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Resumen
Los filamentos gruesos de ciertos muasculos se activan por fosforilacion de las Cadenas
Ligeras Regulatorias (CLR) de miosina, explicado en base al Motivo de Cabezas
Interactuantes (MCI) de miosina, con el mecanismo de Activacion por Fosforilacion
Cooperativa (AFC) propuesto para musculo estriado de tarantula. En este mecanismo la
fuerza en sacudidas simples es producida por la rapida interaccion de filamentos delgados
activados por Ca?* y un grupo de cabezas de miosina fosforiladas constitutivamente (cabezas
“libres” balanceadoras) que oscilan entre estados ligados y desligados del esqueleto del
filamento grueso. Al aumentar el tiempo de exposicion al Ca?" ocurre la fosforilacion
progresiva de las serinas 45 (Ser45) de las CLR tanto de las cabezas libres como de las otras
cabezas que forman el MCI (cabezas “bloqueadas”), las cuales permanecen ligadas al
esqueleto. Esta fosforilacion, producida por la Quinasa de Cadena Ligera de Miosina
(QCLM) activada por calmodulina-Ca?*, potencia la fuerza producida en tétanos. Para
comprobar este mecanismo lo mas cercano a in vivo, se estandariz6 una preparacion que
permite registrar la fuerza de la contraccion de mdsculos estriados intactos de tarantula y
determinar, durante tétanos fusionados, el nivel de fosforilacion de las CLR. Usando el
paradigma “sacudida pre-tetanica — tétano - sacudida post-tetanica” se demostrd en este
musculo el fendbmeno de potenciacidn post-tetanica. Se encontré que el nivel de fosforilacion
de las CLR, en comparacion con musculo relajado, se modifica muy poco al principio de los
tétanos fusionados: la mono- y bi-fosforilacién en Ser45 aumenta escasamente (+5 y +3%
respectivamente). En contraste, al final del plateau ocurre un aumento importante de la
mono- y bi-fosforilacion en Serd5 (+23 y +20% respectivamente) concomitante con la
desaparicion total (-39%) de las CLR no fosforiladas. La potenciacion post-tetanica y el
incremento de la mono- y bi-fosforilacion; escaso al principio de los tétanos fusionados pero
substancial a su final, junto con la concomitante desaparicién de las CLR no fosforiladas,

apoyan fuertemente el mecanismo AFC propuesto para tarantula.

Palabras clave: contraccion, misculo, miosina, fosforilacion, filamentos, MCI, tarantula.


Cesar Figueroa
Texto tecleado
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Glosario de abreviaciones:
AFC: Activacion por Fosforilacion Cooperativa
ATP: Adenosina Trifosfato
ADP: Adenosina Difosfato
AM: Actomiosina
MMP: Meromiosina Pesada
MML.: Meromiosina Ligera
CLE; Cadena Ligera Esencial
CLR: Cadena Ligera Regulatoria
DNTB: Dinitrotiocianobenceno
ENT: Extension N-terminal
S1: Subfragmento 1
S2: Subfragmento 2
1Q: Isoleucina-Glutamina
AEC: Acoplamiento Excitacion-Contraccion
RDHP: Receptores de Dihidropiridina
RRi: Receptores de Rianodina
RS: Reticulo Sarcoplasmatico
CaM: Calmodulina
QPC: Quinasa proteina C
QCLM: Quinasa de Cadena Ligera de Miosina
FCLM: Fosfatasa de Cadena Ligera de Miosina
U/G: Urea/Glicerol
MCI: Motivo de Cabezas Interactuantes
CL: Cabeza Libre
CB: Cabeza Bloqueada
RS: Reticulo sarcoplasmatico



Introduccion general

El tejido muscular es el encargado de realizar la conversion quimica-mecéanica responsable
de la produccion de la fuerza que permite los movimientos coordinados - voluntarios o no -
que llevan a cabo una vasta mayoria de los miembros del reino animal.

Los sistemas biologicos tienden a componerse de elementos estructurales, funcionales y
regulatorios y el sistema muscular no es la excepcion (Craig y Padréon, 2004), aunque la
presencia de tales componentes varia segun el tipo de musculo y actividad asociada.

Una de las formas mas generales de clasificar los tipos de musculo es segin su movimiento
sea voluntario o no. El tipo de musculo mas estudiado es el que se encuentra directamente
asociado a sistemas esqueléticos, teleolégicamente asociados al movimiento voluntario. Este
tipo de musculo fue denominado musculo estriado debido a la manera notable en que se
encuentra ordenada su estructura interna, estabilizada por un armazén de numerosas
proteinas estructurales que permiten un ensamblaje caracteristico de apariencia estriada

(Craig y Padron, 2004).

Por otra parte, el tipo de musculo asociado al movimiento involuntario - Ilamado liso
mantiene su componente funcional mientras que el estructural se encuentra desorganizado

(Fig. 1), con lo cual su aspecto al microscopio cambia drésticamente.

Figura 1. Micrografia electronica de una seccion longitudinal cortada cerca de la superficie
de una fibra de musculo liso vascular. Un filamento de miosina de 2-3 pm (extremos



marcados por flechas) esta completamente incluido en la seccion. (x50.000) Modificado de
Ashton y col., 1975.

Historicamente, el primer extracto proteico a partir del musculo fue llamado “Miosina”
(Klhne, 1864). Luego se observé que tal fraccion catalizaba la descomposicion de Adenosina
Trifosfato (ATP) en Adenosina Difosfato (ADP) + una molécula de fosfato inorganico, i.e.
exhibia actividad ATPasica (Engelhardt y Lyubimova, 1939), atribuyéndose el ATP como la
fuente de energia de la contraccion (Lohmann, 1934). Luego esta “miosina” de Kuhne, logré
ser separada en dos grandes grupos - Miosina A y B - (Banga y Szent-Gyorgyi, 1942) con
apariencia de hebras, seguidamente denominados Miosina propiamente y “Actomiosina”
(AM) (debido a la presencia de otra proteina, bautizada “Actina” posteriormente) (Straub,
1942), (Szent-Gyorgyi, 1943); observandose en la actomiosina la primera contraccion in
vitro al adicionar ATP (Szent-Gyorgyi, 1942), i.e. estaban en presencia del componente

contractil (funcional) del sistema muscular (Fig. 2).
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Figura 2. Contraccion de hebras de Actomiosina (“Miosina B”) al afiadir ATP. (a) Antes y
(b) después de la adicion de caldo de musculo hervido (una fuente de ATP). Modificado de
Szent-Gyorgyi, 1942.

Poco tiempo después, gracias a los esfuerzos de Straub, se caracterizo a la Actina, como la
proteina que complementa a la Miosina en el complejo de Actomiosina; ésta, tal como se

encuentra en el musculo, es una proteina filamentosa compuesta de multiples monémeros

globulares llamados G-actina (Straub, 1943).



Aunado al éxito del grupo de Szent-Gydrgyi, la busqueda de respuestas acerca de la biologia
de la contraccion impulsé los primeros experimentos estructurales, dificiles de resumir en
esta seccion pero que abordaron el tema simplificando al muasculo completo en fasciculos,
fibras y miofibrillas (Fig. 3a-c); estudidndolos mediante ensayos con luz polarizada, doble
refraccion, difraccion de rayos X y microscopia electronica.

En 1954, Huxley y Niedergerke (1954) valiéndose de microscopia de interferencia e -
independientemente- Huxley y Hanson (1954) que a su vez usaron microscopia de contraste
de fases, lograron observar de forma dinamica los aspectos més resaltantes de la miofibrilla:
la denominada linea Z (del alemén Zwischen “entre”), las bandas oscuras A (por su apariencia
anisotropica al ser vistas con microscopio de luz polarizada, las bandas claras | (apariencia
isotropica) y la region méas clara H (del alemé&n Hell, “claro”). Estos dos equipos
caracterizaron la unidad minima funcional del masculo estriado i.e. el sarcomero (Fig. 3e),
ubicado entre dos lineas Z; y propusieron que el movimiento supramolecular de los
filamentos musculares se debia a que probablemente los filamentos finos (compuestos, en
general, por Actina) se deslizaban hacia adentro o hacia afuera de un arreglo paralelo y fijo
de filamentos gruesos (compuestos, en general, por Miosina), propuesta conocida luego
como la Teoria de los Filamentos Deslizantes, modelo funcional en el cual el acortamiento
neto de los musculos al contraerse se debe al deslizamiento relativo -en cada sarcomero- de

los filamentos finos a lo largo de los gruesos (Fig. 3f).
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Figura 3. Anatomia del musculo estriado (a) Musculo completo; (b) Fibra (célula muscular);
(c) Miofibrilla; (d) Micrografia electronica de tres miofibrillas seccionadas
longitudinalmente. (x23,000); (e) Representacion grafica del sarcomero; (f) Modelo de los
filamentos deslizantes en la contraccion muscular. De arriba hacia abajo, la transicion desde
un estado relajado al contraido. Modificado de Malmivuo y Plonsey, 1995; Craig y Padron,
2004.

Durante algunos afios la propuesta de la teoria de los filamentos deslizantes fue sometida a
comprobaciones criticas las cuales soportd exitosamente, insinuandose como una explicacién
verosimil de la contraccion muscular (Huxley, 1957). Para este momento, ya se aceptaba que
la miosina podia separarse (mediante tratamiento quimico o enzimatico) en al menos dos
fragmentos, uno de los cuales seguia uniéndose a la actina y que fue catalogado como el
dominio motor, mas grande, denominado Meromiosina Pesada (MMP), relegando el otro
fragmento a actividad estructural, llamandolo Meromiosina Ligera (MML) (Perry, 1951).
Posteriormente, Mueller y Perry (1962) reportaron que al tratar con tripsina a la MMP de
forma prolongada, resultaban 2 subfragmentos caracteristicos, uno mayor denominado

Subfragmento 1 (S1) y otro méas heterogéneo bautizado como Subfragmento 2 (S2).



Casi paralelamente se observé la presencia de pequefias subunidades de miosina, producto
de prolongados tratamientos con urea y otros agentes desnaturalizantes (Tsao 1953, Kominz
y col., 1959, Weeds, 1969; Gazith y col., 1970); las cuales fueron sometidas a estudios
energeéticos y de digestion, con el fin de conocer el efecto de estos componentes de bajo peso
molecular sobre la actividad ATPasica y la localizacion de los mismos. Tales ensayos
resultaron en la diferenciacion de dos tipos de cadenas ligeras, las alcalinas o esenciales
(CLE) y las regulatorias (CLR). Las denominadas “alcalinas” o "esenciales" (debido a que,
en una primera instancia, se perdia la actividad ATPa&sica) y las cadenas DNTB o
"reguladoras” (por su efecto regulador en el mdsculo de almeja; (Szent-Gyodrgyi y
Szentkibalyi, 1973)); encontrdndose que la MMP contiene, en general, dos cadenas
esenciales y dos cadenas regulatorias en adicion a las dos cadenas pesadas, (Weeds y Lowey.,
1971; Katoh y Lowey, 1989). Més especificamente, las cadenas regulatorias constan de dos
dominios conectados por una hélice, y ademas una extension N-terminal (ENT) (Rayment y
Holden, 1993), siendo todos importantes en la regulacion. EI nimero de aminoécidos de la
ENT varia segin la especie e incluye sitios de fosforilacion. La suma de todos estos
descubrimientos condujo a la caracterizacion de la miosina sarcomérica como una proteina
hexamérica de gran tamafio con dos cabezas globulares S1 (cada una conformada por motivos
de peso molecular definido, entre los cuales destacan el sitio de unién de actina, el bolsillo

ATPasico y el dominio convertidor) y un largo bastén alfa-helical. (Fig. 4)
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Figura 4. Diagramas esquematicos de las moléculas de (a) miosina ilustrando la cola alfa-
helical, el plegamiento de cada cadena pesada formando una cabeza globular que incluye las
cadenas ligeras y esenciales, y los principales sitios de ataque enzimatico con tripsina y
papaina; y de la estructura del filamento fino (b) F-actina (subunidades de actina dibujadas
como esferas). (c) F-actina y tropomiosina. (d) F actina y el complejo de troponina-
tropomiosina (ver pag.11) (Modificado de Craig y Padron, 2004; Katoh y Lowey, 1989). (e)
Representacion de cintas de la estructura atomica del Subfragmento 1 (S1) de miosina de
musculo estriado de pollo determinada por Rayment y col. (1993). Este fragmento molecular
tiene tres cadenas polipeptidicas, una “pesada” y dos “ligeras”, la cadena pesada esta
representada por tres fragmentos: una region amino-terminal a la cual se une el nucle6tido,
de masa molecular 25 kDa (verde), un segmento central de 50 kDa (superior: rojo e inferior:
azul claro) y una porcion carboxi-terminal, de masa molecular 20 kDa (azul). Las dos cadenas
ligeras se encuentran plegadas en la extension carboxi-terminal envolviendo el motivo 1Q
(azul): la cadena ligera esencial (amarillo) y la cadena ligera reguladora (violeta). Modificado
de Holmes, 1998.



