
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2.10,5, Par&metros Elé&ctricos. En la rata, los cambios en Tas
propiedades eléctricas de la membrana aparecentempranamente y se mani
fiestanpor la caida en el potencial de reposo de las fibras muscula-
res, siendo acompafiada por cambios aparentes en la resistencia, los
cuales To hacen mds tardiamente®*®*, Por otro lado, se ha propuesto
que pueden ocurrir alteraciones en la concentracion de K’ con To cual
se podria explicar la despolarizacidn de la membrana*. Sin embargo,
no se han encontrado alteraciones en las concentraciones internas de
Na, ni de K. Dado que las membranas del EDL (misculo de contraccidn
rdpida) y el séleo {misculo de contraccitn lenta), tienen diferencias
en cuanto a sus propiedades eléctricas y la informacién existente se
encuentra dispersa, se realizd un estudio comparativo con el objetivo
de confrontar algunas de las propiedades de Ta membrana, en estos mis

culos de rata.

Se ha mostrado que después de la desnervacién, las pro

piedades de membrana de ambos misculos cambian marcadamente (tabla

[.a)S shale By LI

La resistencia de entrada (Re) y la constante de tiem-
po () de ambos misculos (EDL y séleo desnervado) aumentan significa-
tivamente®. La o de fibras desnervadas aument§ casi tres veces su va
lor con respecto a el de fibras normales. La resistencia de membrana
(Rm) calculada en 1a unidad de drea de 1a membrana, aumenté casi el
doble en el EDL desnervado con respecto al soleo desnervado®. Por
otro lado, el cambio de 1a Rm fué pequeiio en el séleo desnervado e in

cluso disminuyd con respecto al séleo normal. Asi la capacidad de
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R a R C
T
MUSCOLO m A ! m , " )
MOHM mm mseq Anm ohm/cm UF /cm
EDL
NORMAL 0.40 0.54 1.7 21 559 3.9
SOLEO
HORMAL 0.32 0.56 1.7 24 483 3.5
EDL
DESNERVADO 1.11 0.5 4.4 12 759 5.8
SOLEO
DESNERVADO 0.76 0.4 4.8 12 458 10.8
TABLA Ia. Pardmetros eléctricos regis-
trados en fibras normales y desnervadas
de EDL y sdleo {4).
r A Cc a R C
MueCy Lo n m moJ m
Kohm/cm mm nfF/cm A ohm/cm’| NF/cm
EDL 160 2.10 160 82. 4137 6.20
NORMAL
SOLEO
NORMAL 273 1.35 112 37. 3259 9.76
EDL
DESNERVADO | 297 1.30 67.3 53, 4993 4.0
SOLEOD
DESNERVADO 282 1.47 158 43, 3944 11.30
TABLA Ib. Parfmetros eléctricos registrados

en fibras normales v desnervadas de EDL y

s6leo, en experimentos de movimiento de car-

aga (12).,




membrana (Cm) incrementa mds en el soleo desnervado que en el EDL des
nervado, a pesar de que ambos misculos tienen idénticas constantes de
tiempo. Los cambios observados en las propiedades eléctricas aparen-
temente reflejan cambios estructurales en la membrana celular, dado
que es muy improbable que la resistencia del mioplasma tenga cambios

tan marcados®.

Por otro lado, las propiedades eléctricas fueron regis
tradas durante experimentos sobre movimiento de carga y algunas pro-
piedades eléctricas fueron registradas®, Las mediciones fueron
hechas en la solucifn para registrar movimiento de carga, para que
las conductancias del Na', K’y C1 fueran reducidas; obteniéndose asi
que los valores para 1a Ro y Rm en fibras normales, fueron mis altas
en comparacibn con los valores registrados para fibras en soluciones
externas normales®., Los valores promedio se enlistan en la tabla I.

b.

Los efectos mds significativos de la desnervacidn se
observan en el difimetro (a) calculado y en la capacidad especifica de
membrana de las fibras (Cm). Los otros pardmetros como son la cons-
tante de espacio (A}, la resistencia (rm), la capacidad de membrana
por centimetro de fibra (cp) y la resistencia total de membrana (Rm)
no fueron alterados, Normalmente la capacidad de membrana (Cm) de i
bras con didmetro pequefio es menor que el de las fibras de didmetro
grande (siempre que la fracci6n del sistema T, la geometria de los
tbulos T y de la superficie sean constantes), porque en fibras peque

fias 1a contribucitn de 1a membrana del sistema T es relativamente pe~
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quefia'?. Por tanto, es sorprendente observar que existe un incremen-
to en la capacidad de membrana de las fibras desnervadas, siendo que
el diametro de la fibra ostd disminuido., Esto podria ser explicable,
si observamos que existe un aumento en la fraccién del sistema sarco-
tubular, La Cm es similar a aquellas que son descritas para solucio-
nes con concentraciones de C17 bajas®®, pero son significativamente
mds altas que las obtenidas en soluciones de Krebs con concentraciones

normales de 1™ (tabla Ia).

En fibras de mamifero esta diferencia de valores aumen-
ta por el hecho de que concentraciones altas de C17, el valor del tdbu

10 T es bajo'®.

2.11. Propiedades Eléctricas Lineales

La utilizacién de las propiedades eléctricas lineales
ha sido de gran ayuda para describir la funcién de los sistemas mem-
branales que intervienen en el proceso de excitacion del misculo es-
quelético. E! uso de modu]ds eléctricos vy su ajuste con Ta estructu-
ra muscular nos permite conocer mis en detalle, la contribucidn de ca-
da sistema membranal al total de las propiedades eléctrica, asi como
su funcion, En esta parte, nos referimos a 1a descripcidn de los mo-
delos eléctricos propusstos para cl misculo esquelético de rana, pero
aplicables al misculo esquelético de mamifero (principalmente de ra-

ta) y a describir los pardmetros utilizados.
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2.11.1. Teoria de Cable para el Misculo Estriado. E1 sistema
fisico constituido por un niicleo de material conductor, recubierto
por una capa de resistencia relativamente alta y ambos sumergidos en
un medio conductor, presenta propiedades de cable o sea, que todo des
plazamiento de potencial a través de la capa superficial, en cual-
quier punto de cable, da lugar a otro desplazamiento'hacia las regio-
nes vecinas de dicha capa®. La teorja de cable unidimensional puede
aplicarse a la membrana cilindrica rodeada de fluido intracelular y
de drea transversal constante. A fin de simplificar el andlisis mate
mitico se hacen algunas suposiciones, que si bien son arbitrarias, pa
recen apegarse bastante a 1a realidad como para no incurrir en graves
errores de interpretacién, Las resistencias, tanto del axoplasma co-
mo del 1iquido extracelular, se consideran isotrépicas y constantes,
si bien no necesariamente iguales, También se supone que la impedan-
cia del fluido intracelular estd representada por una resistencia
ohmica y que los gradientes de voltaje no axial son despreciables?®®
(figura 2.9). Los principales supuestos y definiciones utilizadas en

la derivacifn de las ecuaciones de cable son:

a. La cBlula estd representada por un cilindre circu-

lar infinito,

b. Dentro del cilindro (citoplasma) la resistencia

e¥ctrica es relativamente alta.

c. La cubierta del cilindro (membrana) tiene resisten

cia eléctrica relativamente alta.
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Fig. 3.9 Circuito eléctrico equivalente
de una célula. La resistencia y la capa-
cidad de la membrana estan representadas
en forma unitaria, por conveniencia; en
realidad se encuentran distribuidas uni-
formemente a lo largo de la céluladd



d. La resistencia eléctrica de la regibn exterior del

cilindro (espacio extracelular) es relativamente baja.

e. En la superficie el potencial es radiaimente simé-

trico.

f. Los potenciales interno y externo son independien-

tes de la distancia radial.

g. El'potencial electroténico puede superponerse 1i-

nealmente con el potencial de reposo.

Estas suposiciones nos permiten deducir las propieda-
des eléctricas lineales (y algunas veces 1as no 1ineales) como son:
ta resistencia{ryp)y la capacitancia de 1a membrana celular{cyp)a par-

tir de mediciones éxperimentales de corriente y potenciales. Ya se

- bha demostrado que la membrana se comporta electricamente como si fue-

ra un condensador con fugas, 0 sea como una capacidad conectada en pa
ralelo con una resistencia pura. La corriente total a través de la
membrana (Im) serd la suma de la corriente a través de la resisten-
cia, mis el desplazamiento de corriente a través de la capacidad (ver
figura 2.9). Asi:

av

m
Im= L+ 1= Vo/Ry + Cn - o @)

dénde:

Vm = potencial electrotbnico a través de la membrana
{voltios).
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Rp = resistencia de la membrana por unidad de area -

del cilindro (ohm/cr).

Cp = capacidad de 1a membrana por unidad de &rea

del cilindro (faradios/cd).
In = corriente total radial de 1a membrana (amp}.

En el estado estacionario dVm/dt = 0. Combiene ahora

definir dos nuevas variables:

Tt Cpean(2)

A= Ta/Ti + Yo +.u(3)

dbnde:

¢y = Capacidad de 1a membrana superficial en la uni-

dad de longitud {F/cm).

rm = Resistencia de la membrana superficial en la uni

dad de longitud {ohm/cm).

Constante de tiempo de la membrana.

Bl
u

>
i

Constante de espacio de la membrana.

Resistencia externa de la membrana en la unidad

"

Yo
de longitud (ohm/cm).
rj = Resistencia interna de Ta membrana en la unidad
de longitud (chm/cm).
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Notese que la constante de tiempo de la membrana ()
" depende solo de los pardmetros de la propia membrara, en tanto que la
constante de espacio (A) comprende no sélo la resistencia de la mem-

brana, sino también Yas resistencias interna y externa.

Si suponemos que las fibras musculares tienen propieda
des de cable unidimensional, que se extienden indefinidamente en am-
bas direcciones y que sus impedancias internas, dentro y fuera, son
lineales e independientes de 1a coordenada final.‘entonces en la impe
dancia Z, la proporcidn de V con respecto a lo, donde o es la co-
rriente AC aplicada en un punto dado de 1a fibra y V es el potencial

resultante AC en la distancia X, estd dada por la ecuacion:
1= 207 ...@

La impedancia de entrada Zoby 1a constante de propaga-

cibn estdn dadas por:

(zisav)t ... 6)
(ZiY)%... 6)

Zo

|

Y

donde zi es la impedancia interna de la fibra y Y es la admitancia
dentro y fuera, ambas por unidad de longitud de la fibra. Z,, Z, z4
¥ v son funciones de la frecuencial®’5%, La impedancia de una capa-
cidad es muy dependiente de 1a frecuencia, dado que la capacidad pa-
ra pasar corriente estd determinada por el cambio proporcional de vol
taje, el ﬁual es mayor a altas frecuencias que a bajas frecuencias.
§i la frecuencia angular(j,), la reactancia de la capacidad esta dada

por:



L

dénde:

J = Indica que la magnitud de la reactancia es grafi-

cada en 90, j es ¥-1.

Cp = Capacidad de Ya membrana por unidad de &rea (ohm/

cm?).

