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TRANSITORIOS DE CA* DE FIBRAS DE FLEXOR DIGITORUM BREVIS
Y SOLEUS DE RATON DISOCIADOS ENZIMATICAMENTE: (LAS
DIFERENCIAS CINETICAS PODRIAN ASOCIARSE CON DIFERENTES
TIPOS DE FIBRAS?

CA* TRANSIENTS FROM ENZYMATICALLY DISSOCIATED. MURINE
FLEXOR DIGITORUM BREVIS AND SOLEUS FIBERS: ARE KINETIC
DIFFERENCES ASSOCIATED WITH DIFFERENT FIBER TYPES?

Juan C. Calderon'?, Pura Bolarios', Carlo Caputo'

RESUMEN

Se utilizaron fibras de flexor digitorum brevis (FDB) y Soleus de ratén disociadas enzimaticamente
para comparar los transitorios de Ca®* de las fibras tipos I, IIA y IIX/D cargadas con el colorante
fluorescente MagFluo4-AM, de gran rapidez de respuesta. En el FDB se encontraron dos morfologias
diferentes de transitorios, denominadas tipo I (MT-I) y tipo II (MT-II). Los parametros cinéticos de
los transitorios simples MT-I (13 fibras, 21%) y MT-II (50 fibras, 79%) fueron: amplitud («F/F):
0,41£0,05 vs. 0,71=0,03: tiempo de ascenso (ms): 1.41x0,13 vs. 1.0+0.02; ancho medio (ms):
10+0,82 vs. 3,88+0.11; tiempo de caida (ms): 43.8+2,32 vs. 21,2+0.85: y constantes de caida (vt
ms): 2,58+0,18 y 31,42+2.48 vs. 1,5+0,05 y 13.24+0.6. respectivamente; todas las diferencias fueron
estadisticamente significativas. En el Soleus todos los transitorios fueron MT-I (n=21) y sus
parametros cinéticos fueron similares a los clasificados MT-I de FDB, excepto el ancho medio y el
tiempo de caida. Los tétanos MT-I mostraron una forma de escalera y su caida ajusté con una
exponencial, mientras que los MT-II no mostraron esta forma y su cafda ajusté con una doble
exponencial. Experimentos preliminares sugieren una relacion dirccta entre la morfologia de los transi-
torios y los tipos de miosina determinados con anticuerpos monoclonales y electroforesis. Estos
resultados sugieren que las sefiales MT-I provienen de fibras tipo I y IIA mientras las MT-II corres-
ponden a fibras tipo I1X/D y pueden proporcionar un criterio de identificaciéon de los tipos de fibras
vivas en musculos esqueléticos. (FONACIT G-2001000637 y G-2005000372).

ABSTRACT

Enzymatically dissociated flexor digitorum brevis (FDB) and Soleus fibers from mouse were used to
compare the kinetics of electrically elicited Ca® transients of fiber types I, IIA and I11X/D, using the
fast Ca** dye MagFluo4-AM. For FDB two Ca*" transient morphologies, types I (MT-I, 13 fibers,
21%) and II (MT-II, 50 fibers, 79%) were found. The kinetic parameters being: amplitude («F/F):
0.41+0,05 vs. 0,71+0,03: rise time (ms): 1,41£0,13 vs. 1,0+0,02; half width (ms): 10+0,82 vs.
3,88+0,11; decay time (ms): 43,8+2,32 vs. 21,2+0,85; and time constants of decay (t; y.t,, .ms):
2,58+0.18 and 31,42+2.48 vs. 1,5£0,05 and 13.24%0.6. respectively; all comparisons being
statistically different. For Soleus (n=21) only MT-I was found. with similar characteristics to MT-I
from FDB, except for the half width and decay time. Tetanic transients MT-1 showed a staircase
shape and the decay was fitted with one exponential, while MT-II did not show this shape and the
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decay was fitted with two exponentials. Preliminary experiments show a direct relationship between
transient morphology and myosin type present in the fibers as determined using monoclonal
antibodies and electrophoretic procedures. The results suggest that signals classified as MT-I may
correspond to fibers types I and IIA while those classified as MT-II may correspond to fibers IIX/D.

(FONACIT G-2001000637 y G-2005000372).
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INTRODUCCION

Los diferentes masculos esqueléticos tienen di-
ferentes propiedades contractiles. Ranvier descri-
bi algunas caracteristicas de los musculos rojos
y blancos hace ya mas de un siglo (Ranvier,
1873), y en las ultimas décadas se ha acumulado
tmformacién sobre algunas de estas diferencias
(revisado en Close 1972 y Bottinelli & Reggiani
2000). Estas diferencias se explican por la dife-
rente proporcion de tipos de fibras existente en
cada musculo. Los musculos esqueléticos, en ge-
neral, no son homogéneos, estan constituidos ba-
sicamente por 4 tipos de fibras denominadas
puras: las tipo I, 1IA, IX/D y IIB y por fibras
hibridas, las cuales contienen al menos dos tipos
de miosinas. La actual metodologia de clasifica-
cion se basa en el tipo de cadena pesada de
miosina presente en cada fibra muscular, este
método deriva de la depuracion de los diferentes
métodos establecidos durante los tltimos 50 afios,
basados principalmente en la presencia y activi-
dad de diferentes proteinas y enzimas y en las
propiedades contractiles como la velocidad de
contraccion y relajacion de cada fibra (Dubowitz
& Pearse, 1960; Stein & Padykula 1962; Engel
1962; Guth & Samaha 1969; Brooke & Kaiser,
1970; Barnard et al, 1971; Burke et al, 1971;
Peter et al., 1972).