Paralelamente al estudio estructural, estudios de cinética enzimética buscaron suministrar
una explicacién al mecanismo molecular para los eventos que se llevaban a cabo durante la
contraccion muscular; llegando a ser propuesto el denominado ciclo de los puentes
entrecruzados (Lymn, 1971), que inicialmente conté con cuatro etapas generales (1)
disociacion del complejo actina-miosina debido a la union de ATP, (2) movimiento del
puente de miosina libre mientras el ATP es catalizado en la miosina libre, (3) recombinacion
del puente con la actina y (4) desplazamiento de los productos. Estudios subsiguientes han
mantenido los eventos principales, proponiéndose adicionalmente al menos dos etapas méas

relativas a la generacion de fuerza de las interacciones (Geeves y Federov, 2005) (Fig. 5).
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Figura 5. Esquema mecano-quimico del ciclo de puentes entrecruzados. (a) Actomiosina.
(b) EI ATP se une logrando la rapida disociacién del complejo, y el brazo de palanca es
redirigido a la posicion del pre-golpe de fuerza. (c) Seguido de la hidrolisis del ATP; el
complejo Miosina-ADP-Fosfato inorganico (Pi) se re-enlaza a la actina, inicialmente de
forma débil y luego fuerte (d). (e) El enlazamiento con la actina induce la disociacion del P;
y el golpe de fuerza. (f) El término de la oscilacion del brazo de palanca es seguido de la
liberacion de ADP, retornandose al complejo Actomiosina, tipo rigor. Los monomeros de



actina se muestran como esferas doradas, el dominio motor es color plata en su forma libre,
purpura cuando esta débilmente unido y violeta cuando esta fuertemente enlazado. El
convertidor es mostrado en azul y el brazo de palanca en anaranjado. Modificado de Geeves
y Federov, 2005.

La condicion coordinada del movimiento muscular empieza desde el sistema nervioso, a
través de la union neuromuscular, hasta llegar al musculo produciendo el aumento de la
concentracion de Ca®*, que es el agente intermediario entre los distintos mecanismos de
regulacion intrinsecos de los filamentos.

Este proceso es denominado Acoplamiento Excitacion-Contraccion (AEC) (Sandow, 1952)
(ver Caputo, 2011) y ahora sabemos que para el masculo estriado involucra la siguiente
secuencia de eventos, detallada en (Calderén y col., 2014):

(1) Iniciacion y propagacion de un potencial de accion a lo largo de la membrana
mioplasmatica.

(2) Propagacion radial del potencial de accion a través del sistema de tabulos transversales.

(3) Deteccidn de los cambios propagados en el potencial de membrana en estos tabulos por
parte de los Receptores de Dihidropiridina (RDHP) que son -especificamente subunidad a1
Ca, 1.1 — Canales de Ca®* voltaje-dependientes (Schneider, 1994).

(4) Interaccién alostérica de los RDHP con los Receptores de Rianodina (RRi) (canales de
liberacion de calcio que se encuentran en el reticulo sarcoplasmatico enfrentando los RDHP
a la altura de las triadas en los tabulos T.) del reticulo sarcoplasmatico (RS) produciendo su
activacion; mientras que los RRi que no encaran RDHPs son activados por Ca?" a través de
un mecanismo de retroalimentacion positivo conocido como Liberacién de Calcio inducida

por Calcio (Endo, Tanaka, y Ogawa, 1970).
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(5) Liberacion de Ca?* desde el RS e incremento transitorio de la concentracion de Ca?* en
el mioplasma (Caputo y col., 1994).

(6) Activacion transitoria del sistema de amortiguacion de Ca?* mioplasmatico y el aparato
contrctil. En el caso de la regulacion ligada al filamento fino, en esta etapa se desencadena
la desactivacion de un interruptor estérico conformado por dos proteinas: el complejo de
troponina y tropomiosina (Fig. 4 c-d, 6 a), complejo el cual se piensa que en ausencia de Ca?*
se mantiene sobre el sitio de union a la actina de la miosina (Parry y Squire, 1973).

(7) Desaparicion del Ca?* del mioplasma, mediado por la unién de Ca?* a la parvalbumina,
su retoma a través de la ATPasa de Ca®* del RS, el transporte por el intercambiador Na* /
Ca?* y su posible movimiento a las mitocondrias (Fill y Copello, 2002).

Es importante resaltar que tanto los niveles criticos de Ca?* a lo largo del proceso asi como
las areas de almacenamiento de este ligando pueden variar entre los tipos de masculo.
(Andersson, s.f.).

Por otra parte, en la regulacion asociada a la miosina se conocen dos variantes, relacionadas
con los componentes de bajo peso molecular de la miosina, e.g. cadenas ligeras esenciales y
reguladoras (Fig. 6).

El proceso regulatorio a partir de las cadenas esenciales (hasta ahora solo descrito para
almejas) comprende la union directa de Ca®* a un sitio activo de tales cadenas, la cual provoca
el desplegamiento de los dominios motores de la miosina, habilitando la unién a la actina
(Kendrick-Jones y col., 1970). Respecto a la regulacion por medio de las cadenas ligeras
reguladoras, esta se caracteriza por requerir de una modificacion postransduccional como lo

es su fosforilacion, previa a la habilitacion de la contraccion (Barany y col., 1979).
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Figura 6. a. Representacion diagramética de los tres sistemas de regulacion descritos en
musculo: regulacion asociada a actina y regulacion asociada a miosina (bien sea por union
directa de Ca?* o por fosforilacion de las CLR. b. Diagrama mostrando la regulacion asociada
a miosina por fosforilacion de las cadenas ligeras regulatorias. La contraccion es potenciada
por una quinasa dependiente de calcio y calmodulina. Modificado de Panté y col., 1988.

En este caso, una vez aumentada la concentracion de Ca?* en el medio por encima de una
valor umbral, entra en accion la Calmodulina (CaM) enddgena que liga Ca?* activando a su
vez una Quinasa de Cadena Ligera de Miosina (QCLM) (zhi y col., 2005) (ver Fig. 6); la
cual entonces procede a fosforilar la CLR, accion que aumenta la disponibilidad de cabezas
para el establecimiento de la unidon actomiosina. Luego, al cesar el estimulo nervioso y
disminuir la [Ca?'], una Fosfatasa de Cadena Ligera de Miosina (FCLM) endégena, que

siempre se encuentra activa, se encarga de revertir el proceso.
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En el mundo animal conseguimos organismos con uno o ambos tipos de mecanismos de
regulacion (Lehman y Szent-Gyorgyi, 1975); aunque el patrén de comportamiento mecanico
general cumple las mismas relaciones longitud-tensién (Ramsey y Street, 1940), fuerza-
velocidad (Hill, 1938) y las respuestas isométricas de musculos y fibras muestran similitud
si los intervalos de tiempo son medidos con relacién al tiempo de contraccion
correspondiente (Cooper y Eccles, 1930), incluyendo el fendmeno de Potenciacion Post-
Teté&nica (PPT) descrito por vez primera en muasculo estriado humano (Ranke, 1865) (Fig. 6

d).

5500

Figura 7. Diagrama de las respuestas isométricas musculares en escorpion. (a) Sacudida
simple; (b) Suma de dos sacudidas simples; (c) Tétano fusionado. (d) Sacudida simple,
Tétano fusionado y Sacudida Post-tetanica. Modificado de Gilly y Scheuer, 1984.

De manera especialmente interesante, en el caso de regulacién dual ligada a actina y la CLR,
este ltimo mecanismo parece ser el responsable a nivel molecular de la potenciacion tetanica

de la contraccién en musculo estriado de tarantula (Brito y col., 2011), dependiente de la

[Ca?*] en funcion del tiempo, asi como de la PPT.
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Antecedentes particulares

Entre las cuestiones del sistema muscular que no han sido dilucidadas por completo dentro
del proceso de acoplamiento excitacion - contraccion, uno de los temas méas enigmaticos ha
sido el mecanismo responsable de los cambios estructurales que experimentan los dominios
motores de miosina mientras: 1) estadn relajados (inactivos), 2) van desde relajados a
activados y 3) viceversa.

Los estudios de microscopia electrénica pioneros acerca de la estructura del filamento grueso
(Huxley, 1963), condujeron a la propuesta de cémo se ensamblaban las moléculas de miosina
para formar el filamento grueso de musculo. La baja resolucion de estos estudios propicid
nuevas investigaciones acerca de la estructura detallada de los filamentos gruesos musculares
en otras clases de organismos, tales como la almeja, cuyo filamento grueso presenta una
simetria rotacional heptahelical, con hélices dextrogiras, en contraste con los resultados
obtenidos a partir de masculo de Limulus, que es tetrahelical (Levine y col., 1983). A pesar
de que los mapas reconstruidos disponibles eran de baja resolucion (~5 nm radialmente y ~7
nm axialmente), estos resultados sugirieron que las cabezas de la miosina no se encontraban
conectadas axialmente simétricas respecto al cuello del baston, sin embargo no se lograron
conclusiones definitivas (Vibert y Craig, 1983).

Para la misma época, ensayos con filamentos gruesos de musculo estriado de tarantula (Craig
y Padrén, 1982) (animal con AEC dual-regulado (Lehman y Szent-Gyorgyi, 1975)
mostraron que estos filamentos gruesos podian ser considerados como estructuras modelo
pues presentaron mayor orden helical y menor labilidad (respecto a vertebrados), de manera
que podian ofrecer mayores detalles que otras especies en la organizacion de las cabezas de
miosina. Con una resolucion de 5 nm, la principal caracteristica que emand de estos

resultados fue la definicion de un conjunto de cuatro hélices dextrogiras con espaciados
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largos, formadas por las cabezas de miosina elongadas y la interpretacion de una
reconstruccion tridimensional en la cual una de las dos cabezas de miosina elongadas apunta
aproximadamente axialmente hacia la zona desnuda, mientras la otra apunta en la direccion
opuesta formando un angulo de cerca de 45° con el eje del filamento grueso (Fig. 7).

(Crowther y col., 1985).

Figura 8. Mapa de contorno de la reconstruccién tridimensional de los filamentos gruesos
de musculo estriado de tarantula. El contorno oscuro indica rasgos bilobulares, representando
los dos subfragmentos S1 o cabezas de una molécula de miosina. La barra de escala
representa 10 nm. Modificado de Crowther y col., 1985.

A su vez, mediante electroforesis zonal (separacion en base a carga eléctrica neta) con Urea/
Glicerol (U/G) y fosforo radioactivo (*2P) se propuso que el estado activado de la miosina
involucraba la fosforilacidn (en un solo sitio) de dos especies de CLR (Craig y col., 1987);

aungue luego se aclaré que se trataba de una sola especie de CLR, la cual present6 distintos

niveles de mono- y bi-fosforilacion (Fig. 8.) segun el estado de activacién (Hidalgo y col.,
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2001), sugiriéndose luego que los dominios motores se encontraban dispuestos formando un
arreglo ordenado en el estado relajado, mediante interacciones entre dominios motores
vecinos y con sus respectivos bastones, y que cuando los filamentos se fosforilaban estas
interacciones se debilitaban de tal forma que las cabezas podian adoptar varias
configuraciones, facilitando la interaccion de las cabezas de miosina con los filamentos

delgados (Brito y col. 2011).

RELAJADO ACTIVADO
Non-P A— - «— A" Non-P
Mono-P B— - - .  «— B Mono-P
«—(C' Bi-P

Figura 9. Estados de fosforilacion de las CLR de masculo estriado de tardntula monitoreada
por electroforesis U/G. (A y A’) Bandas no fosforiladas; (B y B’) Bandas monofosforiladas;
(C’) Banda bifosforilada. Modificado de Brito y col., 2011.

Trabajando con el mismo modelo experimental, (Woodhead y col., 2005) reportaron el
estudio del filamento grueso usando crio-microscopia electronica a fin de preservar la
estructura nativa y llevaron a cabo la reconstrucciéon tridimensional (3D) usando el método
de particula aislada. De esta manera lograron un mapa 3D con una resolucién de 2,5 nm (Fig.
9 a), dentro de la cual ajustaron con éxito el modelo refinado de miosina de musculo liso
(PDBL1i84) obtenido por Liu y col. (2003) (Fig. 10 a,b), proponiendo el Motivo de Cabezas
Interactuantes (MCI) de miosina (Alamo y col., 2008) (Fig. 9 b), manteniendo la
nomenclatura de Cabeza Libre (CL) a la cabeza con el sitio de unién a actina no blogueado

y Cabeza Blogueada (CB) con el sitio de union a actina bloqueado (Wendt y col.,2001). Este
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motivo se ha conservado como un mecanismo parta la relajacion de la miosina Il desde antes
del origen de los animales (Lee y col., 2018) y tiene implicaciones importantes en
enfermedad (Alamo y col. 2017b) especificamente la cardiomiopatia hipertrofica y dilatada

(Alamo y col. 2016)

45 mnm

Figura 10. Reconstruccion 3D de filamentos gruesos de tarantula purificados. (a) Vista
superficial de la reconstruccion 3D 4-helical. EI motivo repetido, representando un par de
cabezas de miosina, tiene la forma de una J inclinada. (b) Diagrama mostrando la
interpretacion del motivo J en términos de un par de cabezas de miosina (motivo de cabezas
interactuantes (MCI) de miosina) inclinadas hacia la cola. Modificado de Woodhead y col.,
2005.