Si suponemos que Rm y Cm estén en paralelo, la impedan

cia total Z estd dada por:

1 1 1 1
ety C 6
I Ry X
0:

IS

(1+jwcm)
dénde:

Rm = Resistencia de l1a membrana por unidad de drea
(ohm/cm?). La ecuacidn (9) no da las coordenadas de Z, dado que no
es de 1a forma X + JY {en esta forma X es la parte real y Y es la par

te imaginaria). Podemos separar 1a parte real y la imaginaria para

obtener:
L LRI 1)
l+mz'r;] 1+m21§l



Asi, la parte imaginaria siempre es negativa. De
hecho en el resultado final asumimos que la reactancia es puramente
capacitativa (reactancia inductiva de valores positivos para la parte

imaginaria),

2.11.2. Modelo Acumulado, El modelo acumu]ad6 del sistema T
ha tenido particular atencibn debido a su sencillezl®'23*29:%3, Ep
este modelo el sistema tubular estd representado como una serie de re
sistores con un capacitor (figura 2.10). Es decir, se supone que ia
resistencia del sistema T est& localizada en un solo lugar, mds proba
blemente en 1a boca de los tiibulos y esta resistencia se supone estd

en serie con la capacitancia total de todas las membranas tubulares.

En este modelo podemos notar que hay ausencia de un
elemento del circuito para representar 1a resistencia de la solucifn
en el lumen de los tibulos. El1 modelo acumuiado nos dice que no hay
gradientes radiales de potencial dentro del sistema tubular, lo cual
esta en desacuerdo con la interpretacidn 1ineal!’2*, Si los pardme-
tros del c¢ircuito no son normalizados, aumentan las dificultades para
calcular 1a impedancia, ya que pequefios cambios en algunos de los pa-
rdmetros tienen efectos complicados en toda la curva y a bajas fre~

cuencias.

Los parémetros normalizados son:

-
n

es la resistencia de 1a membrana (DC).

(]
1"

m = s la capacitancia de 1a membrana superficial.

Cyw = €s la capacitancia de la pared tubular,
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Fig. 249, Circuito equivalente del modelo acumulado, donde:
¢m €s la capacidad de la membrana superficial; rp es la re-
sistencia de la membrana superficial; ra es la resistencia

de acceso; ¢y es la capacitancia de la membrana tubular; C.T.

son las cisternas terminales; y STT es sistema tubular trans-
verso.l?

£

LT
. q
/ c
STT C.T.

Fig. 2.11 .Circuito equivalente del modelo hfbrido, dunde:
Ims¢ €m, Far Cwy STT y C.T., son descritos en el modelo acu=-
mulado; rp es la resistencia lumlngb del tiibulo vy ry es la
resistencia de la membrana tubular.



¢ = es la capacitancia total de la membrana superficial

y de 1a membrana del sistema tubular.

cec = es el cociente de la capacitancia del sistema tubu-

lar con respecto a la capacitancia ¢, cec = Cyfc.

un

rer = es el cociente de la resistencia en la boca de los

tibulos con respecto a la resistencia DC, rer = ra/r.

Usando las variables de la tabla II, podemos definir la

admitancia como:

1
YT= —-——-._1— cn.----t--(],)
ra - J oCw
dénde:
e VT
w = Frecuencia angular en hertz.
Y = Admitancia total.
2.11.3. Modelo Hibrido. En este modelo se introduce la resis-

tancia de los tdbulos y la resistencia de acceso"®’*?, ya que tienen
un efecto significativo en las propiedades eléctricas de las fibras
musculares. Referimos este modelo como hibrido para no juzgar de an-
temano 1a localizacidn fisica de las resistencias de acceso. Para

describir tal modelo usamos las variables dimensionales:

rm = Resistencia DC de la membrana superficial, igual

R*m/2ma.

gw = Conductancia DC de la membrana tubular, igual a



Gwra2,

cw = Capacitancia total en 1a membrana tubular, igual
a CymaZ.

cm = Capacitancia de la membrana superficial, igqual a
CHp2na.

ry = Resistencia de acceso, igual a R*a/2ma.

r, = Resistencia radial del lumen de los tibulos, y
es definida como I/BnEL; para bajas frecuencias el comportamiento del
modelo hibrido con una resistencia radial total r,, es similar al com
portamiento a bajas frecuencias del modelo acumulado con resistencia

radial rg =1y

Todas 1as variables son en la unidad de longitud de la

fibra muscular. Las variables normalizadas son:

¢ = ¢y + ¢y que es la capacitancia total de Ta membra-
na tubular y la superficial.

Cw/c

r=[/rp+ 1/(ra + rp + 1/ gw)]'1 que es aproximada-

n

cec

mente igual la resistencia DC para el flujo de corriente fuera de la

fibra muscular.

i

rer = (r, +ry)/r.

awg = r/gy

rare = ra/{(rg + rL).

La ecuacidn que describe la admitancia del sistema T

esencialmente reemplaza las resistencias de la membrana, con la co-

48



rrespondiente impedancia de membrana e interpretando el resuitado co-
mo una cantidad compleja“®, con la impedancia definida por la trans-

formada de Laplace:

o4 Ip(Ta) .. (12
Y T nm a

donde:

T = Funcibn de propagacién de frecuencia.

Io(z), 1 (z) = Funciones modificadas de Bessel.

2.11.4, Modelo Distribuido, Este modelo es usado tentativamen
te para describir el sistema T como una membrana en forma de disco

con una resistencia interior (figura 2.12). Aqui solamente existe re
sistencia al flujo de corriente radial en el lumen de los tdbulos?’

19955260, £1 modelo distribuido es un caso especial del modelo hibri
do, ya que la variable rare es 1levada a cero. Todas las demds varia
bles utilizadas en el modelo hibrido, tanto normalizadas como dimen-

sionales, son las mismas.
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Fig. 2.12.Circuito equivalente del modelo distribuido,

en dondeevizodas las variables son descritas en el modelo
hibrido.
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Superficie Dimensioned
Propiedades | Estructura ] de un ci- | Longitud Volumen variables
Etéctricas de la Tindro de la de la para el
Fibra ideal Fibra Fibra ajuste

Capacitanci

pese 12 Fcu(F/em?) | cnlF/en®)| TulFrem) | TulFren®) | cec

Tubular (muchas ve-

ces Ce}

Conductancia )

Mer(rjxgr;ﬁa Gw(mho/cm?) [G*w({mho/ci?) [gw(mho/cm) |{Gw(mho/cm?) fug

Tubular
Resisgencia —_— R*1.{ohm/cm?)] ri,(ohm/cm) R} (ohm/cm) rer
Conductancia = I

Luminal GL(mho/cm) _— GL(mho/cm)

Tubular
Resistencia {Ra(chm/cm?} [R*a(ohm/cm?)| ra(ohm/cm)] —~— rare

de (
Muchas ve- (Muchas ve-

Acceso oo Re) ces re)
Resistencia {Rm(ohm/cm?) {R*m{ohm/cm?] rm(ohm/cm) — l-rer
6 Capacitan
;::r?]bggn;a Gm(mho/cm?) | G*m({mho/cm? gm{mho/cm) — —
Superficial
Capacitancia

oz 12 | en(Frem?) Jomn(Frent) | em(F/em) — 1-cec
Superficial
ﬁif,‘s“‘”‘ Ri(ohm/cm) —_— ri (ohm/cm}| Ri (ohm/cm} —
Sarcopléds-
mica

TABLA LI, Variables ordenadas del ajuste de
mode los.

Las varia?
volGmen de la fibra

les son referidas al
, al cilindro ideall?,,

y la relacidén de estas variables, ambas en
la unidad de la longitud del msculo®0,
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los sistemas membranales son necesarios para la fun-
¢ibn muscular, ya que por ellos se propaga la actividad eléctrica que
provoca la Tiberacibn de Ca++ del RS, que a su vez inicia la activi-
dad mecdnica muscular, La influencia que ejerce el nervio motor so-
bre las propiedades del misculo al que inerva, han sido estudiadas de
manera particular por gran niimero de investigadores desde hace tiem-
po. La desnervacibn del misculo esquelético (seccifn del nervio mo-
tor) trae como consecuencia una serie de cambios estructurales, asi
como en sus propiedades mecdnicas, eléctricas, bioquimicas y farmaco-
16gicas, ignordndose 1a razdén por la cual se provocan‘estas alteracio
nes, aunque existen varias hipGtesis que tratan de explicarlo, Debi-
do a la naturaleza de los cambios producidos, el estudio y la solu-
cibn del problema ha requerido de la accibn coordinada de investigado

res de diversas disciplinas.

En este trabajo se estudia el efecto de la desnerva-
cibn sodbre las propiedades elé&ctricas lineales del misculo esqueléti-
co de mamifero (extensor digitorum longus y séleo). Estas propieda-
des nos dan informacidn acerca de los cambios estructurales y funcio-
nales ocurridos en el misculo ademds de la contribucidn relfativa de
cada uno de Yos sistemas membranales al total de las propiedades
eléctricas, 1o cual es importante para el proceso de excitacibn-con-
traccibn del misculo esquelético. E1 estudio de las propiedades
eléctricas lineales ha sido tema de investigacibn en afios atrds.

Sin embargo, 1os m8todos utilizados no permitieron distinguir la con-
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tribucifn de cada uno de los sistemas membranales al total de las pro
piedades eléctricas, ya que las técnicas no fueron las indicadas para

estos propbsitos.,

Por este motivo, se decidié medir las propiedades eléc
tricas lineales de las fibras musculares desnervadas usando el método
de la impedancia, en un rango de 0.2 a 10000 hertz de frecuencia, el
cual nos permite separar la contribucién de los diferentes sistemas
membranales, La informacifn obtenida es importante para expiicar las
propiedades fisioldgicas del misculo desnervado, 1o cual puede ser de
utilidad clinica, tanto desde el punto de vista terapéutico (rehabilj

tacidn), como de diagndstico.

4. HIPOTESIS

Aplicando corriente sinusoidal a fibras musculares des
nervadas de rata a través del método de la impedancia se demuestra la
contribucidn relativa de cada uno de los sistemas membranales al to-
tal de las propiedades eléctricas lineales, asi como el circuito equi

valente que mejor ajusta con los pardmetros eléctricos lineales,

5. OBJETIVOS

a)., Estudiar mediante el método de 1a impedancia las
propiedades eléctricas pasivas de fibras musculares desnervadas (EDL

y s6leo) de rata,

b). Ajustar Tos pardmetros eléctricos lineales, con

tos modelos eléctricos: Acumulado, Hibrido y Distribuido, propuestos
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para fibras normales de rata,

6.1.

6.2.

PARTE EXPERIMENTAL

Equipo

a.

b.

Deteﬁtor sensitivo de fase 9412 a Ortec Brokdeal.
Detector de nivel de voltaje CIEA-IPN,
Oscilador Krohn-Hite 4025AR,

Osciloscopio 5103N.

Ampl{ficador diferencial 5A20N.

Base dual de tiempo 5B12N.

Amplificador de trazo dual S5A18N.

Registrador Gould-Brush 220.

Impresor Anadex.

Microscopio 6ptico Leitz, Wetzlar.

Objetivos de X10, X40, y X40 inmersidn en agua.
Micromanipuladores Leitz.

Aparato vertical de pipetas 700C, David Kopf
Instruments.

Camara de misculo aislado.

Soluciones

a,
b.
c.

d.

Soluci6n Madre Ringer Krebs Henseleit Normal,
Solucibn Ringer Krebs Henseleit Normal,
Solucidn de Tetrodotoxina (TTX).

Solucién Ringer Krebs Henseleit Normal con TTX.



Reactivo Peso (g71) mM/1
NaCl 69.264 1184.0
KC1 1.1175§ 150.0
CaCl2 3.8227 260.0
Mgso, 2,9579 120.0
KH2P04 2.9940 220,0

a2, Solucién Madre Ringer Krebs Henseleit Normal.