Gran parte de la informacidén que se ha acu-
mulado sobre fisiologia muscular deriva de mis-
culos heterogéneos y en algunos casos no se
puede demostrar qué tipo de fibra se estd utili-
zando en un experimento dado. En los experi-
mentos en los cuales se utilizan fibras disociadas
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enzimaticamente los resultados no han sido rela-
cionados con un tipo de fibra particular (Bekoff
& Betz, 1977; Carroll et al., 1995; Capote et al.,
2005; Bolafios ef al, 2008) y los trabajos que
pretenden estudiar las diferencias entre los tipos
de fibras lentas y rapidas (I vs II) no consiguen
demostrar inequivocamente con qué tipo de fibra
se han hecho, pues han utilizado musculos que
son heterogéneos (Eusebi et al, 1980: Carroll et
al, 1997; Baylor & Hollingworth, 2003). En ex-
perimentos en los cuales se ha estudiado el fend-
meno de fatiga muscular no se demostré la
identidad de las fibras utilizadas (Westerblad &
Allen, 1991; Allen et al., 2008; Andrade et al.,
1998).

De igual forma, debido a las dificultades técni-
cas, hasta hoy no ha sido posible estudiar la fi-
siologia de una fibra muscular conociendo «a
priori a cudl tipo pertenece y la determinacion a
posteriori del tipo de fibra utilizada en un experi-
mento es dispendiosa, tampoco ha sido posible
describir claramente un patrén para la cinética de
los transitorios de Ca** segun el tipo de fibra, por
lo cual se justifica el desarrollo de una técnica de
clasificacion de fibras musculares desde el punto
de vista fisiolégico, la cual permita conservar la
fibra viva para futuros experimentos. Los transi-
torios de calcio reflejan el movimiento de salida
de Ca®* hacia el sarcoplasma y recaptura hacia
el reticulo sarcopldsmico (Caputo, 2001; Calde-
ron-Vélez & Figueroa-Gordon 2009) y como hay
diferencias cinéticas en las actividades de las
proteinas involucradas en estos flujos de Ca*,
hemos planteado la hipotesis de que debe existir
un patrén de transitorios de Ca** segiin el tipo de
fibra.
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El presente trabajo tiene dos objetivos princi-
pales: i) presentar un cuadro general de la
cinética de los transitorios de Ca*" en los 3 tipos
de fibras presentes en los musculos Flexor
digitorum brevis (FDB) y Soleus de ratén adul-
to disociados enzimaticamente: 1, IIA y UX/D, y
ii) estandarizar una metodologia que permita cla-
sificar las fibras musculares esqueléticas vivas de
acuerdo a la cinética del transitorio de Ca*". Par-
te de este trabajo fue presentado como resumen
recientemente (Calderén-Vélez er al., 2009).

METODOLOGIA

Preparacion de las fibras

El método de disociacién enzimatica se baso
en el descrito por Bekoff & Betz (1977) y modi-
ficado por Capote et al, (2005). Ratones NMRI-
IVIC de 42-49 dias fueron sacrificados por dis-
locacién cervical, se disecaron el FDB y el
Soleus y se incubaron en una solucion, respecti-
vamente, de 3 6 2,5 mg/ml de colagenasa, por 60
min a 36,8°C. Después se lavaron los musculos y
se disociaron con la ayuda de pipetas Pasteur de
vidrio con la punta previamente pulida con fuego.

Transitorios de Ca*"

Las fibras disociadas se transfirieron a una
camara experimental donde se cargaron pasiva-
mente con el indicador Magkluo4-AM 10 M
(Molecular Probes) por 30-35 minutos. Para evi-
tar artefactos de movimiento las fibras se pusie-
ron sobre un cubreobjetos previamente cubierto
con 2 Yl Laminina (Sigma, 1 mg/ml). Una vez
cargadas fueron lavadas y la camara se monto
en un microscopio de fluorescencia. Las células
fueron estimuladas eléctricamente (1 ms de dura-
cién para las sacudidas simples y a una frecuen-
cia de 100 Hz durante 250-350 ms para los
tétanos) mediante electrodos que corren paralelos
a ambos lados de la camara. Algunas fibras fue-
ron evaluadas bajo el efecto de 20-30 M de N-
bencil-p-tolueno sulfonamida (BTS, Toronto
Research Chemicals, Canada). Los registros
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fueron obtenidos, guardados y analizados utilizan-
do el programa pClamp 6. Todos los experimentos
se realizaron a temperatura ambiente (21-23°C).