A la par, Zhi y col.,(2005) reportaron que ensayos con ratones “knockout” en el gen Quinasa
de Cadena Ligera de Miosina Esquelética (esqQCLM o QLCM) sugirieron que en el musculo
estriado, la enzima encargada de la fosforilacion de la CLR es la QCLM, activada por medio

de la unién de Ca?* a la proteina intermediaria calmodulina.

Ulteriormente, una vez realizados ensayos de espectrometria de masa preliminares y
secuenciacion de la CLR de musculo estriado de tarantula (Alamo, y col, 2008), en conjunto

con el calculo de un nuevo mapa 3D de filamentos gruesos de tarantula a 2 nm de resolucion
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Figura 11. (a) Representacion de cinta de la estructura atomica del modelo de MMP de
mausculo liso de pollo (PDB 1i84, (Liu y col., 2003)) (b) Mejor ajuste de la estructura atdbmica
PDB1i84 a la reconstruccion 3D del filamento grueso de tarantula. El asterisco rojo
corresponde a la densidad del subfragmento S2. Modificado de Woodhead y col., 2005.
(Alamo, y otros, 2008), se ahondd en la caracterizacion de la estructura supramolecular del
filamento grueso, proponiendo 3 interacciones adicionales a las reportadas previamente por
(Woodhead y col., 2005) y reportando que en el estado relajado el musculo estriado de
tarantula presentaba fosforilacién constitutiva posiblemente en la serina 35 (Ser35) de la
Extension N-terminal (ENT) de las CLR (pre-estableciendo el nivel minimo de produccion
de fuerza), las cuales son capaces de interactuar rapidamente con la actina cuando se activa
el mecanismo de regulacién troponina-tropomiosina; mientras que la posible fosforilacion de
la serina 45 (Ser45) de las CLR de las cabezas libres (CLs) y bloqueadas (CBs) durante una
activacion mas prolongada produciria el reclutamiento de cabezas adicionales,
incrementando la fuerza disponible (Alamo y col., 2008).

Ensayos realizados por este mismo grupo de investigacion en 2011 (Brito y col., 2011),

ahondaron en el tema, identificando por espectrometria de masas los sitios de fosforilacion
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(Ser35 y Serd5 de la ENT) de CLR en diferentes estados de actividad y analizando las
proporciones de fosforilacion en los distintos estados — obtenidas mediante analisis de
densidad optica de geles U/G, a partir de cuyos resultados produjeron un modelo matematico
preliminar (Pinto y Padrén, resultados no publicados). La integracion de todos los resultados
disponibles hasta este momento llevd a proponer el mecanismo de Activacién por
Fosforilacion Cooperativa (AFC) en tarantula (Fig. 11), en el que factores de impedimento
estérico o de accesibilidad a las serinas de cada cabeza serian responsables de controlar el
comportamiento general de las mismas. En el caso de la ENT de la CLR de la CL, esta se
encuentra hacia afuera del filamento y su Ser35 se encuentra en una secuencia consenso de
Proteina Quinasa C (PQC) (Brito y col. 2011), estando accesible de forma continua a dicha
quinasa posibilitando asi la fosforilacion constitutiva de las CLs en la Ser35; lo que
posibilitaria cierto equilibrio en las interacciones electroestaticas (v.g. interaccion CLR-
CLR), capaz de inducir el balanceo browniano de estas cabezas (Alamo y col., 2008) (Vileno
y col., 2011). En cambio, la serina 45 de ambas cabezas se encuentra en una secuencia
consenso de una QCLM Ca?**-dependiente (a través de CaM); cuyo efecto entonces solo
podra verse en el estado activado del filamento. Ahora bien, la evidencia estructural,
bioquimica y protedmica antes discutida apunta a que tal fosforilacion no se da de la misma
manera en las dos cabezas.

Una vez la QCLM empieza a actuar, el sitio al que podria tener acceso mas rapidamente es
la secuencia consenso de las Ser45 de las CLR de las CLs, lo que generaria que estas se bi-
fosforilen (Ser35 y Ser45). Se propuso entonces que esta segunda fosforilacion de las CLs
formaria enlaces entre los I6bulos C de su CLR y el N de su CLE (Himmel y col., 2009),
causando una elongacion rigida de la ENT capaz de inhabilitar el acople de la CL al eje del

filamento grueso, quedando la cabeza hacia afuera mientras esté fosforilada la Ser45.
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Una vez que una CL queda desprendida hacia afuera, se crea un espacio suficiente que
permitiria a la QCLM acceder a la ENT de la CLR de la cabeza bloqueada de la molécula
que le sigue axialmente en la hélice (hacia la zona desnuda del filamento), lo que permitiria
la monofosforilacion en la Ser45 de esta CB, habilitando su movimiento Browniano al
desestabilizar interacciones electrostaticas homdlogas a las descritas para la CL en estado
relajado (estadio de potenciacion tiempo dependiente). Asi mismo, esta monofosforilacion
estaria haciendo menos compacta la ENT de la CLR de esta CB lo que se propuso prevendria
el acople de su respectiva CL aun si esta esta fosforilada solo constitutivamente.

Esto podria desencadenar un efecto cooperativo de activacion a lo largo del filamento y hacia
la zona desnuda, comenzando con la bifosforilacion de una cabeza libre, seguido de la
fosforilacion de la CB que le sigue y ulteriormente un efecto dominé donde no se necesite la
bifosforilacion de cada cabeza libre hasta que todas las cabezas se encuentren disponibles
(estadio de potenciacion méxima). Una vez que cesa el estimulo, y dado a que la
defosforilacion requiere de un cierto tiempo (i.e. no es instantaneo), una vez que se alcanza
la potenciacion méaxima (tetanica), si se produce un nuevo estimulo, se encontrarian liberadas
una buena proporcién de las CB, lo que explicaria la potenciacién post-tetanica en términos
moleculares.

Si bien en este modelo el interruptor de troponina-tropomiosina es el responsable de la
contraccion en primera instancia, la fosforilacion de la Ser45 por la QCLM proveeria de un
mecanismo modulador de fuerza y de memoria en referencia al nimero de cabezas
disponibles para la interaccion con actina (aparte de la fosforilacion constitutiva presente en
la mayor parte de las cabezas libres) conllevando concomitantemente un aumento de la fuerza
en contracciones prolongadas; conclusion apoyada ademas por mediciones de la velocidad

de deslizamiento de filamentos de F-actina y filamentos delgados a lo largo de filamentos
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Figura 12. Representacion del mecanismo propuesto para la activacién, potenciacion y
Potenciacion Post-Tetanica (PPT) de los filamentos gruesos de tarantula (a) Motivo de
Cabezas Interactuantes en estado relajado, CL (azul) balanceandose y CB (verde) fija. (b)
Una vez la [Ca?'] aumenta, se libera el interruptor troponina-tropomiosina de la actina. Las
CL cuyo balanceo las haya mantenido desplegadas en ese momento pueden unirse a la actina
y generar fuerza (como en las sacudidas simples). (c) Si el estimulo perdura lo suficiente, se
recluta la Calmodulina (CaM) la cual procede a activar a la QCLM, la cual a su vez actla
fosforila las Serinas 45 provocando la desactivacion del balanceo de las CLs y/o el
desplegamiento de las CBs. La proporcion de la potenciacion puede ser variable, segin la
duracion del estimulo, por ejemplo en tétano no fusionado en caso de potenciacion
incompleta o fusionado en caso de potenciacién completa. (d) Una vez que cesa el estimulo,
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la FCLM que esta siempre activa y procede a defosforilar las CLR de manera tiempo-
dependiente, restaurando el estado relajado inicial. (e) En el caso en que se active el musculo
antes de que la FCLM lleve a cabo una defosforilacion completa, estarian presentes las
mismas cabezas de miosina disponibles aun cuando el estimulo sea solo una sacudida simple,
generandose asi la potenciacion post-tetanica. Las Ser35 y Ser45 fosforiladas se muestran
como esferas amarillas y triangulos rojos. Modificado de Brito y col., 2011.

gruesos de tarantula mediante la técnica de motilidad in vitro (Brito y col., 2011) y pruebas
de actividad ATPasica (Craig y col., 1987). Los ensayos de Brito y col. (2011) fueron
analizados en detalle por Sulbaran y col. (2013), confirmando lo propuesto y ampliando
significativamente el abanico de evidencias favorables.

Por otra parte Espinoza-Fonseca y col. (2015) a través de estudios de dindmica molecular
propusieron que la transicion desde el estado relajado hasta el estado activado es
consecuencia de una transicion desorden-a-orden de las ENT de la CLR en dos etapas;
teniendo en cuenta que los efectos de fosforilar la Ser35 y la Ser45 son distintos entre si
debido al arreglo asimétrico de las cabezas y las distintas secuencias que acompafian a cada
serina. Asi, la liberacion inicial de las cabezas estaria controlada por un doble-interruptor, es
decir, la monofosforilacion de la Ser35 del ENT de CLR de CL (que es posible en CL de
forma constitutiva dado que se encuentra en una secuencia consenso de QPC sin presentar
impedimentos estéricos), solo interrumpiria la estructura compacta de la ENT de la CL, mas
no formaria interacciones estabilizantes que conllevarian a un plegamiento interdominio de
este dominio; la monofosforilacion en Serd5 de CL no fosforiladas constitutivamente
también produciria una transicion desorden-a-orden parcial, mientras que la bifosforilacion
(Ser35 y Ser45) generaria rigidez del ENT de la CLR de CL inhabilitando el balanceo

(fijando la CL en posicion abierta), conclusion a la que se llegd por estudios de mecéanica

molecular. (Alamo y col. 2015).
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Es decir, la mono fosforilacion constitutiva de la CL (Ser35) conllevaria balanceo, su
bifosforilacion (Ser35 y Ser45) induciria liberacion total de la CL (inhibicion del balanceo,
mayor disponibilidad de formar puentes entrecruzados porque las cabezas de miosina estan
mas tiempo liberadas que parqueadas), i. e. potenciacion por efecto de la propia CL y
facilitacion de la exposicion de la Ser45 de CB, cuya fosforilacion desestabilizaria las
interacciones con el filamento, induciendo comportamiento de balanceo en CB, el cual a su
vez restringiria el balanceo de CLs subsecuentes, habilitando asi (de forma bifosforilacion-
independiente) el acceso de la QCLR a las CBs correspondientes, con lo que aumentarian
paulatinamente la cantidad de cabezas de miosina disponibles para unirse a los sitios de actina
(que no cambian de nimero) y por ende se generaria potenciacion. En otras palabras, la
disponibilidad de producir fuerza respecto a ambos grupos de cabezas (CL y CB) va
aumentando secuencial y econémicamente (respecto a consumo de ATP, v.g. ahorrando
energia) de forma estimulo-dependiente, tal como ha sido propuesto por Alamo y
colaboradores (Alamo, y col. 2017a)

En resumen, el mecanismo de activacion por fosforilacion cooperativa (AFC) se propuso
para musculo estriado de tarantula en base a: (1) la estructura asimétrica del motivo de
cabezas interactuantes de miosina (MCI) descubierto por crio-microscopia electronica a
partir de la organizacion de cabezas de miosina en el filamento grueso de musculo relajado
de tarantula, (2) el nivel de fosforilacion de las CLR de miosina en el estado relajado o
activado por incremento de [Ca?*] en homogenatos de filamentos gruesos, y (3) la velocidad
de deslizamiento de filamentos de F-actina y filamentos delgados a lo largo de filamentos
gruesos de tarantula mediante la técnica de motilidad in vitro.

Panté y col. 1988 reportaron estudios relacionando la produccion de fuerza en musculo de

tarantula desmembranado activado por aumento de la [Ca?*] con la fosforilacion de las CLR
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(Panté et al. 1988). A diferencia de este y estos trabajos previos en otras especies, en este

trabajo se estudié el mecanismo AFC directamente en musculo intacto estriado de tarantula,

utilizado para los estudios estructurales que condujeron al hallazgo de los MCI de miosina.