55

Reactivg NaCl KC1 CaCl, | MgSO,| KH,PO,| NaHCO,|Dextros{
-Peso g/l 6.9264] 0.1117 0.3822 0,2957) 0.2994] 2.0918; 1,8016
mM/1 0.1184 0.0015] 0.0026( 0.0012| 0.0022) 0.0249| 0.01
b. Solucidén Ringer Krebs Henseleit Normal.
Reactivo | NaCl KC1 CaCl, MgSO4 KHZPO4 NaHCQ.{Dextros TTX
Peso (g/l){ 6.9264{0,1117 | 0.3822| 0.2957| 0.2994| 2.0918[ 1.8016/0.00]
mM/1 0.1184;0.0015| 0.0026) 0.0012] 0.0022; 0.0249] 0.0} 3, 1E-7

d. Solucién Ringer Krebs

Henseleit Normal con TTX.
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6.3. Preparacion de Microelectrodos

La prenaracidn de microelectrodos es una de las partes
fundamentales para obtener un registro adecuado de los parametros
eléctricos lineales. Para que tienda a la linearidad, la especifica-
cibn mds importante que deben cumplir los microelectrodos, es tener

una resistencia entre 15 y 30 megohms??.

Para su elaboracidn se utilizé un aparato de pipetas
verticales. Los microelectrodos preparados con estas especificacio-
nes fueron lavados con metanol filtrado, {(con filtros Millipore) por
medio de vacio y despus de 1lenados con metanol, fueron puestos en
agua tridestilada por 30 minutos, para que por capilaridad se elimina
se el metanol. Posteriormente, fueron colocados en soluciones de clo
ruro de potasio 2.5M y citrato de potasio 2.0M respectivamente y se
les dej6 en las soluciones por espacio de 24 horas, para que por capi
laridad se desp]azara el agua existente y se Tlenasen con las solucio

nes respectivas.

Luego fueron sacados de las soluciones y se lavaron
por el exterior con agua tridestilada. Con el objetc de evitar que
las sales precipiten y tapen los microelectrodos, estos fueron puestos
en vasos con agua tridestilada para mantener un ambiente hiimedo, de tal
manera que el agua no tocase la punta de los mismos. Los micro-
electrodos de cloruro de potasio se utilizaron para registrar
el voitaje y se les mantuvo en refrigeracién. Los microelectrodos de
citrato de potasio sirvieron para aplicar corriente y se pintaron con

una suspensidn de piata preparada con metilisobutilcetona, de tal ma-



nera que, existiera un espacio en la punta de 100 micras sin pintar y
un espacio en la parte superior también sin pintar para que fuera in-
troducido el soporte. Los efectos tdoxicos de Ta pintura.se evitaron

cubriendo la punta con una capa de barniz (Q-Dopa).

6.4, Método de la [mpedancia

La medici6n de 1a respuesta celular a un estimulo sinu
soidal en un amplio rango de frecuencia, requiere de atencién y cuida
do paré evitar que la sinusoide se contamine con ruido. En muchos ca
s0s, 1a proporcidn entre el ruido y la sefial registrada, es de 3 a 1
(el ruido fue registrado alrededor de 800 V rms, en la amplitud de

banda de 100 Hz, aunque la sefial comienza a registrarse a 1mV rms).

Las medidas de la impedancia se realizaron en un osci-
loscopio 5103N, donde Tas placas verticales del osciloscopio fueron
conectadas a una sinusoide y las horizontales a la otra*®’®%. No se
utilizaron las figuras de Lissajous obtenidas dado que la introduc-
cidn de un error sistemdtico hace que la exactitud de 1os resultados

sea pobre!?,

La amplitud y 1a fase fueron medidas usando un prin-
cipio basado en 1a idea de 1a deteccidn sincrénica (muchas veces 1la-
mado deteccibn sensitiva de fase), usado para registrar sefiales con
gran cantidad de ruido3®, Los detectores sensitivos de fase usan una
sefial de referencia para conectar la sefial de ruido®®*59°6¢%  La si-
nusoide resultante se aplicd a un integrador, siendo la respuesta del

detector de fase, idealmente VL cos &, donde LVl es 1a amplitud de
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1a sefial de entrada y 6 la diferencia entre 1a sefial obtenida y 1a de
referencia. En un detector, el componente en fase de la sefal (tam-
bién 1lamada parte real) esencialmente es independiente del ruido.

En suma, para determinar tanto el &ngulo como la magnitud se utilizd
el componente fuera de fase de la sefial (también 1lamado la cuadratu-
ra o la parte imaginaria), Para ello se cambid la fase de referencia
a 90°, Por lo tanto, el detector de fase midid la parte imaginaria
de 1a sefal (IVI sen §). Asi, los detectores de fase midieron direc-
tamente las partes real e imaginaria de la sefial®3*%® vy se calculd

la amplitud y el dngulo de fase.

Estas dos sefiales de referencia fueron aplicadas a dos
detectores de fase, cada uno de los cuales recibif la misma sefial de
entrada y asi los dos componentes de la sefal fueron medidos simultd-
neamente. Las salidas de los dos detectores de fase fueron leidas en
un voltimetro digital e impresas. Con este dispositivo aumenta la
exactitud de los detectores sensitivos de fase en presencia y ausen-

cia de ruido.

6.5. Procedimiento

6.5.1. Desnervacibn, La desnervacion se 1levé a cabo en 28
ratas Wistar macho con peso de entre 190 y 220 gramos. Se les anes-
tesio aplicdndoles una inyeccién intraperitoneal de pentobarbital sé-
dico (0.0945g/1 Kg de peso), procediendo posteriormente a desinfectar
el drea de trabajo con Benzal al 10%, A la rata anestesiada se le
hizo una incisién profunda de 1 cm en la regidn coxo-femoral (a la al

tura de la cabeza del femur) hasta que se localizd el nervio ciatico.




Una vez localizado se Te extrajo con unas pinzas para ser anudado en
tos extremos y se le secciond con tijeras de microcirugfa. Posterior
mente se suturd la incisidn, se desinfecto la herida con benzal al

10% y se le dejé un espacio de 10 dias de recuperacion.

6.5.2, Diseccifn, Se anestesid una rata desnervada con pento
barbital sbdico (0.0945a/1 Kg de peso) intraperitonealmente y se colg
¢b en la tabla de diseccién. E} misculo EDL se disec colocando 1a

rata en la posicin de decubito ventral y el misculo sdleo en decibi-

to dorsal.

lLocalizado el misculo {el EDL o el soleo}, se amarrd
por la parte inferior del tenddn, sin tocar el miisculo y se procedid
a disecarlo, sin estirar o picar la parte interna del misculo con el
instrumental, para no lesionarlo. La diseccidn fue hecha bajo micros

copio.

Una vez disecado el misculo, se le colocd en una cdma-
ra con solucidn de Krebs Normal y TTX previamente oxigenada, teniendo
cuidado que el Krebs-TTX cubriera todo el misculo® Dentro de la mis-
‘ma cdmara el miscula se amarrd del tenddn superior para posteriormen-
te sujetario por los extremos procurando que la parte interna del mis
culo quedase hacia el exterior de la cidmara. Con pinzas y tijeras de
diseccidn para microcirugia y observando a través del microscopio, se
elimind el tejido conectivo de la parte interna del misculo, sin to-
car las fibras y se elimin6 tejido muscular de 1a parte externa del

misculo para observar nitidamente las fibras.

* La TT{ se utilizd para bloquear los canales rdpidos
de Na
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6.5.3. Registro.

E1 midsculo desnervado se colocd en una cdmara de teji-
do aislado (perfundido con Ringer-TTX), sujet&ndolo de los extremos,
quedando la parte interna del miscula hacia el exterior de Ta cimara.
La temperatura a la cual se trabajé durante el registro fue de 22°C.
El misculo se estird con los tornillos micrométricos de la camara de
tejido aislado, hasta que el espacio sarcomérico fue de 2.5 micras.
Para medir el espacio sarcomérico se utilizd el objetivo de x40 inmer
sifn en agua y una escala micrométrica de 100 unidades. La distancia
existente entre cada division es de 1.93 micras, vista con el objeti-
vo de x40 inmersi6n en agua, de tal forma que para que exista una dis
tancia entre sarcimera y sarcdmera de 2.5 micras, deben encontrarse

10 sarcbmeras en 13 divisiones de la escala.

Ya determinado el espacio sarcomérico, se colocaron
los microelectrodos; el de corriente conectado al oscilador y el de
voltaje al amplificador de entrada y oscilosccpio para registrar las
diferencias de potencial (figura 6.1.). Al microelectrodo de voltaje
(11eno con cloruro de potasio 2.5M) se le determind la resistencia,
la cual fue de 30 megohms y después se verificé el acople {fuga de co-
rriente) del microelectrodo de corriente (1leno con citrato de pota-
sio 2M y pintado con plata). La resistencia del microelectrodo de
voitaje se determind como sigue: la punta del microelectrodo de vol-
taje se introdujo en el baiio de Ta solucién y se aplicd un pulso de
95 mV; el voltaje que se registré fue transformado a megohms por me-

dio de una tabla de equivalencias.
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Fig. 6.1. Se muestra el aparato experimental. El osciloscopio
tiene dos salidas, una de las cuales sirve como entrada del
microelectrodo de corriente y ambas se utilizan como sefales de
referencia de los detectores de fase. La corriente fluye a tra
vés de las paredes de los microelectrodos y la resistencia del
bafio de la solucidn produce potenciales extracelulares signifi-
cativos, incluyéndose la resistencia efectiva del bafio de la so
lucidn en el circuito, Las propiedades eléctricas lineales de
la fibra son respresentadas por la impedancia 2 {juw).

El arreglo del baifio de los electrddos tiene una impedancia des-
preciable a bajas y altas frecuencias. El acople de la capaci-
tancia es medida por abajo de 2X10-!7F y también es desprecia-
ble. Nosotros usamos el circuito B, porque tiene una desvia-
cifn de fase minima para un valor dado de C;. Los detectores
sensitivos de fase miden directamente la parte real e imagina-
ria del voltaje de salida (Vout), del amplificador operacional
de corriente y del de voltaje de salida del osciloscopio, per-
miten mediciones de Ry. La inyeccidn de potencial de la bate-
ria calibrada, permiten medir el Rv. Los valores de Ri, Rv,

Ry ysgobs nos permiten calcular Zobs & fobs v asi 2 es determi
hada. ’



La medida del acople se 1levd a cabo introduciendo la
punta del microelectrfdo de corriente en el bafio de la solucidn (cer-
ca de la fibra en la cual se llevdé el registro) y la punta del micro-
electrédo de voltaje fuera de la solucidn, al nivel de ésta. Se apli
¢6 un voltaje mdximo de 0.9 volts y se observd que no existiera regis

tro de voltaje, es decir, que no se presentase fuga de corriente,

Una vez determinada la resistencia del microelectrddo
de voltaje y el acople del microelectrodo de corriente, se comprobd
que no existieran corrientes directas OC debido a falsos contactos o
a tierras mal colocadas. El potencial de reposo de la fibra muscular
se obtuvo introduciendo el microelectrodo de voltaje en la fibra,
aplicando un pulso de 95 mV y midiendo el desplazamiento de 1a paji-
11a a partir de la 1inea basal y se multiplicd la distancia por 1a ga
nancia del aparato en la cual se midid. Posteriormente se introdujo
el microelectrodo de corriente a una distancia de 40 micras, contando
a partir de la punta del microelectrddo de voltaje. Para que existie
ra propagacion de corriente en sentido longitudina) y radial, las pun
tas de Tos microelectrodos se colocaron en el centro de la fibra mus-
cular con el micromanipulador, procurando que el manejo no fuese brus
co. De esta manera se evit6 gue 1os microelectrodos una vez dentro

de 1a célula, se salieran o mis adn que la punta se rompiera.