Para ello se estandarizd una preparacion experimental que permite registrar la fuerza
mecénica de contraccion producida por masculos de las extremidades de la taréntula
Avicularia avicularia. Esta preparacion permite estudiar los eventos asociados a sacudidas
simples y su sumacién, series de sacudidas simples y el fenémeno de escalera o “Treppe”,
tétanos no fusionados o fusionados, los fendbmenos de potenciacién de la fuerza de
contraccion y potenciacién post-tetanica (PTP), asi como el nivel de fosforilacion de las CLR
de miosina en tétanos fusionados.
Objetivo general
Obtener evidencias mecanicas y bioquimicas sobre el mecanismo AFC durante la

contraccion de musculo vivo de tarantula.

Obijetivos especificos
1. Obtener respuestas isométricas del musculo estriado de tarantula vivo intacto.
2. Determinar el grado de fosforilacion de la CLR de la miosina en el musculo estriado

de taréntula vivo intacto, segin cada respuesta isométrica.

Metodologia

Medicion de fuerza mecanica
Soluciones:

Solucién salina de tarantula: 190mM NaCl, 2mM KCI, 4mM MgClz, ImM NazHPOa4, 4mM

CaCly; pH 7,5.
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Equipos: equipo y placas de diseccion, estimulador SD9 (GRASS Medical Instruments, CA,
USA), Camara experimental, Transductor electromecénico AE801, Amplificador de voltaje
AD521, Osciloscopio KENWOOD 20MHZ, Sistema de Adquisicion pClamp 6 (Axon
Instruments), Termdmetro.

Captura y mantenimiento en cautiverio de los especimenes:

Las tarantulas (Avicularia avicularia) utilizadas para este trabajo fueron capturadas por el Sr.
Isaias Véasquez, en escondites o nidos arbdreos en region de San José de Guaribe, edo.
Guarico; temperatura promedio anual estimada (Instituto Nacional de Meteorologia e
Hidrologia, INAMEH, Venezuela): ~27,4°C; siendo el tamafio (igual o mayor a ~10 cm de
longitud corporal) el Unico criterio de captura, una vez en cautiverio se mantuvieron en el
tarantulario del Centro de Biologia Estructural; temperatura promedio anual estimada:
~19,8°C (Comunicacién personal Dr. R. Padrén), un cuarto techado y protegido del viento
cuidando que cada tarantula tuviese agua disponible para beber y se le ofreciese alimentarse
con una presa viva semanalmente (cria de raton Cepa IVIC).

Montaje experimental:

Inicialmente se cri6-anestesio la tarantula por 30-40 minutos a 4°C. Se escindi6 una
extremidad rapidamente y se devolvié la tarantula a temperatura ambiente. Cada extremidad
aislada se coloc6 en una placa llena de solucidn salina de tarantula (Schartau y Leidescher,
1983), donde se diseco el paquete de fibras denominado “G” (de “Grande”) del musculo
bautizado M flexor femoris cbensis (Fig. 13) registrando sus dimensiones en reposo.
Posteriormente se colocd esta preparacion en la camara experimental, sujeta por un extremo
fijo y por el otro al transductor de tension, el cual estuvo conectado al sistema de adquisicion
(Clampex) mediante un puente integrado por un amplificador modificado para introducir

atenuacion mdltiple por (Ing. Antonio Pinto, Centro de Biologia Estructural, IVIC) y un
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osciloscopio a modo de sistema de control (Fig. 14, 15). Simultaneamente la preparacion
estuvo expuesta a flujo continuo de solucién salina en la camara experimental.

Acto seguido, se realiz0 la excitacion de la preparacion muscular segun un protocolo definido
(Tabla 1), mediante estimulacion de campo eléctrico, a través de un par de electrodos de
platino rectangulares adaptados a la camara experimental los cuales fueron conectados al
estimulador (Fig. 14).

Tabla I. Protocolo de estimulacion

Factor | Pardmetros de estimulacion Niveles Variable
respuesta
Estimulo | Duracién de c/pulso: 4 ms Sacudida Fuerza
Intensidad de pulso: 100 V | Tren de pulsos (mN)
Secuencia Secuencia potenciadora:
acondicionadora: Sacudida (Pre-tetanica) +
10 pulsos a 0,3 Hz. Tren de Pulsos + Sacudida
(Post-tetanica)
Secuencia de
recuperacion:
20 pulsos a 0,3 Hz

La secuencia acondicionadora se aplico para todos los registros, mientras que la secuencia
de recuperacion se aplico exclusivamente luego de secuencias potenciadoras.

Software utilizado para analisis: Clampfit v10.2.0.12 (Molecular Devices Corporation

1311 Orleans Drive Sunnyvale, California 94089, USA).

Limitaciones asociadas al uso de musculo completo en este estudio:

Inicialmente planedbamos realizar los registros de fuerza mecanica a partir de una sola fibra
muscular aislada o en su defecto de paquetes de pocas fibras, haciendo uso de un
procedimiento homologo al reportado para aislamiento de fibra Gnica en vertebrado (Cheng
y Westerblad, 2017) pero esto no fue posible ya que las fibras de los musculos de tarantula
presentaron una disposicion entorchada y/o fusionada, encontrandonos que el tratar de
separar grupos de fibras o de fibras individuales del paquete G implico importantes rupturas

del sarcolema de dichas fibras (evento también observado al separar los paquetes G y P, con
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Terminaciones tendinosas

Figura 13. Representacion grafica de la diseccidn. Se muestra la anatomia de una extremidad
de Avicularia avicularia compuesta de siete segmentos (coxa, trocanter, fémur, rétula, tibia,
metatarso y tarso), y en detalle los tres masculos de la cara anterior (respecto al lado A del
inserto superior) del fémur. En este trabajo se utilizo el paquete G (grande) del musculo N°2
denominado flexor femoris cbensis. Este paquete una vez disecado fue fijado a un soporte
fijo en la extremidad mayor y al transductor en la otra extremidad, como se muestra en la
parte inferior de la figura. (Inserto superior Foelix, 2010).

Musculo flexor femoris cbensis (2)
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Figura 14. a. Montaje de paquete G en camara experimental. b. Montaje de extremidad de
tarantula completa utilizada solamente para los experimentos mostrados en la Fig. 23 (ver

métodos para electroforesis).
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Figura 15. Diagrama del circuito electronico del sistema de registro utilizado. (Alamo y col.,
1987) (Padrén y col., 1988)

detrimento de este Ultimo), consecuencia de su conspicuo empaquetamiento y escasa
delineacion fibrilar, dificultad previamente reportada por Sherman y Luff 1971, y la Dra. P.
Bolafios (Comunicacion personal). Este problema ocasiona dafio a la integridad fisica de los
paquetes de fibras musculares asi como deterioro de su capacidad contractil. El uso de
paquetes G permitid exitosamente el estudio de la actividad contractil de estos musculos
intactos, sin embargo para el analisis de los resultados obtenidos es importante considerar
algunas limitaciones asociadas al uso de paquetes de numerosas fibras o0 muasculos completos
en este tipo de estudios:

1. La camara experimental fue disefiada para estimulacion eléctrica de fibras aisladas:

debido a la naturaleza cilindrica de una fibra se puede asegurar una estimulacion
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uniforme de todo el mecanismo contréctil. Para el caso del paquete G del M flexor
femoris cbensis su forma y dimensiones no cumplen con estos requisitos, visto que
presenta una morfologia muy acuminada en el extremo distal del trocanter y truncada
en el proximal, con un grosor que aumenta a modo de cono aplastado desde el
extremo proximal a lo largo de su trayectoria longitudinal (Fig. 13 y 14).

El sistema de adquisicion disponible permite registrar rangos de fuerza (x10 V),
adecuados para fibra aislada o musculos con menor cantidad de fibras que el paquete
G.

La magnitud de la estimulacion eléctrica disponible fue limitada ya que el estimulador
eléctrico utilizado solo permitié generar pulsos de hasta 100 V, voltaje suficiente para
producir estimulos supramaximos en ensayos con fibra aislada, pero tal vez no para
musculos completos.

Presencia de poblaciones de fibras distintas dentro de un mismo musculo: En
masculos  esqueléticos de aracnidos se han detectado histoquimica 'y
electrofisiologicamente hasta cuatro tipos distintos de fibras musculares (Maier y col.,
1987), tipos estos no detectables ultraestructuralmente (Sherman y Luff 1971). Esta
presencia de diferentes tipos de fibras musculares es comdn en musculos esqueléticos
de vertebrados como en rata (Moore y Stull, 1984), humano (Bottinelli, 2000) y ratén
(Calderdn y col., 2009). La presencia de fibras musculares distintas en un muasculo
completo implica que la fuerza isométrica inducida por un Unico estimulo eléctrico
es una combinacion espacio-temporal de las fuerzas parciales producidas por cada
uno de los paquetes de fibras musculares que componen a dicho masculo, reclutados
y activados diferencialmente en espacio y tiempo por campos eléctricos diferentes

dependiendo de la forma y micro-anatomia de los paquetes de fibras musculares del
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musculo y la geometria especifica de la camara de estimulacion eléctrica. En
experimentos de fibra aislada la geometria rectangular de la cAmara de estimulacion
(Fig. 14) y la de la fibra muscular (cilindro muy alargado) permiten la estimulacion
eléctrica simultanea de todas las miofibrillas que integran dicha fibra. Para el caso
especifico del musculo que usamos en este trabajo (flexor femoris cbensis) se trata en
cambio de un musculo completo, mas aun un musculo cuya morfologia es muy
asimétrica (Fig. 13), ciertamente muy diferente a la forma cilindrica de las fibras
musculares usualmente usadas para estos estudios. Como complicacién adicional este
musculo estd formado por dos paquetes de fibras musculares P y G —aln no
caracterizados en detalle- que estan localizados de manera asimétrica (Fig. 13). Por
estas razones es esperable que para un estimulo eléctrico dado se recluten de manera
diferencial (todas, una parte o ninguna) de las miofibrillas de estos dos paquetes, bien
sea a lo largo y/o ancho del musculo asi como en su interior.

Cambios asociados a la ecdisis del exosqueleto: Al trabajar con fibras aisladas se
pueden evaluar varias fibras de un mismo musculo individualmente sin mayor
dificultad, mientras que al utilizar musculo completo ha de tenerse en cuenta que
generalmente se usaban dos musculos femoris cbensis por dia de experimentacion, lo
que significa que a las tarantulas (las cuales pueden sobrevivir hasta con 4
extremidades y que incluso pueden auto expulsar sus extremidades en caso de peligro
(autotomia) (Lewbart, 2012); se les permitio cierto tiempo de “recuperacion”, periodo
en el cual es posible que -debido a la amputacion de las extremidades- empezaran a
segregar hormonas relacionadas a la ecdisis del exoesqueleto, proceso a traves del
cual las tarantulas son capaces de regenerar sus extremidades, y durante el cual se

promueven cambios bioquimicos importantes en su musculatura, en el marco de una
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reorganizacion extensiva (Skinner, 1966) la cual implica cambios a nivel de la
incorporacion de aminoacidos durante el curso del ciclo de muda, mediados por
alteraciones en la actividad de enzimas proteoliticas (Skinner, 1965; ElI Haj y
Houlihan, 1987) (Yamaoka y Skinner, 1975; Mykles y Skinner, 1982) y relacionados
con la tarea de abandonar el exoesqueleto previo, cuyos efectos sobre la

electrofisiologia de estos musculos no ha sido evaluado.

Electroforesis en geles de poliacrilamida Urea/Glicerol (U/G)

Materiales: Glicina, Tris-base, Acrilamida 30%, Glicerol, TEMED, APS, DTT, Azul de
bromofenol, Agua MilliQ, TCA, Colorante Azul de Coomasie G-250, Acido Acético glacial,
Metanol, Etanol.
Equipos: Sistema de Electroforesis Bio-Rad Mini Protean Tetra Cell y fuente de poder Power
Pac Basic, Sistema de Imagen Bio-Rad, Spray Instant Freeze, tanque de nitrégeno liquido,
Homogeneizador, Minispin Cole-Parmer, Agitador Cole-Parmer, Sonicador Cole-Parmer,
Camara de Anestesia.
Soluciones:
- Solucion Rigor (100 mM NaCl, 3m M MgClz, 1 mM EGTA, 5 mM PIPES, 5 mM
Na2HPO4, 1 mM NaNs,pH 7,5)
- Buffer U/G (1,22 M Glicina (pl = 6,1) + 200 mM Tris-base pH 8,6)
- Solucion Colorante (2 gr de Azul de Coomasie, 10% é&cido acético glacial, 45%
metanol, 45% agua)
- Solucion Decolorante (10% acido acético glacial, 45% etanol, 45% agua)
Métodos:

Obtencion del musculo estriado de extremidad de tarantula:
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Para el monitoreo del patrén de fosforilacion en estado relajado se anestesio totalmente una
tarantula con CO2 (100%) (Lewbart, 2012) durante 4 min de exposicion (tiempo de
recuperacion total previamente medido: >10 min), se permitio reposo de 5 min fuera de la
camara y seguidamente se introdujo la tarantula (aun totalmente sedada) en nitrégeno liquido
evitando movimientos bruscos que pudiesen provocar el movimiento involuntario de las
extremidades.