Los registros de la impedancia fggron hechos en el si-
guiente rango de frecuencias: 0.2, 0.3, 0.5, 0.7, 1, 2, 3, 5, 7, 10,
15, 22, 32, 46, 68, 10, 100, 127, 215, 316, 464, 681, 10, 1000, 1270,
‘ 2150, 3160, 4640, 6810, 10000 y 10 hertz. (Figura 6.2.).
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Al final del registro se midi6 la resistencia del mi-
croelectrodo de corriente dentro de la fibra muscular, por la aplica-
cibn de un pulso de 95 mV y midiendo el desplazamiento de la pajilla
a partir de su 1inea basal. Para medir la resistencia del microelec-
trodo de voltaje &ste fue sacado de la fibra muscular, permaneciendo
dentro de la solucidn y dejando el microelectrodo de corriente dentvn
de la fibra muscular. De la misma forma que en el paso anterior, se
aplicd un pulso de 95 mV y se midid el desplazamiento de la pajilla.
Con el microelectrodo de voltaje fuera de la célula y el de corriente
dentro de 1a misma, se determinaron los potenciales extracelulares en
el siquiente rango de frecuencias: 100, 127, 215, 316, 464, 681,
1000, 1270, 2150, 3160, 4640, 6810, 10000 hertz.

Finalmente se determinaron las propiedades DC de la fi
bra muscular a 40, 500, 1000 y 1500 micras de distancia entre punta y
punta de los microelectrodos y a 1 hertz de frecuencia. Se desplazé
el microelectrodo de voltaje con el micromanipulador y el microelec-
trodo de corriente se mantuvo en el Tugar donde inicalmente fue intro
ducido. Las mediciones entre la corriente sinusoidal aplicada y el
potencial registrado a través del microelectrodo de voltaje fueron
procesadas en una computadora Digital POP 11/34, Se disefiaron progra
mas especificos para obtener los pardmetros DC, el ajuste de modelos
(Acumulado, Hibrido y Distribuido) y las grificas correspondientes
del &ngulo de fase y magnitud de 1a impedancia contra el logaritmo de

la frecuencia.
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6.6. Ajuste de Datos

Las propiedades eléctricas pasivas de las fibras muscu
lares fueron obtenidas ajustande los datos de impedancia registrados
experimentalmente, con los modelos de circuitos equivalentes descri-
tos anteriormente, Los resultados del ajuste dependen de los datos
registrados experimentalmente en todas las frecuencias®®, enfatizando
en Tos datos centrales, Tos cuales usualmente son los mds exactas.
Con el ajuste de datos encontramos medidas estadisticamente definidas
tal como la desviacidn estdndar de los pardmetros estimados del cir-

cuito. Las ventajas obtenidas con el ajuste de datos fueron:

a. Proporcionan informacidn acerca del coeficiente de
correlacidn entre los pardmetros del circuito, para poder definir si
dos pardmetros del circuito estdn estrechamente correlacionados y no

pueden ser evaluados independientemente®®,

b. Es posible obtener el mejor ajuste, manteniendo

constante algunas variables®®.

¢. E1 procedimiente no utilizd mucho tiempe en 1a com

putadora, dado que algunas veces es necesario hacer un gran nimero de

ajustes en el andlisis de los resultados experimentaless?®,

Se uso el método de ajuste de curvas, derivado y anali
zado para la determinacidn de estructuras moleculares a partir de da-
tos cristalogrificos. Se definieron las siguientes variables, ya que

otros autores utilizan diferentes notaciones:
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# (wi) Es el &ngulo de fase experimentalmente observa
do, siendo w la frecuencia angular. E1 subindice i =1, 2, 3,....M,

d6nde M es la frecuencia en la que el dato fue registrado.

8 (wi, Bj) Es el dngulo de fase tedrico predicho en
la frecuencia angular wq para los valores de los pardmetros (aj) del
circuito. Cada gj es un pardmetro diferente y j = 1, 2, 3,....N, dbn
de N es el ndmero de pardmetros independientes del circuito, cuyos va

lores queremos determinar.

EV procedimiento para determinar los mejores valores
de los pardmetros del circuito y su varianza, dependid de la distri-
bucidn de los datos experimentales. Se siguif el procedimiento reco-
mendado para datos con distribucidn Gaussiana, observando que los va-
lores miniminizardn el error cuadrado medic, entre los dngulos de fa-
se tedricamente predichos y los experimentalmente observados®®, La

funcidn minimizada es:
M
v z WiFi% (pi, 8i)
i=1

donde los pesos Wi, son definidos y discutidos abajo, ¥
Fi (91, 61) = Pi(ui) - 8(uls 8y)

Se usé el algoritmo Levenberg-Marquardt, implementado
por Brown porque fue conveniente y eficiente®®, La selecci6n de los
" pesos (los cuales son nimeros positivos entre cero y uno) dependié de

cada situacibn. Se ajustaron los datos de una fibra muscular, propo-
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niendo el peso en la unidad, aunque a veces se seleccionaron valores

bajos de peso para puntos contaminados por error sistemdtico.

La desviacibn estdndar de los pardmetros (la raiz cua-

drada de la varianza) se computd con la siguiente férmula:

T
VarJ=Z S
dFi ) 2
)

i=1 M
(M-N) Z wi \@8J,
i=1

donde el valor de las derivadas, fue estimado en base a sus diferen-
tes aproximaciones finitas®®, La desviacién estdndar de cada paréme-
tro fue vista, como el reciproco de 1a derivada de Ta curva tegrica,
con respecto a los parimetros. Asf, si la curva cambia sfgnificativg .
mente de forma, por cambios en el valor de los pardmetros, la deriva-
da es grande y el error estdndar del pardmetro es pequefio. Si la cur
va no cambja significativamente de forma, por cambios en el pardme-

tro (por ejemplo si el pardmetro fuera gwy del modelo hibride), l1a de
rivada seria pequefia y 1a desviacidn estdndar seria alta. Durante el
ajuste. se realizd 1a prueba R de Hami]toﬁc(una prueba parecida a la

F del andlisis de varianza), con:

i

e? - z WiFi?

i=1 _M

Zwi Pi

i=1

Asi, un valor de R = 0.01 implica que el ajuste tebri-

co y experimental estd dentro del 1% de significancia. Si uno de los



modelos tiene pardmetros mejor ajustables que el otro, se podria ajus
tar mejor si l1a diferencia entre los modelos es significativa. ET va
lor de R toma en cuenta el nimero de pardmetros ajustables en el mode
1o usado, para generar las curvas tedricas. La distribuéién de R ha
sido estudiada y se tienen tablas, que permiten determinar entre los
valores de R y asi saber cuando dos curvas tedricas son significati-
vamente diferentes. Estos son los caminos para evaluar estadistica-
mente la significancia del valor de un pardmetro. Esta prueba tiene
1a ventaja de que los valores de todos los otros pardmetros (no cons-

tantes) sean libres y tomen sus mejores valores en el ajuste.
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7. RESULTADOS

La figura 7.la nos muestra la relacidn existente entre
el dngulo de fase y 1a frecuencia, y la figura 7.1b 1a relacifn entre
1a magnitud de 1a impedancia y la frecuencia en fibras normmales del
EDL de rata y las figuras 7.1c y 7.1d relacionan los pardmetros antes
mencionados en fibras normales de sdleo; en donde las X represen-
tan los datos experimentales obtenidos directamente de las mediciones
y los @ los datos corregidos, es decir, aquellos obtenidos a partir
de 1a correccidn de los datos experimentales, menos los valores de po
tenciales extracelulares y el efecto de "cargado" de los aparatos

(loading).

Las figuras 7.2a y 7.2c muestran los &ngulos de fase
obtenidos a partir de lTos datos registrados experimentalmente en fi-
bras musculares desnervadas con una concentracitn de TTX de 3.1 X

1077

M, tanto de EDL como de soleo y las figuras 7.2b y 7.2d la magni
tud de la impedancia de EDL y soleo respectivamente, ambas a diferen-
tes frecuencias. Observamos en las figuras 7.2a y 7.2c que a bajas
frecuencias (0.2-0.7) generalmente se presenta inversidn de signo en
la mayor parte de las fibras desnervadas de EDL {22) y del séleo
(25}, Ain cuando no se 1legara a observar esta inversién en el &ngu-
1o de fase, en las figuras 7.2b y 7.2d observamos que la magnitud de

Ta impedancia va aumentando conforme se aumenta la frecuencia (a ba-

Jjas frecuencias).

La inversidn del dngulo de fase a bajas frecuencias

(0.2 - 0.7 Hz), nos levs a realizar el ajuste de modelos en el rango
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de frecuencias de 1.0 - 10000 hertz, como muestran las figuras 7.3a y
7.3b para el EDL desnervado y 7.3c y 7.3d, para el séleo desnervado
debido a que 1os programas no contempian el comportamiento no lineal

que presenta la membrana en estas frecuencias.

Por otro lado, se determinaron las propiedades eléctri
cas lineales en fibras desnervadas de EDL (n=5), aumentando la concen
tracibn de TTX 500%, para tener una concentracién de 1.5 X 10'4 My
asi verificar si la inversi6n del dngulo de fase a bajas frecuencias,
era debido a 1a presencia de un componente inductivo. Los resultados
se muestran en la tabla III. Las figuras 7.4a y 7.4b muestran el &n-
gulo de fase y la magnitud de la impedancia obtenidas con esta concen
tracion, observdndose que no existe inversidn de signo a bajas fre-

cuencias.

Postefiormente se obtuvieron los pardmetros DC del EDL
y del sdleo desnervados en 1a unidad de 1a Tongitud (tabla IV). EIl
niimero total de fibras sujetas a experimentacién fue de 22 y 25, para
EDL y soleo respectivamente, con una concentracidn de TTX de 3.1x10”7
My 5 fibras desnervadas de EDL con una concentracion de TTX de 1.5
X10'4. Los resultados de misculo desnervade (EDL y soleo) fueron com
parados con los resultados obtenidos para misculo normal (EDL y so-

Teo) por Mendiola y Valdiosera (datos no publicados).
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7.1. Potencial de Reposo {-Vm}

Despuds de la desnervacitn el efecto inicial que se
presenta es la disminuciSn del potencial de reposo, en fibras de am-
bos misculos (tabla IV), E1 Vm del EDL normal es -84.23 + B.46 mV
(n=24) y del EDL desnervado es de -68.30 ¢ 7.49 mV {n=22), existiendo
una diferencia estadisticamente significativa (p < 0.01). Por otro
Yado el Vm del soleo normal es de 84,23 + 8.46 mV (n=24) y del soleo
desnervado es -64.50 + 8.36 mV (n=25), existiendo también diferencia
significativa. Los valores de Ym del EDL y del soleo desnervados no
presentan diferencias significativas entre si, al igual que el valor
-4

de ¥m del EDL desnervado con concentracion de 1.5 X 10 ° M de TTX que

es de -55 ¢ 9.3 m¥ (n=5).

La disminucién del Vm fue de 15y 16 mV en o1 EDL y
soleo desnervado, con respecto a los valores obtenidos para misculos

normales.

7.2, " Resistencia de Entrada {Ro}

La Ro obtenida sufre cambios significativos con respec
to a Tos valores normales. Asi, tenemos que la Ro del EDL normal es
de 44.0 + 16.08 ohms (n=24) y del EDL desnervado es de 67.61 = 17,76
ohms {n=22), siendo la diferencia significativa {p<0.01}, al igual
que la Ro del soleo normal 48.85 + 17.74 ohms (n=16) con respecto a

1a del soleo desnervado, que es de 114.15 + 31.39 ohms (n=25).

Comparativamente, 1a Ro del EDL y del soleo desnervado
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también presenta diferencias significativas existiendo un aumento de
casi el doble en l1a Ro del soleo con respecto al EDL desnervado (Ta-

bla 1v).

7.3 Resistencia de Membrana (Rm)

ia Rm también presenta alteraciones en'sus valores,
siendo para el EDL normal de 561.43 + 249.88 ohm/cm?® (n=24), y para
el EDL desnervado de 912,03 + 396.23 ohm/cm® (n=22) lo que es estadis
ticamente significativo (p < 0.01). Lo mismo ocurre entre 1a Rm del
séleo normal  617.68 & 325.76 ohm/cm® (n=16) y la del sdleo desnerva
do 1414.0 + 256.64 ohm/cm® (n=25), que presenta un aumento de mds del

doble con respecto a la Rm del soleo normal {Tabla IV}.

Las diferencias de Rm entre el EDL y séleo desnervados
también son significativas, aumentando la Rm en el soleo desnervado
casi la mitad con respecto al valor de Rm del EDL desnervado., La Rm
de? EDL desnervado con 1.5 X 10”% M de TTX es de 950.72 + 284.31 ohm/
cm? (n=5), no existiendo diferencia significativa con respecto al va-
lor del EDL desnervado con 3.1 X 10'7 M de TTX (Tabla III).

7.4. Constante de Espacio (1) y Didmetro (a)

La A del EDL normal es de 0.560 £ 0,155 mm (n=24)y del
EOL desnervado de 0.689 + 0.194 mm (n=22), no existiendo diferencia
estadisticamente significativa con respecto al valor del EDL normal.
Ocurre To mismo entre el sdleo normal que tiene una A de 0,622

0.615 mm {n=16) y el soleo desnervado con 0.752 & 0.126 mm {n=25} co-
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mo se observa en 1a Tabla IV. Entre el EDL y séleo desnervado, tampo
co existen diferencias significativas. Por otro lado, el didmetro
del EDL y s@leo desnervados dismiauye con respecto a los valores de
misculos normales. £1 didmetro del EDL normal es de 18.89 + 4.90 um
(n=24) y del EDL desnervado de 17.24 x 6.49 um (n=22), lo cual no es
significative, no ocurriendo 10 mismo con el séleo normal que tiene
un didmetro de 18.98 + 4.47 um (n=16) y el soleo desnervado con 12.83
+ 2.37 um {n=25), Yo cual si es significativo {Tabla IV). Entre el
FNL v el sdleo desnervado, existe también diferencia significativa

{p < 0.01), existiendo una mayor disminucién en el dismetro del soleo
(5 micras), con respecto al EDL desnervado y de casi 6 micras con res
pecto a) soleo nommal, La disminucidn del vadio dei EDL con 1.5 X
107" M de TTX es de 17.24 + 6.49 um (n=5), no existiendo diferencia
significativa con respecto al EDL normal y al EOL desnervado con 3.1

X 1077 M de TTX (Tabla I1I).

7.5. Capacidad Total de la Membrana (Cot)

Las tablas Vv, VI y VII muestran que la ctot' derivada
de la suma de la capacidad de la membrana superficial, mds las de
los sistemas membranales internos, aparece disminuida en 10s miscu-
Tos desnervados en todos Tos modelos con respecto a los normaies. La
Ctot del EDL normal en el modelo acumulado es de 5,19 + 1.50 ywF/cm?
(n=20) y dd EDL desnervado de 2.93 + 0.950 uF/cm? (n=20); en el mode-
To hibrido es de 6,14 = 1.12 yF/em? (n=17) para el EDL normal y para
el EDL desnervado de 3.40 + 0.90 uF/cm? (n=20); y en el modelo distri
bufdo el EDL normal tiene una C, . de 5.81 + 1.40 uF/em® (n=16) y pa-
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ra el EDL desnervadb de 3.33 + 0,95 uF/cne (n=20), existiendo una dis-
minucidn de casi Ta mitad en el modelo distribuido y mis de Ja mitad
en Tos modelos restantes, 1o cual es significative (p < 0.01). Lo mis
mo ocurre en el s6leo desnervado con respecto al sdleo normal, siendo
la Ctot para el sileo normai en el modelo acumulado de 4.99 + 2.23 \F/
e (n=12) y para el sé]eo desnervade de 2.37 » 0.435 uF/em (n=23),
la Cipy del s6leo normal en el modelo hibrido es de 6.33 + 3.68 ,F/cm
(n=14) y para el séleo desnervado de 2.62 ; 0.630 ,F/em? (n=21), y la
Ciot de sOTleo normal en el modelo distribuido es de 6.47 + 3.84 yF/cme
(n=13) y para el s§1eo desnervado de 2,53 + 0,610 ,F/cm?, cbservdndose
que en el modelo hibrido la Ctot disminuye a mds de la mitad en el sg-

Teo desnervado, con respecto al s6leo normal y en los modelos restan-

tes la disminucidn es la mitad con respecto al valor normal.

La Ctot del EDL desnervado en cada modelo no presenta
diferencias significativas, al igual que la Ctot del sbleo desnervado.
Comparativamente el EDL y sbleo desnervados no presentan diferencias
estadisticamente significativas en sus valores de ctot en cada modelo

ajustado.

4

La Cype del EDL desnervado con 1.5 X 107" M de TTX en

el modelo acumulado es de 3.29 + 1.0 ;_JF/cm2 {n=3); en el modelo hibri-

do de 3.55 + 1.0 yF/cm? (n=4) y en el modelo distribuido de 3.52
1 yF/cm2 (n=5), no existiendo diferencia significativa con respecto

al EDL desnervado con 3.5 X 10'7

M de TTX, pero si con el EDL normal
(p < 0.01), siendo las diferencias similares a las referidas para el

EDL desnervado con 3.5 X 10”4 M de TTX.
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La contribucién relativa de la capacidad de 1a pared
tubular real (Cw) aparece disminuida de manera significativa en el so
leo desnervado con respecto al soleo normal, .principalmente. Asi, te
nemos que la Cw del EDL normal en el modelo acumulado es 1.23 + 0.430
uF/cm? (n=16) y para el EDL desnervado es de 0.813 + 0.447 uF/cm?
(n=20); en el modelo hibrido 1a Cw del EDL normal es 4.05 + 1.25 uF/
cm® (n=17) y para el EDL desnervado de 2.26 + 1.0 yF/cm? (n=20) y fi-
nalmente para el modelo distribuido l1a Cw del EDL normal es 3.96 +
1.13 yF/cm? (n=16) y para el EDL desnervado de 2.43 + 1.15 yF/cm?
(n=20), no existiendo diferencias significativas, excepto )a Cw del
EDL desnervado en el modelo hibrido que disminuyd a casi la mitad con
respecto al EOL nommal. Por otro lado, la Cw del séleo normal en el
modelo acumulado es de 4,77 + 4.09 uF/em? (n=12) y del sdleo desner-
vado es de 0.550 + 0,214 ,F/em? (n=23); la Cw del soleo normal en el
modelo hibrido es de 8.59 + 7.784 uF/cm? (n=14) y del soleo desnervado
de 4.20 + 1.78 yF/cm? (nf21) y ‘finalmente la Cw del sdleo normal en
el modelo distribuido es de 9.22 + 8.36 uF/cm? (n=13) y para el séleo
desnervado de 4,09 + 1.85 pF/cm2 (n=25), siendo significativa la dife
rencia del sdleo desnervado con respecto al normal (p < 0.01). La
disminucidn de 1a Cw en el séleo desnervado fue de mds de 1a mitad en
el modelo acumulado y distribuido y 1a mitad en el modelo hibrido con

respecto al sbleo normal (Tablas Vv, VI y VII).

La Cw del EDL desnervado disminuye a casi la mitad en
el modelo distribufido e hibrido con respecto al sdleo desnervado To
cual es significativo y aparece con un ligero aumento en el modelo

acumulado con respecto al séleo desnervado, no siendo significative
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el aumento.

La capacidad de la pared tubular ideal (C*w) también
disminuye en los mdsculos desnervados con respecto a los normales, . .
siendo significativa 1a disminucidn. La C*w del EDL normal en el mo-
delo acumulado es 3.31 + 1.13 pF/cm2 (n=16) y del £DL desnervado es
de 1.78 + 0.818 yF/cm? {n=20); en el modelo hibrido la C*w del EDL
normal es de 5.28 + yF/cm® (n=17) y del EDL desnervado es 2.50 =
0.870 yF/cm? (n=20) y en el modelo distribuido la C*w del EDL normal
es 5,40 + 1.35 yF/cm? (n=16) y del EDL desnervado 2,68 + 1.0 yF/cm?
(n=20), siendo la disminucibn de la C*w de casi la mitad en el EDL
desnervado con respecto al normal. La C*w del séleo normal en el mo-
delo acumulado es 2.47 + 1.53 yF/cm? (n=12) y del soleo desnervado de
1.01 + 0.259 uF/cm? {n=23); para el modelo hibrido 1a C*w del sdéleo
normal es 4.49 + 3.16 uF/cm? (n=14) y del soleo desnervado de 1.61 &
0.450 y para el modelo distribuido 1a C*w del s6lec normal es de 4.75
+ 3,38 yF/em? (n=13) y del séleo desnervado de 1.54 + 0.44 yF/cm?
(n=25), siendo 1a disminucidn de 1a C*w del sdleo desnervado de mds
la mitad con respecto al normal (p < 0.01). La diferencia entre el
EDL y séleo desnervado es signifivativa, disminuyendo la C*w del so-
leo en todos los modelos a casi Ta mitad con respecto al EDL desnerva

do (Tablas Vv, VI y VII).

La tabla VIII, nos muestralos resultados de este traba
Jjo y los resultados obtenidos por otros autores por diferentes méto-

dosaxh)IZ.



84

n a -Vm rm ri Ro Rm
MuscuLo um v emX10® | cmX105 | X10% | . gme
EDL 5 %t 16.709 55.55 91.47 18.43 64.19 950.72
pe} 1.81 9.31 29.27 3.54 13.62 284.31
TablaIIl.a Propledades DC de fibras de
misculo de mamifero.
n T C*m C*w Cw R*m Cror
MUSCULO °C wF/em? }uF/em? | uF/em? | n/em? | (uF/em?)
R 1.27 2.029 0.806 950.72 3.29
EDL 3 22 el 034 | 077 o9 | 284.31] 1.00
Tabla III.b. Modelo Acumulado.
n T C*m C*w Cw Cror
MUSCLLO - o uFrem? {uF/em? | uF/cm? wF/em?
%t 0.926 } 2.725 | 2.003 | 3.5506
€L 4 22 0l 0w |10 |osr |10
Tabla IZX.c Modelo Hibrido.
n T C*m C*w Cw CroT
MUSCULO °C uF/cm? wF/em? | uF/em? uF/cm?
¥ { 0.491 3.0337 2.4841 3.5244
EOL 5 22 o028 |10 0.9107 | 1.0

Tabla I1I.d Modelo Distribuido.

TABLA III. Media (x) y desviacidén estandar
(DE) de las proiedades DC, rardmectros del mo-
delo Acumulado, Hibrido y Distribuido, regis-
tradas en el mdsculo EDL desgervado a una con
centracidén de TTX de 1.5x%10 . Esta concen-
tracifn es 500% mayor a la c;ncentracion nor-
mal de TTX que es de 3.1x10 M.