Para la evaluacion de fosforilacion justo al inicio estimado del plateau tetanico se repitieron
los pasos de la diseccion y montaje del paquete G de flexor femoris cbensis pero sin fijar al
transductor ni a la cdmara (i.e la contraccion fue isotonica); se aplicé un tren de pulsos de 20
Hz y 250ms de duracion y un instante después (~1s) se sumergio la extremidad en nitrégeno
liquido. Es necesario aclarar que se llama “inicio estimado del plateau tetdnico” dado que en
un paquete G distinto, fijo al transductor, al estimularse por 3s a 20 Hz se observé que luego
de pasados aproximadamente 250 ms del inicio del estimulo, se llegaba al inicio del plateau.
Para la evaluacion de la fosforilacion al final estimado del plateau tetanico o final del tétano
se repitieron los pasos del protocolo de registro de fuerza hasta la obtencion de las
extremidades, luego se colocd la extremidad completa en la cAmara experimental (Fig. 14 b),
se aplico un tren de pulsos de 20 Hz y 3s de duracion y un instante después (~1s) se sumergio
la extremidad en nitrégeno liquido. Aqui también es necesario aclarar que se habla de final
estimado del plateau tetanico puesto que paquetes G distintos mostraron como se alcanz6 un
plateau luego de un estimulo de 3 s a 20 Hz (e.g. Fig. 18 d). Ha de tenerse en cuenta que
como se utilizé la extremidad completa, los musculos estaban en su posicion nativa y, si bien
no han podido contraerse tan marcadamente como el caso del inicio estimado del plateau, si
cambiaron su longitud de reposo puesto que se observo flexion de la extremidad durante el

estimulo (i.e. contraccion isotonica).
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Notese gue para estos experimentos de evaluacion del estado de fosforilacién de las CLR en

musculo estriado de tarantula no se llevd a cabo discriminacién alguna entre paquetes

G/musculos rapidos y/o lentos, y por tanto se espera que los resultados representen patrones

de fosforilacién promedio.

Preparacion de fraccion proteica:

En ambos casos, se extrajeron las patas del nitrdgeno liquido y disecaron los musculos
correspondientes a la seccion del fémur (peso muscular estimado: 178 mg). Estos musculos
se procesaron en 1,5 mL de mezcla 1:1 de Solucion Rigor y TCA (cuando se utiliz6 un solo
paquete G se usaron 600 uL) siguiendo el protocolo ya reportado por Brito y col. 2011, y
comunicacion personal Ing. Franklin Méndez.

Composicion de gel de corrida: acrilamida 30% (1.65 mL) + buffer U/G pH 8.6 (refrigerado)
10x (1.30 mL) + glicerol (2 mL) + TEMED (3 pL) + APS 10% (5 uL)

Composicién final de gel de corrida: Acrilamida 10%, Buffer U/G pH 8,6 10X 26%, Glicerol
40%, TEMED 0,06%, APS 0,02%

Composicion de gel de apilamiento: H2O MilliQ (0,87 mL) + acrilamida 30% (0,841 mL) +
buffer u/g pH 8,6 (refrigerado) 10x (0,319 mL) + glicerol I (1,02 mL) + TEMED (4 pL) +
APS 10% (15 pL)

Composicién final de gel de apilamiento: Acrilamida 11,5%, Buffer U/G pH 8,6 10X 14,5%,
Glicerol 46,4%, TEMED 0,18%, APS 0,07%

Buffer de carga: 0,54 g Urea + 0,015 g de DTT diluido con 400 pL de Buffer U/G de corrida
concentrado (10X) + 200 pL de azul de bromofenol al 5%.

Corrida electroforética: 30 min a 50 V y posteriormente 5 horas a 200 V. (Comunicacion
personal Ing. Franklin Méndez)

Tiempo de coloracion y decoloracion: 1 h c/u.
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Software utilizado para andlisis: Gel-Pro Analyzer, v.3.0.00.00, Media Cybernetics,

Maryland, USA.

Resultados

Los estudios previos sobre el mecanismo AFC en musculo estriado de tarantula estuvieron
basados en evidencias estructurales (estructura de los filamentos gruesos de tarantula en
estado relajado y activado in vitro), bioquimicas (nivel de mono- y bi-fosforilacion de las
CLR de miosina en estado relajado y activado en homogenatos de filamentos gruesos in vitro)
y funcionales (velocidad de deslizamiento de filamentos delgados a lo largo de filamentos
gruesos en homogenatos). En este trabajo hemos puesto a punto una preparacion
experimental que permite registrar la fuerza mecanica de contraccion producida por un
musculo completo de las extremidades de la tarantula local Avicularia avicularia. La
preparacion en cuestion permite estimular eléctricamente musculos vivos disecados con la
finalidad de estudiar y caracterizar la contraccion muscular en sacudidas simples (y su
sumacion), trenes de sacudidas y tétanos no fusionados y fusionados, asi como los fenémenos
de potenciacién y potenciacion post-tetanica (PTP). Para ello estudiamos la fuerza mecéanica
de contraccion y nivel de fosforilacion de las CLR de miosina durante tales eventos, haciendo

especial énfasis en el paradigma “sacudida pre-tetanica — tétano - sacudida post-tetanica”.

Medicion de la fuerza de fuerza mecanica

Para las mediciones de fuerza mecanica se decidio utilizar el paquete de mayor tamafo
denominado G del musculo inicialmente identificado como “N°2” o flexor femoris cbensis,

por su cercania al exoesqueleto y porque presenta terminaciones tendinosas bien definidas
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en ambos extremos que fueron indispensables para la fijaciéon mecanica del paquete y/o fibras

en la cdmara experimental (Fig. 13).

Al evaluar las sacudidas simples producidas por paquetes G se encontraron dos tipos de

respuestas con amplitud pico y fase de relajacion distintas, las cuales se clasificaron

provisionalmente como “rapidas” y “lentas” (Fig.16) (ver discusion).
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Figura 16. a. Curso temporal de la fuerza de contraccion en condiciones isométricas
observadas en paquetes G de musculo flexor femoris cbensis de tarantula: “rapida” en rojo y
“lenta” en azul. b. Amplitud maxima (pico) de las sacudidas de musculos “rapidos” y “lentos”
en funcion de un nimero determinado de sacudidas espaciadas 30 segundos entre si.
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Al evaluar secuencias potenciadoras en paquetes G de tendencias isométricas distintas se

mantuvieron las diferencias ya descritas para el caso de sacudidas simples y adicionalmente

se observo una potenciacion significativamente mayor en el tipo “rapido” (Fig. 17).
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Figura 17. a-b-c y d-e-f: Registros de los cursos temporales de las fuerzas relativas de
contraccion para los casos “rapido” (en rojo) y “lento” (en azul).: (a,d) sacudida pre-tetanica,
(b,e) tétano (duracion: 3s, frecuencia: 20 Hz) y (c,f) sacudida post-tetanica; Las fuerzas
mostradas estan normalizadas contra la magnitud de la sacudida pre-tetanica (a) (% Pt).
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Aquellos paquetes G “rapidos” que se sometieron a la secuencia potenciadora mantuvieron
una fase de relajacion acelerada y aunque presentaron diferencias en la capacidad de llegar a

un plateau tetanico y en la magnitud pico de la sacudida post-tetanica (Fig. 18).
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Figura 18. a-b y c-d Registros de secuencia potenciadora (sacudidas pre-tetanica, tétanos (20
Hz, 3s) y sacudidas post-tetanicas) a la sacudida pre-tetanica respectiva, para dos paquetes G
de flexor femoris cbensis “rapidos” distintos. El inserto (e, recuadro rojo) muestra el final de
otro registro, en el mismo paquete G de los registros ¢ y d, donde se evidencio el
comportamiento post-tetanico de dos sacudidas adicionales respecto a d.
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Por otra parte, los paquetes G “rapidos”, a diferencia de los “lentos”, presentaron un marcado

fendmeno escalera a frecuencias tan bajas como 0,0167 Hz (c/60s). (Fig. 19)
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Figura 19. a-h. Conjunto de sacudidas simples a distintas frecuencias. i. Patron de sacudidas
Yy Su respectivo curso de potenciacion escalera segun N° de pulsos y frecuencia.
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Para cada ensayo se registraron las dimensiones del paquete G (n=14) (fig. 20) y el valor pico
promedio de las sacudidas pre-tetanicas y post-tetanicas para los paquetes G que se

sometieron a secuencias potenciadoras (n=11) (fig. 21).
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Figura 20. Dimensiones musculares de los paquetes G de musculos flexor femoris cbensis
utilizados. (n=14). La linea central representa la media; la caja * error estandar; los bigotes
representan maximos y minimos.
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maximo respectivo (VTM; Formula:

Sacudida

Valor tetanico maximo

la media; la caja * error estandar; los bigotes representan maximaos y minimos.
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Figura 22.a. Curva del curso temporal de recuperacion post-tetanica (Fig. 17) (“des-
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Electroforesis en geles de poliacrilamida Urea/Glicerol (U/G)

Con la finalidad de evaluar en muasculo de tarantula intacto (i.e. estimulacion lo mas similar
a in vivo posible), los distintos estados de fosforilacion desde la relajacion muscular a traves
de su respectiva activacion y hasta el cese de la misma, se utilizaron geles U/G para estimar
la fosforilacion de las CLR en distintos estados fisioldgicos: 1. relajado, 2. Al inicio estimado
del plateau tetanico y 3. Justo al final estimado del plateau tetanico o simplemente final del

tétano (Fig. 23).
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Figura 23. a. Geles U/G mostrando las tres bandas electroforéticas A, By C para las CLR
de masculo de tarantula congelado rapidamente en estado relajado y al inicio estimado y final
de un tétano producido por un estimulo tetanico (20 Hz, 3s) b. Porcentaje promedio del estado
de fosforilacion de las CLR en los tres casos mostrados en (a) (z error estandar). ¢. Curso
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temporal estimado del estado de fosforilacion desde relajacion hasta final de un estimulo
tetanico.

Discusion
Los musculos de las extremidades de taréntula son flexores y no extensores:
Las extremidades locomotoras de las tarantulas (y arafias en general) presentan en promedio

30 musculos por extremidad, desde el trocanter hasta el metatarso (Eurypelma spp (Dillon,
1952) (Ruhland y Rathmayer 1978) a diferencia de los insectos, que tienen unos 10 musculos
mientras que los crustaceos y escorpiones no mas de 16 musculos (Ruhland y Rathmayer
1978; Barth 1985). Al estudiar la anatomia del fémur de la tarantula Avicularia avicularia
(especificamente la cara anterior de la extremidad (siguiendo a Dillon, 1952 ver pag. 473))
no se encontraron coincidencias con la anatomia reportada previamente para otras especies
de arafias (Dillon, 1952, Ruhland y Rathmayer 1978). Respecto a la funcion muscular, la
denominacion de pares musculares flexores/extensores fue justificada por estos autores en
base a los sitios de insercién anatomica; sin embargo, desde 1944 se empez6 a reportar la
existencia de un mecanismo hidraulico como responsable de la extension de las extremidades
aracnidas, tanto en la su locomocién comdn como en la captura de sus presas (Ellis 1944,
Parry & Brown 1959, Wilson 1970, Kropf 2013). En base a esto podemos afirmar que la
actividad de los musculos de las extremidades ardcnidas estd exclusivamente asociada a la
flexion y mantenimiento de la postura y no a la extension de las extremidades, que es
solamente hidraulica. Dadas las importantes razones anatémicas y funcionales sefialadas se

decidié bautizar este masculo (flexor) como Musculo flexor femoris cbensis.

El estado de fosforilacion de las CLR de miosina de tarantula se modifica durante la
contraccién muscular

Consideraciones respecto a la posible existencia de fosforilacion artefactual:
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Para garantizar que se pudiese evaluar la fosforilacion nativa en musculos de tarantula
en condicidn relajada (punto 1) (Fig. 23 b.) se adopt6 la estrategia de inducir anestesia general
en el animal (Lewbart, 2012) asi como el congelamiento total del animal anestesiado puesto
que si se trabaja con extremidades escindidas se corre el riesgo de fosforilacion asociada al
aumento de calcio artefactual por la ruptura de las células musculares comprometidas en el
corte, tanto de forma directa, es decir fosforilacion de fibras celulares cercanas al corte por
dafio celular; como de forma indirecta, dado que las extremidades de tardntula Avicularia
avicularia no admiten el aislamiento del nervio central (Ruhland y Rathmayer, 1978) que
recorre la extremidad sin la destruccion concomitante de los musculos que lo rodean, por lo
que este nervio permanece embebido en la preparacion muscular (en el caso de extremidad
completa, Fig. 14 b), susceptible a cambios de potencial en la zona asociada al corte, cambios
que pudiesen suscitar la generacion y subsecuente propagacion de potenciales de accion a lo
largo del nervio, propiciando activacion muscular involuntaria y artefactual.