PROPIEDADES DC DE FIBRAS DE MUSCULO
DESNERVADO DE MAMIFERO

’ g
muscula| N T |-¥m 'm r a RQ Rm PN
o
C mV ohm-cnx18| ohm-cmx18 wm nhmxlo4 ohm/cm2 mm
hed d gy~ 4 ) *
ext. nor,| 21 X 84,23* 18,39 18.53 18,89 44, 00* 561.43 0,560
DE, 8.40 23.27 15.27 4.90 16.08 249,88 0.155
op X 80.83* 56, 9.89* . 85* .68* .
sol. nor.| 1o 20 X 0.83 56.81 16.45 19,89 48.85 617.68 0.622
DE 8.506 1697 10,38 4,47 17.74 325.76 0.615
L X 08.30* 85.80 22,60 17.24 67.6!" 912.03* 0.689
ext. des, .. 22.5 1 7.0 29.47 .ol 6.49 | 17.76 | 396.23 0.194
X * kd 2 * 4 * x
SOL des. 5 22 , 64,50 186.02 36.91 12.83 F14.15 1414, 60 0.752
RE, 8.36 78.13 27.33 2.37 31.39 256,64 0.126
TABLA IV. Media (X) v desviacién estandar (p.e.) de las propiedades DC de

los misculos ENL y sileo, normal vy desnervado.
diferencia existente entre los valores de los midsculos desnervados con res-
pectc a Tos normales, con una sianificancia de n¢ 0.01, en donde n es el ni-
mero de fihras: Vm es el potencial de renoso: ri y rm son las resistencias

interna vy de membrana resnectivamente en la unidad de la lonqitud; a es el dii-

Los asteriscos (4) marcan la

metro de la fibra: Po es la resistencia de entrada: Rm es 1q resistencia de
Ta menbrana por unidad de drea y Aes la constante de espacio.
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MODELO ACUMULADO

. % & *
musculo| n ,T Cn | Cw sz Rm 7 C—to;.
C HF fem? WF/em? | wF/cm ohm/cm” AF /cm
X 1.88 3.31% ) 1.23 §30.95+] 5,19+
ext. nor.| 'S 21
r ps{. 0.470 1.13 0.430 166. 00 1.50
sol. nor,| 12 20 2.52 2.47% 1 4,77+ 719.85+|  4.,99»
ps| _ 0.820 1.53 4.09 262.90 2.23
ext, des. 20 22.5% 1,13 1,78+ 0.813 1055,73+ 2,93
ps{ 0,340 0.818 v 0.447 403,96 0.950
sol. des.| 23 22 X 1.36 1.0+ 0.550+| 1433.23«| 2.37*
ps{  0.293 0.259 | 0.214 251.67 0.435

TABLA ¥, Media (X) y desviacién estandar (p.r) de los pa:
rametros del Modelo Acumulado, en donde los asteriscos (*)
marcan la diferencia entre los mdsculos desnervados (EDL y
s6leo) con respecto a los normales con una significancia de
p<0.01, n es el ndmero de fibras; T es la temperatura;
C*m es la capacidad de 1a membrana ideal; C*w es la capa-
cidad de 1a pared tubular ideal; Cw es la capacidad de la
pared tubular real: R*m resistencia de la membrana ideal y
Ctot es 1a capacidad total de la membrana.
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MODELO HIBRIDO

’ * %

musculo| n T Ch| Cwi Cw Ctog
C #F fen® | wF/cm? #Ffem?® | wF/cm
Z 0.860 5.28¢ 4,05 6. 14w
ext. nor.| 7 2t psl 0,540 1.21 1.25 1.12
g 1,84 4,49 8,50 6,33

14 20
sol. nor, DS 0.890 3,16 7.74 3.68
L. % 0.902 2,50 2. 26% 3,400

20 22.5

ext, des, ps|  0.370 0.870 1.00 0.900
z 1.0 1.61* 4,20 2.62 #

21 22
sol. des, psl  0.280 0.450 1.78 0.630

TABLA VI. Media (X) v desviacién estandar (p.e) de los
pardmetros del Modelo Hibrido, en donde los asteriscos
*) marcan la diferencia entre los misculos desnervados
EDLy s6leo) con respecto a los normales con una sig-
nificancia de p< 0.01, n es el nlmero de fibras; T eos
la temperatura: C*m es la capacidad de la membrana i~
deal; C*w es la capacidad de la nared tubular ideal;
Cw es la capacidad de la pared tubular real y Ctot es
la capacidad total de la membrana.
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MODELO DISTRIBUIDO

’ k3 *
musculoj| n T P
. CrT; (JW CW Ctot
C »Ffem ,'uF/cm2 /*JF/cm2 »JF/cm2
X 0,454 5,40« 3.96% 5.81+
xt. '
ext. nor| 16 21 pd 0,290 [.35 1.13 1.40
X 1.72 4.7 9,22+ .
sol. nor.| 1= 20 l > ) 047
pd  0.730 3.38 8.36 3,84
X 0,648 2. .
ext. des.| 2 22.5. 09 z 43 553
nd 0,340 1.00 1.15 0.950
%
sol. des| 1 ' D.980 1.54% 4.09*% 2.53*
pd 0,350 0,440 1.85 0.610

TABLA VII. Media (%) vy desviacién estandar (p.E) de
los parédmetros del Modelo Pistribuido, en donde los as-
teriscos (*) marcan la diferencia entre los midsculos
desnervadns (EDL y séleo) con respecto a los normales
con una significancia de p<0.0l, n es el nimero de
fibras; T es la temperatura: C*m es 1a capacidad de la
membrana ideal: C*w es la capacidad de la pared tubular
jdeal: Cv es la capacidad de la pared tubular real y
Ctot es la capacidad total de la membrana.
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PROCEDENCIA r r 2 2 R c
DE LOS i 6 m 3 m tot2
DATOS. cmx10° | emx10 mom »m ohm/cm| u F /om
PRESEUTE
22.60 85.88 .68 17.24 912.0| 3.62
TRABAJO 0.6 ?
ALBUSUERFUE y
THEESLEFF (4] 111.0 | ==-=-- 0.50 12.00 759.0(| 5.80
DYLEUNTY (12)] weeeo 297.0 1.30 53,60 4993 4.00
TABLA VITIla. Comparacién de las propiedades
eléctricas lineales, registradas por diferen-
tes autores, incluyendo los resultados obteni-
dos en el presente trabajo para el EDL des-
nervado de rata.
PROCEDENCIA C.
DE LOS ri rm 4 P a Rm ] tot2
DATOS cmx106 cmx10 mm HAm chm/cm | uF /cm
PRESENTE
TRABAJO 36,21 186.0 0.7% 12,83 1414.4 3.31
ALBUQUERQUE Y
THESLEFF (4) 76.0 | «we=-- 0.40 12.0 458.0 10.8
DULEUNTY (12) ———— 282.,0 2,47 43,6 3944 . 11.30

TABLA VIIIb. Comparacidn de las propiedades
eléctricas lineales, registradas por diferentes
autores incluyendo los resultados obtenidos en
el presente trabajo para el sdleo desnervado de
rata. :
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8. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo mues-
tran gue el ajuste de modelas, en general, fue adecuado para todas las
fibras probadas, excepto aquellas que no presentaron un comportamien-

to lineal.

Después de 1a desnervacidn, las propiedades eléctricas
cambian marcadamente en ambos misculos, 1o cual es un reflejo de los
cambios estructurales en 1a membrana celular, dado que es muy impro-

bable que la resistencia del mioplasma cambie de modoe muy acentuado®,

En el axdn gigante de calamar se ha observado que, en
algunos casos el locus de 1a impedancia se encontraba en el medio in-
ductivo del plano que relaciona las partes real e imaginaria®. Los
resultados obtenidos muestran que a bajas frecuencias (0.2 - 0.7 Hz)
el locus de impedancia entra en el plano inductivo. Se sabe de ante-
mano que el efecto inductivo esta directamente retacionade con la con
ductancia del Na' en 1a membrana de la fibra muscular ¥ que en un pe~
quefio raﬁgo de potenciales de reposo de 1a membrana de Ta fibra muscy
Yar la conductancia no es constante®’?®, Asi, en muchas fibras exci-
tables e! incremento en la despolarizacidn es debida a Tas conductan-
cias de Na', motivo por el cual se utilizé TTX para bloquear los cana-

les de este i6n.

Los canales répides de N& fueron blogueados con TTX,
sin embargo, estudios recientes muestran que en el misculo esqueldti-

-+
co desnervado de rata, aparecen canales lentos de Na resistentes a la
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TTXIS*47056  papa apoyar la hipétesis de la aparicién de una nueva
poblacidn de canales de Néﬁ se han analizado curvas dosis-respuesta

en fibras normales y desnervadas de EDL de rata (figura 8.1.).

Por lo general, después de agregar 1 X 10"9 M de TTX, en las fibras
normales se bloquea el 95% de los canales de NJ, mientras que en fi-.
bras desnervadas permanecen sin bloquear mds del 35% de los canales!®,
Esto es debido a la aparicidn de canales lentos de Na resistentes a

1a TTX, de que si reemplazamos el Na“ externo por tetrametilamonio
(TMX) o por una mezcla de Ca++ (50 mM) y sacarosa, los canales son
inactivados*®, Es posible que pudiera ocurrir un retardo en la cinéti
ca, si los canales resistentes a la TTX tuvieran caracteristicas norma
les y fueran localizados preferencialmente en el sistema T. Sin embar
go, estudios realizados muestran que usando el modelo de malla?, la ve
locidad de inactivacidn es mds ripida en el sistema T comparada con la
superficie®®. La aparicibn de canales resistentes a la TTX, debido a
una nueva sintesis o por la modificacidn de los ya existentes, son ge-
neralmente selectivos y dependientes del voltaje. Como podemos obser-
var en la curva dosis-respuesta de la TTX (figura 8.1.), la caida de
Ta curva es muy lenta en el EDL desnervado en comparacion con el EDL
normal y se necesitan altas concentraciones de TTX para alcanzar el
nivel minimo de conductancia, lo cual indica la existencia de una po-
blacifn de canales de Na resistentes a la TTX, que 2 medida que aumen-
ta la concentracién de TTX son blogueados. Lo anterijor podria expli-
car la inversibn de signo observado a bajas frecuencias, ya que en las

-4

curvas de EDL con 3.1 X 107" M de TTX, no se observa la inversidn del

signo en la curva a bajas frecuencias (figura 7.4).
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Fig. 8,1 .a Curva dosis-respuesta de TTX, en fibras
nnrmales de Epri’-
1.0
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Fig. 8.1.b Curva dosis-respuesta de TTX, en fibras
insrervadas de ERL,
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Inicialmente después de la desnervacidn, la densidad
total de canales rapidos de Ns'permanece constante pero posteriorﬁente
aparecen canales lentos de Na' resistentes a la TTX que reemplazan a al
gunos de los canales répidos de Na" sensibles a la TTX?7. Una alterna-
tiva mds para explicar esta inversifn de signo en el_&ngu]o de fase,

es el movimiento de cargas intramembranales que se presenta26:39%,

Una posible expiicaciép a Ta despolarizacidn provocada
por la desnervacién, seria que la contribucién electrogénica al poten-
cial de membrana dependiera de la inervacibén. Otra alternativa seria
que 1a desnervacidn causa alteraciones significativas en la permeabili
dad membranal; en los mamiferos se ha demostrado que la desnervacidn
provoca disminucifn de la conductancia al C1'4. También es posible
que la redistribucidn del K+ interno sea la causante de la disminucidn
del potencial de reposo. Se ha observado que los iones K" son necesa-
rios para la sintesis de proteinas y en Tos estados iniciales de la
desnervacibn, ésta es incrementada al igual que los iones K+3’“2”.No
se puede descartar la aparicién de receptores de la Ach en regiones
fuera de la placa neuromuscular después de la desnervacibn, ya que &s~
ta ocurre casi simultineamente con la disminucidn del potencial de re-

poso, asi como con el aumento de 1a sintesis protéica.

E1 incremento en la resistencia especifica {Rm) podria
: + : . . +
estar relacionado con la disminucién en la conductancia del K ©2Se sa

be que la capacidad total de a membrana (C es proporcional al dig

tot)
metra de 1a fibra*’ y normalmente la Ctot de fibras con didmetro peque

fio (como las desnerVadas) deberia ser menor que las fibras de didmetro
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mayor'*, Esto sucede en las fibras desnervadas, por lo que el sobrede
sarrollo del sistema sarcotubular (Sistema T y RS )*7 no contribuye de
manera significativa a la ctot' Esta conclusidn se basa en que. el

sistema tubular por unidad de drea aumenta en la fibra desnervada, pe-

ro disminuye el volumen de la misma.

Hay que sefialar que en el aumento del sistema sarcotubu
lar no participan de figual manera los sistemas T y RS y que los pard-
metros eléctricos fueron medidos en el sistema T y no en el RS. Por
lo general, las propiedades eléctricas estdn referidas a varias estruc
turas y al drea superficial de una fibra hipbtetica, es decir, con
drea de seccidn circular, sin invaginaciones y sin plegamientos de la
membrana plasmitica. Tomando en consideracién este factor, es facil
suponer que se estd subestimando la cantidad total de la membrana por

unidad de 4rea.

La disminucidn de la ctot y €l aumento de la Rm y de
la Ro, podria indicar que existe disminucidn en el &rea del tdbulo T,
aunque para afirmmarlo es necesario hacer el estudio morfométrico ultra
estructural de fibras desnervadas. Actualmente, se desconocen las al-
teraciones que ocurren en ¢l sistema T de) misculo desnervado, asi ¢o-
mo el flujo ae corriente a 1o largo del tibulo, por lo que es dificil
predecir como el mayor desarrolle del RS y sistema T contribuirin a la
Ctot de la membrana. La discrepancia en los resultados obtenidos por

el método de la impedancia y la de otros autores®’'? podria deberse a:

a). El1 método utilizado para la deteminacidn de los

parametros del circuito equivalente. Los resultades serdn mds homo-
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géneos o heterogéneos dependiendo del método utilizado, ya que cada

método controla variables diferentes,

b). El circuito equivalente seleccionado. Cada circui
to equivalente mantiene constantes diferentes variables, que afectan
directamente a los resultados, ademds de que existen diferentes mode-

los que ajustan mejor que otros, segln el método utilizado.

c). La contribucién de factores no considrados, como
podria ser la conducta no 1ineal, es decir, la aparicion de componen-
tes de tipo inductivo que contaminardn los resultados, como podria ser

nuestro caso.

d}, La longitud de la sarcdmera en los diferentes es-
tudios; es importante que se tome en cuenta este factor, porque existe
una dependencia de los pardmetros del circuito con la longitud de la

sarcdmera’®:,
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9. COMCLUSIONES

1. Los modelos eléctricos propuestos para'determinar
los pardmetros lineales en msculo esquelético de rana, también son
Gtiles para calcular los mismos pardmetros, en miisculo esquelético

desnervado de rata.

%

2. E1 estudio de 1las propiedadesle1éctricas lineales
en misculo esquelético desnervado, debe hacerse tomando en cuenta di-
versos factores, ya que la aparicion de un componente de tipo inducti
vo {no lineal) a bajas frecuenqias puede contaminar los reéultados Y

no facilita el ajuste de modelos eléctricos.

3. El modelo distribuido fue el que mejor ajustd los
datos y en el que se obtuvieron mejores resultados en las propiedades

eléctricas del miisculo.

4. En el misculo desnervado, la disminucion de la capa
cidad total (Ctot)’ aunado al aumento de la resistencia tota] de 1a
membrana (Rm), se debe a la disminucibn del drea de la membrana y del
tdbulo T, aunque es necesario realizar un andlisis morfométrico deta-
1iado, ya que si bien es conocido que el drea del RS aumenta, no nece

sariamente implica tambi&n el aumento del &rea del sistema T.
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10. APENDICE I. DISTRIBUCION DEL POTENCIAL EN EL SISTEMA T

Parte de la qran capacidad eléctrica aue tiene el
misculo es debida a las redes de tdbulos transversos'® Conside-
rando aue la contraccién es activada eléctricamente, es necesa
rio conocer como el sistema T se carga répida'y completamente,

a partir de un cambio sGbito en la diferencia de potencial entre
el sarcoplasma y el fluido externo. Por otro lado, se desarro

£ s . , - 5
1laron andlisis, partiendo de las siguientes supos1c1ones%’ 3

1. Los tdbulos se encuentran abiertos en_1a sunerfi
cie y forman una red reaular del tipo oue se jlustra en la fi-
gura I.1.

2. E1 didmetro de los tdbulos es peauefio en compara

cidn con la malla.

3, La malla es mds peauefia en comparacidn con el
difimetro del misculo.

E1 lumen de los tidbulos tiene una conductividad es-

pecifica GL en mho-cm]'

su membrana una capacitancia y conductan
cia por unidad de drea Cw(F-chiZ) y 6w (mho-c@?) respectivamente.
A partir de estos conceptos bdsicos, se reauiere derivar 3 cong
tantes prdcticas que aparecen en ta ecuacidn de propagacidn de
corriente del sistema 7. Estas constantes son: Cw, Gw, la ca-
pacitancia y conductancia de la membrana tubular por unidad de
volumen de la fibra y &L, aue es la conductividad efectiva ra-

dial del lumen tubular en mho-ch .
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Si p es la fraccidn del volumen total del misculo
ocupado por los tibulos y £ es la relacidn entre el volumen y

Ja superficie tubular, tenemos aue:

Tw = Cwp/E
Gw = Gwp/E
fL = GL oo

donde o es el factor de tortuosidad% ya aue las ramificaciones
del sistema tubular tendrdn un marcado efecto sobre el flujo
radial de Ya corriente. Para el tipo de redes a, b y ¢ de la
figura 1.1, ¢ tiene un valor de 1/2; 1a red d es anisotripica
con o = 1/10 para el flujo de corriente paralelo a las uniones

verticales Ty ¢ = 1/2 para Ja direccidn en dnqulos rectos.

En la luz tubular se permiten gradientes radiales
Qe potencial, mientras;aue en el sarcoplasma no se permiten.
La solucidn del flujo de corriente en sentido;radial se resuel-
ve separadamente de las ecuaciones aue describen el flujo de
corriente en sentido longitudinal. Dado aue el interior de 1ta
tibra es considerado eauipotencial, la corriente radial externa
por unidad de Yongitud es:

-3 = Zﬁrﬁbgg ..... 1

donde u es el desplazamiento de la diferencia de potencial a °
través de la membrana tubular y v es la distancia en sentido
radial. _ Por 1a ley de Ohm tenemos que:

. ~ du 1
R eenal



Si:

la corriente a través de la membrana tubular es:

si:

= _1
&=

iw = dwr + iwc....3

jwr = U/Rw = Tw 20rU....4

iwc

sustituyendo en los valores anteriores

sustituyendo 1a ecuacidn 1 en 6, ya que por l1a ley de Kirchoff:

iw = 29r TwU + 29r Tw du/dt

t#

iw

W= -

%r (21r T du/dr) = 25r (GWl + Cw du/dt)....7

-'-%“- %; (r du/dr) = GwlU + Cw du/dt
2
Bopp 8, Q. s Todw/dt
dr? dr
w8, B gy 4 T du/dt

dr?  r dr

dividiendo entre Tw:

si:

du _ Bw
dr Cw

Cw du/dt = Cw 21r du/dt....5

29r(CwU + Tw du/dt) = dUr/dr....6

L dus Byyquat
r
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Tw/Tw = 1/8w
entonces:

k=LY KA1y gudt... 8
drr rde Ew

En el estado estacionario:

La ecuacibn 10, es una ecuacifn del tipo modificada de Bessel de orden

cero, cuya solucidn es la funcidn de Bessel*.
Si: U=1TJo (r/nt)....11

Relacionando U/Ua tenemos que:

U I (r/at
rY m ceadl2
donde a es el radio de Ja fibra y Ua es el potencial en el punto r=a,

La densidad de corriente en el sistema tubular de la superficie de la fi-

bra se encuentra dada por:
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Ia = G (du/dria....13

si:

u=TIo (r/At)

= L o(r/2t)]
La derivada de lo(x) se denomina I, (x) que es la funcidn modificada de

Bessel de primer orden, cuya solucibn es:

d X x3 x5
Io (x) = I;(x) = 5+2%—+ P
dx [ 224 2%4%

& = 3 @)

Por tanto: Ia = %[Il(a/x:)]....m
Por otro lado, la resistencia total del sistema tubular esta dada por:

=Atto (a/dt) 45

Ua
Rt = ==
Ia G I, (a/At)

si: a/A\t —— 0 por ejemplo cuando Xt > a

y si tomamos: Io

sustituyendo en la ecuacién 15: donde x = a/}t
re = ALLL + (a/at)?/4]
ﬁn[(aéXg) (1 + (a/g\t)z)]

2
Ar= 28T, g 2
a e T



- como: AT = K & = GL/Gw
entonces: Rr = —_2_- + —_a_—
abw 4GL
donde: 2/a Gw = resistencia de la membrana tubular.

resistencia efectiva del fluido tubular.

a/4GL

* Ecuacidn Modificada de Bassel de Orden Cero:

d_21+l gl-y:()
dx?  x dx

n
—
-+
IN
+
+

Solucidn: Io(x) +....+ Funcibn Bessel.

NOTA: Todas las derivadas utilizadas, son parciales y no totales.
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11. APENDICE IT. UNIDADES

Las c8tulas de acuerdo a su forma pueden tener estructuras
geométricas regulares tales como: cilindros, esferas, etc., para facili-
tar el estudio de sus propiedades eléctricas. Las propiedades eléctricas
1fneales de c2lulas cilindricas (fibras musculares y nervicsas), pueden
ser descritas por medio de las ecuaciones para un cable, sin embargo en
esta seccibn unicamente me remitiré a la derivacién de las unidades de los
diferentes pardmetros y no propiamente a las ecuaciones de cable, que han
sido ampliamente analizadas por diversos autores. Este apéndice pretende
cubrir en cierta forma 1o que en la literatura aparece mas o menos disper-
so, mostrando en forma detallada los pasos y las relaciones que conducen
a 1a obtencibn de las diferentes variables involucradas en Jos modelos

eléctricos de las fibras musculares.

La célula se considera como un cable homogeneo de radio
{a) y Yongitud (h), que presenta un interior conductor, separado del me-
dio externo {tambi&n conductor) por una membrana que posee cierta conduc-
tancia y capacidad. Las resistencias del interior, exterior y de la mem-
brana se consideran como dhmicas. La resistencia de un cilindro es pro-

porcional a su longitud, entre el &rea de seccibn:
Rah/A ....1

La constante de proporcionalidad recibe el nombre de resis-

tividad (#) y es una caracteristica de cada material.

R=ph/A ....2
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De manera que la resistencia longitudinal interna (ri) por

unidad de longitud de una fibra serd:
ri = R/M =p/A = Ri/fa® ....3

Ala resistividad'del mioplasma se Ta demota con Ri,

{ o= Ri).