Sin embargo, especificamente para la estimacion del nivel de fosforilacion al inicio
estimado del plateau tetanico, (Fig. 23 b) tuvimos que partir obligatoriamente solamente de
paquetes G visto que se debia garantizar que el muasculo se encontrara relajado antes de
llevarlo al inicio estimado del plateau tetanico, sin permitir efectos de corte y/o disparos
nerviosos involuntarios. Tal procedimiento trajo como consecuencia dos desventajas
disminuyendo el rendimiento (i.e. sensibilidad de deteccion de fosforilacion) del ensayo: 1.
En estos casos solo se trabajé con el paquete G del M flexor femoris cbensis, es decir menos
de un masculo femoral por extremidad desechandose la mayor parte del tejido muscular
circundante (~ 8 musculos distintos diferentes), inutilizados durante la diseccion. 2.
Dificilmente se obtuvo el volumen minimo de musculo necesario para lograr su efectiva

homogenizacion en el homogeneizador utilizado.
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En cambio, para la evaluacion del patron de fosforilacion justo al final del tétano (Fig.
23 b) se asumi6 que en vista de la indole tetdnica de los estimulos utilizados, perderia
importancia cualquier posible pequefia eventual fosforilacion artefactual previa que seria
sobrepasada por el estimulo tetanico impuesto.

Al hacer estos experimentos al principio estimado y final del plateau tetanico no se
registro la fuerza producida para evitar el retraso que supone el desmontaje de la preparacion,
sin embargo visto que ya conociamos que con ciertos trenes de pulsos de frecuencia y
duracién preestablecidos (20 Hz, 250 ms 0 20 Hz, 3.000 ms) se producian respuestas tetanicas
(inicio estimado de plateau, no fusionadas en 250 ms y fusionadas en 3.000 ms, Figs. 18 d;

23), simplemente confirmamos visualmente que efectivamente ocurrian.

El nivel de fosforilacion de las CLR se modifica durante la contraccién muscular
segun prevé el mecanismo AFC

Los registros isométricos “rapidos” del tipo sacudida — estimulo tetanico - sacudida,
en conjunto con los patrones de bandas de CLR promedio (tanto en musculos “rapidos” y
“lentos”) encontrados y los niveles de fosforilacion mostrados en la figura 23 soportan las
conjeturas generales del mecanismo AFC de potenciacion post-tetanica relacionados a la
fosforilacion (Brito y col. 2011, Sulbaran y col. 2013, Espinoza-Fonseca y col. 2015, Alamo
y col. 2015, Alamo y col. 2016, Alamo y col., 2017a, Alamo y col. 2017b, Biasutto y col. en
preparacion).

Las diferencias entre los niveles de fosforilacion de musculos relajados intactos
reportados por Sulbaran y col. (Fig. 24 a) y los reportados en este trabajo (Fig. 24 b) se
explican porque en este Gltimo caso se evidencia un nivel de bi-fosforilacion del 1%

indicativo de la existencia de actividad muscular durante la anestesia por CO> que aplicamos
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para adormecer al animal. En contraste con el efecto de otros agentes anestésicos inhalatorios
como el halotano que parecen tener un efecto no especifico (Ueda, 2001) v.g. pueden volver
un musculo inactivo aun si se han removido los nervios (Bernard, 1875), resultados previos
sugieren que el CO> ejerce su efecto especificamente sobre el sistema nervioso de los
artrépodos y ademas, de manera diferencial (no afecta el sistema nervioso central (Badre y
col., 2005)), por tanto, aunque las tarantulas exhibieron pardlisis total, especulamos que el
efecto del CO2 no alterd la funcién postural de los muasculos flexorales de las extremidades
de las tarantulas (incluido el M flexor femoris cbensis) que se mantiene activa, mientras que
la extensa crio-anestesia usada por Sulbardn y col. 2013 deprime totalmente la actividad
postural, evitando tal fosforilacion artefactual. Es importante sefialar aqui que las tarantulas
normalmente pueden mantenerse erguidas en reposo y sin moverse por muchisimo tiempo,
en parte gracias a la accién postural de los musculos flexores de sus extremidades. La
anestesia por CO2 no modifica esta posicién erguida postural, a diferencia de la crio-anestesia
luego de la cual se pierde. En otras palabras durante la anestesia por CO2 los musculos
flexores se mantienen activos manteniendo la postura erguida, mientras que durante la crio-
anestesia estos musculos se relajan progresivamente hasta su relajacion total.

Es importante notar que el nivel de fosforilacion al inicio estimado del plateau
tetanico no se habia observado previamente puesto que la activacion de homogenatos por
adicion de Ca?* no permite reproducir in vitro situaciones in vivo dado que al preparar el
homogenato se destruye el mecanismo secuestrador de calcio del reticulo sarcoplasmatico,
que recupera el nivel de [Ca?*] a valores nanomolares en milisegundos (Hasselbach, 1964).

Por tal razon una vez que se aumenta la [Ca?'] el nivel de fosforilacion de las bandas
(~39:60:4% fig. 23 a) coincidio con lo propuesto por el mecanismo AFC en (Brito y col.,

2011), (Alamo y col.,2017) el cual predice que en cada sacudida simple debe ocurrir una

45



pequefia fosforilacion, cuya cantidad aumentara lenta y progresivamente hasta el inicio del
plateau tetanico), no quedando ninguna cabeza sin algin tipo de fosforilacion, maés
especificamente, que algunas de las cabezas monofosforiladas 35 se encontrarian
bifosforiladas (en serinas 35y 45) y todas aquellas cabezas que se encontrasen no fosforiladas
pasarian a monofosforilarse en Ser45 siguiendo una dindmica similar a la reportada (Fig. 23
c), resultando en la desaparicion de las cabezas no fosforiladas, prediccién congruente con el
patron encontrado (~0:78:21% (Fig. 23 a), el cual mantendria un efecto de potenciacion por
“memoria molecular” (Brito y col. 2011, Vandenboom 2017) indefinidamente si no hubiese
accion desfosforiladora continua de la FCLM.

En esta tesis se estudié el comportamiento de la MLCP mediante el protocolo de
recuperacion (ver métodos); protocolo este que reprodujo la curva de recuperacion de
potenciacion post-tetnica generada a partir del final de una meseta tetanica (~100%
fosforilacion CLR, Fig. 23) en paquete G rapidos (fig. 18 d) y mostrd una tasa de decaimiento
de 0,105 (1/7) y un tiempo de recuperacion total de ~600 segundos (Fig. 22).

Las implicaciones en la economia energética muscular ya fueron discutida en (Brito
y col, 2011) y plantean que la potenciacién durante y después del tétano en el musculo de
tarantula podria ser una ruta para generar mas fuerza cuando se necesite, mientras se ahorra
ATP cuando no. Lo que seria energéticamente favorable en un animal que pasa la mayoria
del tiempo inmdvil, con ocasionales rafagas de energia requeridas para capturar presas o
eludir predadores.

Los eventos asociados a la prediccion de fosforilacion total en el punto 3 no habia
logrado ser verificada mediante estimulacion in vitro puesto que los resultados in vitro no
mostraron un patron de bandas tan marcadamente activado (~100% CLR fosforiladas) (Fig.

24).
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Comparacion con el nivel de fosforilacion detectado en trabajos previos:

En el mdsculo intacto flexor femoris chbensis las células musculares y sus
compartimientos internos estan intactos, incluyendo la estructura del sarcomero, mientras
que en los homogenatos necesariamente se destruyen las membranas, compartimientos
intracelulares y sarcomeros, mezclandose todas las enzimas presentes, ocurriendo proteolisis,
etc.

Por una parte en la potenciacion tetanica en musculo intacto la accién de la QLCM
activada es mayor que en el homogenato, preservandose de ser monofosforiladas en Ser45
una parte de las cabezas bloqueadas (Fig. 24). Por otra parte también esta presente la
importante accién exhaustiva de la QLCM activada en masculo intacto, monofosforilando
en Ser45 todas las cabezas bloqueadas y bifosforilando gran parte de las cabezas libres en
Ser45 implicando la importancia de la presencia del sarcomero en su accion enzimatica,
consistente con evidencias de que la QLCM estaria ligada a los filamentos delgados (Hatch
y col., 2001) y restriccion esta que deberia ser incluida en el mecanismo AFC.

Adicionalmente esta la organizacién helical del filamento grueso, que sabemos por
microscopia electrénica se mantiene en los filamento gruesos presentes tanto en el
homogenato de musculo de tarantula (Crowther y col. 1985), asi como en musculo
desmembranado de tarantula como se deduce de los patrones de difraccién de rayos-X
(Alamo y col. 2017a, Dr. Roger Craig, comunicacion personal) aunque no tenemos evidencia
por ninguna de estas técnicas de dicha presencia helical en musculos de tarantula en
contraccion bien sea en homogenatos 0 musculos intactos. En la activacion por Ca?* del

homogenato este arreglo helical de cabezas de miosina se desordena completamente (Craig
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y col. 1987), sin embargo no se han hechos estudios de difraccion de rayos-X en musculo de
tarantula en contraccion.

Una posible explicacion a los resultados mostrados en la Fig. 24a (Homogenato
activado) y 24b (Final de tétano) pudiera ser que durante la activacion del homogenato, la
QLCM no pudiera acceder a todas las cabezas bloqueadas como lo revela el alto nimero de
cabezas bloqueadas presentes en la banda no fosforilada; mientras que durante la activacion
por contraccion tetanica de musculo intacto ocurriria un desordenamiento tal del arreglo
helical producto del estrés mecénico por estiramiento al que estan sometidos los filamentos
gruesos, por estar mecanicamente restringidos en el sarcomero, lo cual permitiria acceso total
a la QLCM vy por tanto produciria la desaparicion de la banda no fosforilada, es decir todas

las cabezas bloqueadas pasarian a estar fosforiladas.

Relacion entre los diferentes registros de fuerza mecanica presentados y el mecanismo
AFC
Aunque hay fuentes que catalogan los musculos esqueléticos de arafias como musculos

estriados tipicos (Foelix 2010), esta aseveracion solo concierne al aspecto ultraestructural,
como Yya discutimos en la restriccion 4 sefialada previamente. Los resultados de este estudio
apoyan la idea de la existencia de dos tipos predominantes de fibras musculares en los
paquetes G ensayados, dentro de la cual resaltaron dos tendencias distintas en cuanto a la
fuerza pico generada, la fase de relajacion, la potenciacion post-tetanica y “memoria
molecular”, y el fenémeno Escalera o “Treppe”. A continuacion se discuten estas
discrepancias de acuerdo a los tipos de respuesta isométrica evaluados, i.e sacudida simple y

estimulos tetanicos.
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Fuerza generada

1. Sacudidas: algunos paquetes G manifestaron sacudidas simples ~25% mayores que
las sacudidas de otros paquetes (Fig. 16, rojo); resultados que parecen coincidir con datos
histoquimicos previos referentes a musculo estriado de arafia los cuales indican que estos
musculos estan conformados por al menos dos tipos de fibras, unas de metabolismo
principalmente anaerdbico/glicolitico y mayor actividad ATPasica que las otras, de
metabolismo principalmente oxidativo (Maier, 1987).

2. Estimulos tetanicos: La magnitud tetanica generada por paquetes de ambas
tendencias isométricas fue similar, evento desconcertante puesto que se esperaria que el
tétano producido por las fibras de hipotético metabolismo principalmente oxidativo y menor
actividad ATPasa generasen tétanos de magnitud tetanica inferior. Incluso, si se hubiesen
examinado los patrones de fosforilacion solamente para los paquetes G con estas
caracteristicas, se esperaria una actividad fosfatasa menor respecto a los paquetes G de la otra
tendencia isométrica. (Ryder y col., 2007).

Fase de relajacion

1. Sacudidas Unicas: algunos paquetes G presentaron una fase de relajacion mas
rapida que otros tanto en sacudidas simples (Fig. 16, rojos) como potenciadas tetanicamente
(Fig. 17 a,c). Este fendmeno se ha reportado en masculos de otras especies clasificados
histoquimicamente y/o electrofisiolégicamente como rapidos (Hoyle, 1978; Smith, 2014).
No se discutira su relacion con la fosforilacion de CLR puesto que musculos rapidos que no
presentan fosforilacién de CLR (M lumbricales de ratén) (Smith y col. 2014) reportaron una
fase de relajacién similar, lo que pareciera indicar que esta relajacion acelerada esta

desacoplada de la fosforilacion, sin embargo las evidencias no son concluyentes
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(Vandenboom, 2017). Al respecto es de hacer notar que la fase de relajacion esta mayormente
asociada a la regulacion por actina.