1. Resistencia Transversal de Ta Membrana. La resistencia
transversal de la membrana es proporcional a su espesor (W) entre el

drea de Ta membrana {A):
RaWA....A4

La constante de proporcionalidad, es la resistividad de la

membrana:
R =pW/A =pnt/29ah ....5

donde 1a resistividad de 1a membrana por su espesor se denomina resisten
cia especifica de la membrana (Rm); Ta resistencia transversal de la mem

brana por unidad de longitud serd:
Rh = R*m/21a = rm....b

NOTA: Las variables que aparecen con asterisco (*) son

aquellas que se derivan de un cilindro regular.

La mayoria de los autores no marcan la diferencia entre las
variables derivadas a partir de la suposicion de que la fibra se modela

como un cilindro y aquellas variables que se derivan de 1a estructura
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propta de la fibra; tomando en consideracidn los pardmetros ob-
tenidos del an&lisis ultraestructural de la preparacidn (los
cuales se denotan con la letra maydscula y sin asterisco), ya
que existe falta de informacién cuantitativa de la estructura

muscular,

Las variables referidas al volumen de la fibra (le-
tras mayisculas con barra) y a la estructura particular de ésta,
fueron definidas en el apéndice 12 Tanto la membrana superfi-
cial, como la luz tubular y las membranas de los sistema inter-
nos { RS y sistema T), oresentan una capacidad y una cierta con
ductancia de acuerdo a 1a estructura especifica que presentan
a cada tipo de misculo. Las variables que To describen se re-

lacionan de la siguiente manera:

Gy = Gy po..,......Ec. ¢

G, = G,P/E

it

donde:
p = fraccion del volumen total del miisculo ocupado
por los tdbuloes.
3

]

i

relacidn entre el volumen y la superficie tubular,

factor de tortuosidad.

De la ecuacifn 14 del apéndice I, sabemos que la
resistencia del sistema T es iqual a la suma de la resistencia
de la membrana tubular, mds la resistencia efectiva del fluideo

tubular (propuesta y desarrollada matemiticamente en Ja ec, 19



del apéndice I).
RYr = 2/aw + a/4GL ....19

Yy que por definicidn 1a resistencia efectiva de 1a luz tubular es:
R = 8/4GL ....7

donde GL es la conductividad de 1a Tuz tubular por unidad de volumen de

una fibra "cilindrica".

También por definicidn y de la misma manera que la resis-
tencia especifica de 1a membrana se relaciona a la resistencia de la luz
transmembranal (rm) por unidad de Tongitud, la resistencia de la luz tu-

bular por unidad de Tongitud se define como:
rL = R*L/2¢a ... 8
sustituyendo en la ecuacion 8 el valor de R*L:

rL = «es.9

1
81Gr,

La conductancia de la membrana tubular de una fibra cilin-
drica se define como:

G*w = a Gw/2 ... 10

y 1a conductancia de la pared tubular por unidad de longitud de la fibra

es;

gw = G*w2va ....11
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Por lo que:
gw = Gwra?

La resistencia que se opone al paso de corriente en la en-

trada de Tos tdbulos {resistencia de acceso) es proporcional a:

Ra =p d/f29ah ....13
Rh = ra = Ra*/27a ....14

En un condensador de placas paralelas, la capacidad es pro
porcional al drea de las placas {A) entre la separaci6n de ellas (W).
La constante de proporcionalidad se denomina como constante de pérmiti{i

dad {ec), por 1o que la capacidad se define como:
¢ =eoA/N ....15
La capacida de un cilindro de longitud h serd:
¢ = 29ah eo/W ....16

Se denomina como capacidad especifica de la membrana (Cm)
a la constante de permitividad de 1a membrana, entre su espesor, de mang

ra que:
C = C'm 29ah ....17
y la capacidad de 1a membrana entre su espesor, de manera que:

Cm = C*m 2%a ....18
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Utilizando la definicién de la capacidad para un cilindro
de longitud h (ec. 16) se puede definir la capacidad de 1a membrana tubu-

lar:

¢ = 29ah eo/¥ ,,,,16
y en este caso:

eo/W = C*w .,..18

serd 1a constante de permitividad de la membrana tubular sobre su espesor

y se le denota como C*w:
c/n = Cy = C*w 292 ....19

Todas las variables calculadas anteriormente son condensa-

das en la tabla I] del capitulo 2: Propiedades Eléctricas Lineales.
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12. APENDICE ITI. CIRCUITO EQUIVALENTE DEL APARATOC

ET circuito equivalente del aparato experimental,

se muestra en la figura 117.138,39,60

E1 significado de las unidades utilizadas es el
siguiente:
Rv y Ri = Son las resistencias de los microelectro-

dos de voltaje y corriente respectivamente,

C2 y C3 = Son las capacitancias entre el interior

de los microelectrodos de voltaje, corriente y el bafio,

~R2 Es Ta resistencia eauivalente de la solucidn

en el baflo

c4 Es la capacitancia aue acopla la salida del
oscilador a el microelectrodo de registro de voltaje,

Z = Es 1a impedancia de la fibra.

Zobs = Es 1a impedancia definida por las medidas

con ambos microelectrodos dentro de la célula.
Vs = €5 el voltaje de salida del oscilador.
Eobs = Es el voltaje de salida del amplificador,

Rf = Es l1a resistencia de la red de retroalimenta-

cién del amplificador de entrada,
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A C4 B
" T
Ry Ry
¢
-
Ca- = Ca
T E
z
b
Ey R2

Fig. I1I.1l. Circujito equivalente acumulado del

equipo usado® »* 367

E = Es el potencial intracelular. E1 = £s el potencial extracelular,

Idealmente no existen cz, 03, C4, ni R2 y por tanto

Z-—> Zobs, Por la ley de Ohm, se tiene que:

. _ Vs

Ii= B S |

Iv = %7 vens?
ar=Bbs s
E = liZobs ....4

Sustituyendo (1) en (4) se tiene:

_ Vs
E = RT Zobs ....5
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Sustituyendo (5) en (2):

Iv = Vs, R1VZobs v

Si Iv = -If, entonces:

Vs/Ri Zobs _ _ Eobs 7
v RET et

Despejanda Zobs de (7):

.. =Ri Rv ,(Eobs
ZObS = ‘—v‘s——‘ (-—R—r-) ey 8
Realmente:
- 1f=1]Iv+ 14 + 12 PN
Si:
14 = VsSC4 veeal0

I

p = VsSC,y ... 11

donde S es 1a transformada de Laplace, Sustituyendo entonces {10) y (11)

en (9) se tiene:
-If = -- + Vssc4 + VsSC2 .12
Sustituyendo {12) en (8)
- Rle
Zobs = - [Rv + VsSC, + VsSCz] B &
Resolviendo (13) se tiene:

Z0bs = -Ri Rv SC, +§..m + ELpipy sc

Vs p el



Puesto que el objetivo final es c‘onocer Z y no Zobs, enton-
ces se necesita tomar en cuenta todas las ramas del circuito por donde
puede fluir la corriente, para conoéer su contribucidn y asi poder elimi-
narlas de nuestros datos experimentales. Por lo tanto, para el nodo C se

tiene:

~ Para el nodo D se tiene:

3Tl S R =
5 + Ry + E;-Vs (sc3) + E15C, = 0 ’i"17

Resolviendo (17) se tiene:

E

- 1.1
Vs SCy = - 5 + Ey [7-+ ﬁ; + S (C3+C2)]....18

la. Aproximacion..

Como S(C2+C3)<< 1/Z, entonces:

=-E 1.1
Vs SC3 =-3 +E, [Z + R2].... 19

Multiplicando 1a ec. {19) por[1 + Z/Ri + Z/Rv] se tiene:

[ S P T SN - Y % B LY .
VsSCy (1 + g+ &5 AU - . (URZ WWRZRi'RZ'R_v') -+20
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Si sumamos la ec. (16) con 1a ec. (20) se obtiene:

vs[%ﬁ'" SC3(1+§1 Rv):I E‘(W TR 1 §R1 * R_;W)
2a. Aproximacibn.
Como 1/Ri + 1/Rv << 1/R, entonces:

Vs[hr+ sty L+ Er+ byl 6 (1%.24 ﬂ;7+$mr) 22

Despejando E,/Vs de 1a ec. (22):

= Ry [SCy + TR IR, ).

Si la ec. (16) se multiplica por (1/Z + 1/R2) se obtiene:

Vs ,1 .1 E Z + 27 E -
+z)==[1 ]( --)-—‘-(1+1)....24
LI A LR IR TT g R;)
Si la ec. (19) se divide entre Z, se obtiene:
Vs SC
—_— 3 E L B 1yl
i 7Tty (Z+R2 vevslb

sumando las ecuaciones (23) y (24), se obtiene:

Vs (RZ +1+50,R R2)

Erl
x == {14+
Z Rl R2 z R2 Ri Ry

Despejande E/Vs de la ec. (26), se obtiene:

E o (Rp* 1450 Ri Ry . )
R3 T+Z/RT + I/Rv

.21

.26

o 27
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Sustituyends las ecs. {22Z) y (27) en 1a ec. (14), se obtiene:

Zobs = § Ri Rv ¢, = R2'*S (GRify * CRRY) 4 g2 ¢ ) mopiny ....28
1+ Z/Ri + 2Ry

Como S = juy 3 = ¥-1'0 J2 = 1, entonces:

+ 2+ Ry (CRIFCRY) | yor ¢ g opipy ....29

iips R
Zobs = }ﬁkleC4 + 2 3l Ry
1+ Z/Ri + Z/Rv

Despejando Z de 1a ecuacidn {29}, se cbtiene:

7 = Zobs ~ R, (1 -tuFC3 2RvR1) - Ju [RVR1C4+R2(C Ri+C Rv)]

l!ll3o
Zobs 20bs o jwl
1_(__..,_.+_.__)+RV+R1 (—R2 0302_‘] 4)

3a. Aproximacion.

Si | mﬁ3C2R2—ju£4l<< 1/{Rv + Ri), entonces la ecuacidn

{29) queda como:

2 . 3 A .
7 = LObS - Ry (1 -02 CoC,RVRY) - JR[RVRICFR, (CaRT + C,RV)] 4

1. (ZObS ZObS)
e
Con todas las aproximaciones hechas se introduce un error
de menos del 0.1%, bajo todas las condiciones de interés. Si 1 ~ Zabs
[1/Ri + 1/Rv] = Lf, entonces la ec. (30) queda:
2 . . . .
7= labs - Rz (1 -w C3C2RvR1) - Jw[RthC4 + R2 (C3R1 + CZRV)] .32
Lf
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La ecuacibn (32) requiere medidas y cilculos extensos, si
se utiliza asi, para eliminar los artefactos capacitativos de nuestros
resul tados experimentales. Sin embargo, &ste no es el caso. E1 denomi-
nador de la ecuacibn, denominado Lf, describe la atenuacifn del voltaje
en el interior de la fibra causada por el flujo de corriente a tierra,

a través de los dos microelectrodos, E! artefacto capacitativo es des-
crito por el numerador de 1a ec. {32} y puede ser medido directamente, al
pasar el microelectrodo de voltaje, al interior de la fibra a una posi-
cibn en la proximidad de 1a superficie de é&sta, manteniendose el micro-
electrodo de corriente en el interior de la fibra. Puesto que las resis-
tencias de los microelectrodos son independientes de la frecuencia, enton

ces se puede definir una impedancia extracelular por:

tobs = - (RIRv/R1) (Vobs A" Yo... 33

tout)’ "3 (out)
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