2. Tétanos: algunos paquetes presentaron una fase de relajacion tetanica que parecid
reflejar un solo proceso de descenso, aunque hubo paquetes en los cuales la relajacion estuvo
conformada por dos procesos sucesivos, una disminucion rapida de la generacion de fuerza
y luego un cambio que conllevé un notable enlentecimiento de la relajacion, (Fig.17 b, e),
cambio que se especula pudo deberse a que las fibras de estos paquetes pueden poseer alta
resistencia a la fatiga o “tonicidad” (contraccion lenta y duradera), tal como reportd Hoyle,
G. 1978 al estudiar las fibras lentas de otro artropodo (Locusta migratoria); a la presencia de
un tercer grupo de fibras de caracteristicas netamente ténicas o que la diferencia en fase de
relajacion se deba a un artefacto mecénico del montaje, i.e que uno de los extremos de la
preparacion se desajustase a causa de la fuerza generada por el tétano (recordar que la cdmara
fue disefiada para fibra aislada); sin embargo las fases de relajacion de las sacudidas simples
(que producen muchisima menos fuerza) también se vieron enlentecidas (Fig. 17 d, f). Al
respecto es de hacer notar que en esta fase de relajacion el factor primordial es la regulacion
por actina.

Potenciacion post — tetanica y “memoria molecular”

Segun el mecanismo AFC propuesto para tarantula este tipo de potenciacion debe su
origen a una disminucion de la tasa de transicion de puentes entrecruzados de estado activado
a relajado asociada a la fosforilacion de CLR y el tiempo que pueda durar esta potenciacion
(memoria molecular) dependera de la actividad especifica de la quinasa/s y fosfatasa/s del
musculo de tarantula asociadas a este proceso (ver discusion del mecanismo mas abajo). En

nuestros resultados observamos que la potenciacion post-tetanica se produjo (aunque en
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magnitud variable, desde 1,5X (Fig. 17 f) a ~110 veces (Fig. 18 d)) en todos los registros
isométricos en los cudles se realizd la secuencia potenciadora; al respecto se propone que tal
oscilacion en la potenciacion se debi6 a una concentracion de MLCK variable dentro de cada
tipo de fibras que conforman al paquete G, como por ejemplo sucede entre las fibras rapidas
y lentas de raton (Ryder y col., 2007), ademas que pensamos que para algunos de estos
registros ocurrieron algunos de los problemas expuestos en las limitantes del montaje, por
ejemplo en la Fig. 18 suponemos que en el primer caso, se reclutaron menos fibras
generandose un estimulo incompleto que reporto una potenciacion post-tetanica de ~40 veces
(Fig. 18 b), mientras que en el 2do caso se recluto una mayor proporcion de fibras y se reportd
una potenciacion post tetanica de ~110 veces (Fig. 18 d).

Basandonos en lo anteriormente dicho concluimos que los muasculos de tarantula
estan conformados por al menos dos tipos de fibras que manifiestan respuestas isométricas
distintas, y las hemos clasificado como rapidas aquellas que registren, simultdneamente,
sacudidas con una fase de relajacion acelerada y una potenciacion post-tetanica igual o mayor
a ~3X respecto a la sacudida pre-tetanica; mientras que las que presenten una fase de
relajacion enlentecida y potenciacion post-tetanica menor o igual a 1,5X han sido clasificadas
como lentas, relevando el intervalo mayor que 1,5X y menores a 3X a masculos con
poblacion de fibras mixtas.

Fendmeno de Escalera o “Treppe”

La existencia del fenémeno de escalera (0 “Treppe”) (Fig.19) encontrado en los
musculos de las extremidades de tarantula Avicularia avicularia que reportaron respuestas
“rapidas” parece indicar que la actividad de las quinasas es tal como se considera en el

Mecanismo AFC (Brito y col., 2011, Alamo y col., 2017a), es decir la fosforilacion comienza
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a jugar un papel potenciador apenas la [Ca2+] aumenta por encima del umbral, i.e una
pequefia fraccion de MLCK empieza a activarse fosforilando una pequefia fraccion de CLR
en Ser45 y simultdneamente la MLCP esté siempre desfosforilando, aunque a una tasa menor
que la quinasa, similar a la actividad de MLCP reportada por Ryder y col., 2007 en musculo
rapido de ratdn.

Si bien la aparicién de este fendmeno se corresponde con lo reportado en otro tipo de
ensayos con musculo estriado de mamifero (Gruber, 1923, Krairup, 1981), en este caso el
incremento de la amplitud pico fue ~50% mayor respecto al reportado por Krairup, (1981)
con musculo de rata. Puesto que se trabajé con musculo completo podria argumentarse que
puede tratarse de un problema de reclutamiento, aunque el hecho de que suceda una
potenciacion tan marcada a frecuencias tan bajas como las reportadas en la Fig. 19 podria
sugerir que la concentracion de la MLCK en musculo de tarantula es mayor que en el de rata.

La razon por la cual se llevd a cabo un protocolo estabilizador —utilizado
frecuentemente en el campo de electrofisiologia muscular- de 10 pulsos a 0,03 Hz previo a
todos los registros realizados fue para inducir al paquete G a producir una cantidad de
fosforilacion tal que, para determinada frecuencia (0,03 Hz), las sacudidas generasen la
misma cantidad de fuerza i.e. mismas condiciones iniciales y asi poder comparar las
relaciones relativas de amplitud pico:valor tetanico maximo o amplitud pico pre-tetanica :
amplitud pico post-tetanica entre registros. Esto pudiera ser importante a los efectos de
corregir problemas de estimulacion y reclutamiento como los mencionados previamente, sin
embargo en vista de que el mecanismo CPA predice que toda activacion producira un
correspondiente nivel de fosforilacion, estos protocolos estabilizadores pueden ademas

alterar el nivel de fosforilacion del musculo.
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Por esta razon es importante destacar que entre registros distintos del mismo paquete
se esperd un tiempo prudencial (10 min) de recuperacién des-potenciadora por la FCLM —
que esta siempre activa- y que como se muestra en la Fig. 22, luego de un plateau teténico,
reportd ser de al menos 600 s.

No se reportan registros del tipo escalera para masculos que presentaron respuestas
“lentas” puesto que, incluso a tan bajas frecuencias como las mostradas en la Fig. 19, el
retraso caracteristico en la fase de relajacion de estos no permitié una llegada a la linea base
lo suficientemente répida para que no interfiriese con la siguiente sacudida, es decir, en los
paquetes G lentos fue més fécil la sumacion y la fusion teténica.

Debido a que los paquetes G de M flexor femoris cbensis “rapidos” se presentaron en
mayor proporcion (~73% vs ~27%) se decidi6 asignarles el peso principal al discutir estos

resultados en cuanto al mecanismo AFC.

Los resultados presentados en este trabajo apoyan la presencia del mecanismo AFC
en masculo intacto de tarantula
Evidencias adicionales (Espinoza-Fonseca y col. 2015, Alamo y col. 2015, Alamo y

col. 2016, Biasutto y col. en preparacion) han permitido afinar el mecanismo AFC
originalmente propuesto (Brito y col. 2011, Sulbaran y col. 2013) tal como se muestra en la
Fig. 25.

El mecanismo AFC explica como la fosforilacion en dos serinas (Ser35 y Ser45)
permite la liberacion secuencial de las cabezas bloqueadas. EI mecanismo original fue
propuesto en base a la estructura del motivo de CIM PDB 3DTP de tarantula y del filamento
grueso de tarantula, niveles de no-, mono- (constitutiva en Ser35, potenciadora en Ser45) y

bi-fosforilacion (en Ser35 y Ser45) de la CLR de miosina de las cabezas blogueadas y libres,
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y la evidencia de que filamentos gruesos de tarantula deslizaban filamentos de F-actina solo
en presencia de Ca?*.

Estos estudios previos en activacion con Ca?* fueron realizados solo en homogenatos
de filamentos gruesos de tarantula a diferencia de los presentados en este trabajo que fueron
hechos en muasculos completos de tardntula intactos en condiciones cercanas a in vivo. La
presencia de potenciacion post-tetanica en musculos estriados de artrépodos quelicerados
como tarantula (Fig. 16 y 17) y escorpion (Fig. 6, Gilly y Scheuer 1984) y el incremento de
la mono- y bi-fosforilacion; escaso al principio de los tétanos fusionados (Fig. 25) pero
substancial a su final (Fig. 26), con la concomitante desaparicién total de las CLR no
fosforiladas en musculo intacto estriado de tardntula (Fig. 22), apoyan fuertemente el
mecanismo AFC propuesto.

Estudios en curso permitiran dilucidar si este aumento en la fosforilacion en Ser45
ocurre progresivamente, incrementandose linealmente en funcién del tiempo (Fig. 23c, lineas
solidas de color verde y rojo) (Duno y col. en preparacion) tal como lo predice dicho
mecanismo asi como la estructura del arreglo de cabezas de miosina en filamentos gruesos
activados en homogenatos de musculo en contraccion estudiados por microscopia electronica
y en musculos intactos en contraccion estudiados por difraccion de rayos-X.

El mecanismo AFC (Fig. 25) ha sido propuesto para musculo esquelético de tarantula
en base al modelo cuasi-atomico del filamento grueso de tarantula (Brito et al. 2011, Subaran
et al. 2013) y otras evidencias (Espinoza-Fonseca et al. 2015, Alamo et al. 2015, Alamo et al.
2016, Alamo et al. 20173, Biasutto et al. en preparacion). Las evidencias electrofisiologicas y
bioquimicas reportadas en esta Tesis apoyan fuertemente dicho mecanismo en musculo de

tarantula intacto en condiciones cercanas a in vivo.
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Alcance del Mecanismo AFC
El mecanismo AFC puede extenderse -con algunas modificaciones- a los musculos

esqueléticos de otros artropodos quelicerados como Limulus y escorpidn que también exhiben
filamentos gruesos con cuatro hélices similares al mostrado en la Fig. 10 para tarantula. Estas
modificaciones son necesarias porque, a diferencia de la miosina de tarantula que tiene una
sola CLR (Hidalgo y col., 2001), las miosinas de Limulus y escorpion tienen dos CLR (Sellers,
1981) (Linarez, 2002). Estudios futuros permitiran dilucidar cuales serinas son fosforiladas en
ambas CLR y como afecta la presencia de dos CLR fosforilables al mecanismo AFC,
probablemente mas complicado que el de tarantula.

Extender el mecanismo AFC a musculo esqueletico de vertebrados anfibios como rana
o mamiferos como ratén implica aun mayores modificaciones, ya que los filamentos gruesos
de vertebrado: (1) exhiben tres hebras cuasi-helicales y no cuatro completamente helicales
como tarantula, (2) contienen proteinas auxiliares como cMyBP-C que enlazan los filamentos
gruesos y delgados (Luther y col., 2011) y titina no presentes en tarantula, y (3) las CLR de
vertebrado solo tienen una serina fosforilable y no dos como tarantula. Ademé&s es muy
importante tener en cuenta para tal extension las diferencias morfolégicas, ultraestructurales y
estructurales del sistema de tubulos T y del RS asi como la diferencias de los mecanismos de
AEC en invertebrados y vertebrados, como discutimos a continuacion:

En primer lugar, y en referencia a las bases morfoldgicas, ultraestructurales y
estructurales del sistema de tabulos T y el RS, es importante mencionar que: (1) las fibras de
musculos estriados de escorpion tienen un sistema de tubulos T geomeétrica y eléctricamente
mas simple que el de vertebrado: cada tubulo es un cilindro orientado radialmente con una
abertura prominente al espacio extracelular estableciendo numerosas uniones diadicas con

un extensamente desarrollado RS (Gilai and Parnas, 1972), como ha sido confirmado por
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estudios ultraestructurales del muasculo estriado de la cola del escorpion Tityus discrepans
que mostraron la existencia de diadas y podocitos ubicados en los extremos de las miofibrillas
entre la banda A e | (Linarez 2002); y (2) las fibras de los musculos estriados flexor
metatarsus longus de la tardntula Avicularia avicularia (Guerrero and Padron, 1992)
muestran también este arreglo diadico (Guerrero y Padrdn, comunicacion personal), asi como
también las libélulas (spp.) y moscas (Musca sp.) (Takekura y Franzini-Armstrong, 2002).
Podemos entonces concluir, en acuerdo con Gilai y Parnas (1972), que a pesar de la distancia
filogenética entre artrépodos y vertebrados, las uniones diddicas T:RS de mdusculo
esquelético de escorpion y tardntula son similares a las descritas para rana (Franzini-
Armstrong, 1973).

En segundo lugar es importante notar que a pesar que el AEC ha sido caracterizado
ampliamente en musculo esquelético de vertebrado (Caputo 2011) no ha sido asi en tarantula,
aungue si ha sido estudiado en musculos esqueléticos de otros artrépodos como quelicerados
(escorpion (Gilly and Scheuer, 1984)) y crustaceos (Balanus nubilus (Caputo and Dipolo,
1978)), entre otros. Estos estudios dieron lugar a rasgos notorios (1) El transmisor de la placa
motora de los artrpodos es glutamato( Takeuchi, 1987, Kvamme, 2018), (2) En el caso de
escorpion se encontr6 que la dependencia de voltaje de la activacion contractil era similar a
la de rana, sin embargo los musculos de ambas especies difieren en su dependencia del Ca?*
extracelular para la contraccion: en escorpion la presencia de Ca®" extracelular es
indispensable para la activacion voltaje-dependiente de la contraccion (Gilly and Scheuer,
1984). Esta dependencia del Ca?* extracelular también ha sido reportada en otros artropodos
(Padron 1974, Caputo, DiPolo y Padron 1974), (Caputo and Dipolo, 1978) ,(Zacharova y
Zachar, 1967); (Fabiato, 1983); (Gilly y Scheuer, 1984); (Mounier y Goblet, 1987); (Tanabe y

col., 1991); (Bers, 1991); (Gyorke y Palade, 1993, 1994). Asi mismo, tambien ha sido
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reportado que los receptores de dihidropiridina no interactuan estericamente con los receptores
de rianodina en el musculo estriado de artropodo; por lo que se cree que el Ca?* que entra con
el potencial de accion, puede jugar el papel de activar la contraccién y ademas activar los
canales receptores de rianodina para inducir liberacion de calcio del reticulo sarcoplasmatico.
(Takekura y Franzini-armstrong, 2002).

El mecanismo AFC (Fig. 25) permite controlar la liberacion secuencial de cabezas de
miosina habilitando la produccién de fuerza inmediatamente en sacudidas y sumaciones de
sacudidas, la potenciacion reversible de fuerza mecanica en tétanos y la memorizacion
reversible de la potenciacion post-tetanica, economizando energia en términos de ATP por
super-relajacion (Stewart y col., 2010) en artrépodos como tarantula (Naber y col., 2011)
(Alamo y col., 2016) y vertebrados (Cooke, 2011). EI mecanismo AFC en artrépodos
quelicerados como las arafias puede haber sido modificado evolutivamente en los
vertebrados, concomitantemente con una modificacion de los mecanismos de AEC y
estructuras del acoplamiento T:RS para permitir un control mas eficiente de los niveles del
Ca2" mioplasmatico presente.

Tabla Il. Comparacion del nivel de fosforilacion en masculo de tarantula

Banda | Tipode Mdsculo Homogenato | Musculo | Mdsculo | Musculo
fosforilacion intacto de musculo intacto intacto intacto
Relajado Ca’*- Relajado | Principio | Fin del
Activado estimado plateau
del plateau
A No-F 74+9(44) |31+12(40) [39+133[39+18(2) |0+0(8)
4
B Mono-F 26+9(44) |60+11(40) |55+ 10,460 + 14,8 |78 +31
4 (2) 8)
C Bi-F 0 10 + 5 (40) 1 +061[4+34(2) |21+32
4 8)
Sulbaran vy | Sulbaran vy | Fig. 23 Fig. 23 Fig. 23
col. 2013 col. 2013

(x Error estandar.)
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Figura 24. a. Porcentaje promedio de los estados de fosforilacion de las CLR reportados por
Sulbarany col., 2013 mediante geles U/G de musculo intacto relajado y homogenato activado
por calcio exdgeno (Sulbaran y col. 2013) y b. Porcentaje promedio de los estados de
fosforilacion de las CLR reportados en este trabajo mediante geles U/G de musculo intacto
relajado y musculo intacto activado eléctricamente hasta el inicio del plateau tetanico o su
final. Las barras muestran el valor promedio + error estandar.
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Interacciones intra-moleculares del MCI de miosina: = Formadoras (g, f) = Reguladoras (RLC-RLC) & Estabilizadoras (e, d, a) & Estabilizadoras (rompiéndose y reformandose en el balanceo (e, d, a)
Interaccionesinter-moleculares del MCI de miosina: & Ancladoras (h, j, i} &= Interhelicales (b,¢c) & Interhelicales (rompiéndoy reformandose en el balanceo) (b, ¢}
Tasa de intercambio de ATP : muy lenta (ML) = 18005, lenta (L) = 250-300s, répida (R) <30, muy rdpida (MR} <0.1s

Figura 25. Mecanismo de activacion por fosforilacion cooperativa (AFC) propuesto para
musculo estriado de tarantula. En el estado activado el mecanismo AFC (d-g) explica, en
base a la estructura del MCI de miosina en estado relajado (c) , el reclutamiento diferencial
de cabezas libres (CL) balanceadoras (c,d) (en azul) en exposiciones breves a Ca?* (d) para
sacudidas simples o su sumacion (insertos en “d”, o el reclutamiento progresivo de cabezas
bloqueadas (CB, en verde) en exposiciones prolongadas a Ca®* (e-g) para tétanos no
fusionados (f) (inserto) o fusionados (inserto) (g). En la parte inferior se muestra la tabla de
formacion y eliminacion de las interacciones del MCI de miosina intramoleculares
(formadoras, reguladoras y estabilizadoras) e intermoleculares (ancladoras e interhelicales)
para el mecanismo AFC mostradas con barras de diferentes colores en b-g. QPC: Quinasa
proteina C. Modificado de Alamo y col. 2017.
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Figura 26. Mecanismo de contraccion del sarcomero de musculo estriado de tarantula basado
en el mecanismo AFC mostrado en la Fig. 25. En la figura se muestra la mitad de un
sarcomero simplificado (formado solo por un filamento grueso y dos delgados entre la linea
My Z) en estado relajado en reposo (a) y activado por vez primera (b, ¢). En el estado relajado
en reposo (a) las cabezas balanceadoras desprendidas estan listas para producir fuerza. Las
Ser45 en el estado relajado en reposo estan defosforiladas como se muestra en el gel en la
parte superior izquierda. Al aumentar brevemente la [Ca®"] por encima del umbral (b)
(recuadro azul) estas cabezas balanceadoras desprendidas producen fuerza en sacudidas
simples o sumacion de sacudidas simples (inserto derecho) con los filamentos delgados
activados por Ca®* a través del mecanismo regulador de troponina y tropomiosina. Al
extenderse la exposicion a una [Ca®'] por encima del umbral se activa la QCLM a
Ca?*4.CaM.QCLM que fosforila secuencialmente en Ser45 las CLR de las cabezas libres y
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bloqueadas segun el mecanismo AFC (Fig. 24), como se muestra en el gel del lado derecho
obtenido al principio de un tétano no fusionado, mostrado en el inserto en (c) (recuadro rojo).
Esta fosforilacion en Ser45 al principio del tétano produce una potenciacion parcial de fuerza
ya que solo se recluta un nimero de cabezas del total de cabezas disponibles. Al finalizar el
estimulo tetanico la [Ca?*] disminuye por debajo del umbral produciéndose el estado relajado
post-tetanico (e), desactivandose los filamentos delgados por lo cual no se produce fuerza.
El estado relajado post-tetanico (e) inmediato a la disminucion de la [Ca?*] por debajo del
umbral solo se diferencia del estado relajado en reposo (a) por la presencia de fosforilacion
remanente en Ser45, “memorizada” del tétano previo en (c). Como la fosforilacion en Ser45
“memoriza” el ultimo namero de cabezas desprendidas disponible para producir fuerza en
(c), un nuevo aumento breve de [Ca?*] por encima del umbral hace que ese Gltimo ndimero
de cabezas desprendidas produzca una fuerza semejante a la producida al final del tétano
como se muestra en el inserto a la derecha de (f). Como la FLCM siempre esta activa
desfosforilando las Ser45 fosforiladas, una vez que la [Ca?*] disminuye por debajo del umbral
luego del final de la estimulacion teténica en (c), el nimero de cabezas fosforiladas en Ser45
empieza inmediatamente a disminuir progresivamente, de manera tal que la magnitud de la
fuerza de una sacudida post-tetanica depende del tiempo transcurrido desde la finalizacidn
del estimulo tetanico, disminuyendo progresivamente en funcion del tiempo. La
memorizacion de cabezas desprendidas produce la potenciacion post-tetanica, mostrada en
el inserto del lado derecho de (f), explicando su origen en términos moleculares. La FCLM,
que estd siempre activa, desfosforila las Ser45 fosforiladas de las cabezas en el estado
relajado post-tetanico (e), reformando progresivamente (~600s, Fig. 21) el arreglo en hélice
de las cabezas de miosina (que reenlazaron ATP al inicio de la relajacion produciéndose el
cambio de estructura de las cabezas del estado abierto a cerrado) alrededor del esqueleto del
filamento grueso por la reformacion progresiva de las interacciones intra- e intermoleculares
de los MCI de miosina (Fig. 24, tabla inferior), retornando progresivamente al estado relajado
en reposo original (a), “borrando” la “memorizacion” de cabezas previamente listas para
producir fuerza. Basado en Brito et al. 2011 y Alamo y col. 2017a

61



CLR Estado activado
Exposicion breve a Ca?* Fil delgad ivados por Ca?*
A3 No F "
¥
B—1=§ Mono F< pSer3s constitutiva o
Cc—1—3 Bi F N - -
¥4 Las cabezas p i ] fuerza en simples
~ caM Las Ser45 permanecen defosforiladas
5 ca?", Serd5 CLR
Estado relajado en reposo T Ca P
M Fi d St
A
1, - 1 4 Ca?*- CaM AP B < - dseras
< LQcLm A—’ 1 Ca?*,.CaM.QCLM d < psens
Las cabezas balanceadoras desprendidas estan listas para producir fuerza pSerd5 CLR  +Fin del plateau
LasSer45 estan defosforiladas el 241
por Ca
o | ¥ |
2 0@“6}“ ) \
+ G~
\0 La progresiva en Ser45 prod! la iacion progresiva de fuerza
Estado relajado post-tetanico
Filamentos delgados desactivados
La ilacion en Ser45 el nimero de cabezas desprendidas » Estado activado
os,,_ Exposicion breve a Ca?** Fil: ivados por Ca?*-
'e e -
D3,
f

La de cabezas despl p lap post-tetanica

Figura 27. Mecanismo de contraccion del sarcomero de muasculo estriado de tarantula similar
al mostrado en la Fig. 26 pero mostrando en (c) el estado final del plateau de un tétano
fusionado en el cual se han reclutado todas las cabezas disponibles para producir fuerza,
mostrandose el gel (recuadro derecho) obtenido al final del plateau del tétano fusionado Ver
leyenda de la Fig. 26. Basado en Brito et al. 2011 y Alamo y col. 2017a

Conclusiones

1.-Se estandariz6 una preparacion que permite registrar la fuerza mecanica de la contraccion
de musculos estriados de tarantula asi como determinar, durante tétanos fusionados, el nivel
de fosforilacion de las CLR de miosina.

2.- Se encontr6 que el masculo estriado femoris cbensis G de las extremidades del artropodo
quelicerado tarantula presenta el comportamiento tipico de fibras rapidas y lentas reportado

en algunos musculos estriados de vertebrado anfibios y mamiferos.
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3.- Usando el paradigma “sacudida pre-tetanica — tétano - sacudida post-tetanica” se
demostrd en el musculo femoris cbensis la presencia del fendmeno de potenciacion post-
tetanica, exhibiendo caracteristicas similares al reportado para musculo estriado de
vertebrado y de otro invertebrado quelicerado como el escorpion.

4.- Se encontro que el nivel de fosforilacion de las CLR de miosina, en comparacion con el
encontrado en masculo relajado, se modifica muy poco al principio estimado del plateau
tetadnico: la mono- y bi-fosforilacion en Ser45 aumenta escasamente (+5 y +3%
respectivamente). En contraste, al final del plateau ocurre un aumento substancial de la
mono- y bi-fosforilacion en Serd5 (+23 y +20% respectivamente) concomitante con la
desaparicion total (-39%) de las CLR no fosforiladas.

5.- La potenciacion post-tetanica y el incremento de la mono- y bi-fosforilacion; escaso al
principio estimado del plateau tetanico pero substancial a su final, con la concomitante
desaparicion de las CLR no fosforiladas, apoyan fuertemente el mecanismo AFC propuesto
para tarantula. Estudios futuros permitiran dilucidar si este aumento ocurre progresivamente
hasta el final del tétano, o si se incrementa exponencialmente en el tiempo transcurrido desde

el inicio del tétano hasta el inicio del plateau como lo predice dicho mecanismo.

Recomendaciones

e Ensayos con compuestos bloqueantes del sistema nervioso de la tarantula (e.g. curare)
e Utilizacion del pegamento celular MyoTak ™ (IonOptix, Irlanda) 0 similares para
tratar de fijar fibras aisladas de musculo estriado de tarantula sin necesidad de

extensiones de tejido conectivo enddgeno.
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e Estudio de la fuerza mecéanica y el patron de fosforilacion desde la relajacion hasta la
total activacion tanto en condiciones normales como bajo el efecto de potenciadores

de la contraccion muscular.
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