Inmunomarcaje de fibras disociadas

A algunas fibras a las cuales se les evalud el
transitorio de Ca®* se les determind el tipo de
miosina presente por inmunofluorescencia. Se uti-
lizaron los anticuerpos antimiosina rapida My-32
(Sigma) y antimiosina IIA SC-71 (derivado del
cultivo del hibridoma HB-277, de ATCC). Cuan-
do las fibras se marcaron con My-32 se fijaron
en paraformaldehido y cuando se utilizo el anti-
cuerpo SC-71 se fijaron en acetona a -20°C. Los
procedimientos de permeabilizacion con Triton X-
100 0,7%. bloqueo con albumina bovina, marcaje
con un anticuerpo secundario acoplado a Alexa
Fluor 488 (Invitrogen) y montaje en Mowiol
(Calbiochem) fueron similares para todas las cé-
lulas. En todos los casos se hicieron controles en
los cuales no se utilizaron anticuerpos primarios.

Las muestras fueron observadas en un mi-
croscopio invertido Nikon Eclipse TE2000, equi-
pado con un sistema laser confocal Nikon CI
(Nikon Co., Tokyo, Japan), con laseres de Neon
(543 nm) y Argon (488 nm). Las imagenes fueron
adquiridas y procesadas con los programas EZ-CI
Viewer 2.1 (Nikon Co., Tokyo, Japan) e Image J
1.37v (National Institutes of Health, USA).

Determinacion de tipos de cadena pesada
de miosina (MHC) por electroforesis

A varias fibras a las cuales se les evaluo el
transitorio de Ca** también se les determind el
tipo de miosina presente por electroforesis en
poliacrilamida. Una vez registrado el transitorio la
fibra fue puesta en 35 %l de una solucién con *-
mercaptoetanol, dodecilsulfato de sodio, glicerol,
azul de bromofenol y agua, luego fue sonicada
por un minuto (Sonic dismembrator, Fisher
Scientific Inc., USA) y sometida a electroforesis.

Como patrones se utilizaron el FDB y el
Soleus, los cuales se homogenizaron, centrifu-
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garon y trataron como se ha descrito para obte-
ner miofibrillas purificadas (Sartorius et al.,
1998).

Tanto las miofibrillas purificadas como las fibras
aisladas se sometieron a electroforesis (SDS-
PAGE) al 8% con glicerol segun lo descrito previa-
mente (Talmadge & Roy, 1993) por 28 horas a
4°C. Los geles se tifleron con nitrato de plata.

Estadistica

Las diferencias estadisticas entre las medias
fueron calculadas usando la prueba ¢ de Student
para poblaciones independientes, con ayuda del
programa Origin 7.5 (Microcal Software Inc.,
USA) y se expresaron como la mediaterror
estandar de la media. Las diferencias se conside-
raron estadisticamente significativas con P <0,05.

RESULTADOS

Morfologia de las fibras de FDB y Soleus
disociadas

A pesar de que la disociacion enzimatica de
misculos fue publicada por primera vez hace
més de 30 afios (Bekoff & Betz, 1977), la gran
mayoria de los trabajos han utilizado musculos
cortos, como el FDB u otros musculos de las
patas de ratones. En este trabajo presentamos
resultados con fibras de Soleus disociadas. La
figura 1 muestra las principales caracteristicas
morfologicas del Soleus en comparacion con el
FDB. Llama la atencién que las fibras de
Soleus, a pesar de ser cerca de 8 veces mas
largas (3,95 + 0,13 mm, n=32 vs. 0,520 + 0,006
mm, n=79, P<0,05), son levemente mas anchas
que las del FDB (39,43 + 1,42 Yam, n=32 vs.
35,05 £ 1,03 Ym, n=79, P<0,05).

Transitorios de Ca* de fibras de FDB y
Soleus

Se evaluaron los transitorios de Ca** de 63 fi-
bras de FDB disociadas enziméticamente y se en-
contraron dos morfologias que denominamos: tipo I
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Figura 1. Caracteristicas morfolégicas de las fibrasde FDB
(columnaizquierda, n=79)y Soleus (columnaderecha,n=32)
de ratén disociadas enzimaticamente. La parte superior
muestra imagenes de una fibrade FDB (izquierda) y otrade
Soleus (derecha). Se observa el patrén de bandas tipico del
musculo esquelético. En la parte central se muestran los
histogramas de distribucion del diametroy lalongitud de las
fibras. En laparte inferior se observaque no hay correlacion
entre el diametro y el largo de las fibras.

en el 20,6% de las fibras (n=13), mientras la
MT-II se encontrd en el restante 79,4% (n=50).
Los transitorios simples clasificados MT-I fueron
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de menor amplitud y mas lentos, tanto para las
variables de liberaciéon como para las de remo-
cion de Ca™, que los MT-II. Los transitorios
tetanicos MT-I mostraron un patron en el cual ¢l
scgundo y subsccuentes picos de la senal son
iguales o mayores que ¢l primero, generandose
una forma de escalera, lo cual los diferencia de
la MT-II, en la cual el segundo y subsecuentes
picos de la sefal fueron siempre menores que el
primero (figura 2). La cinética de los transitorios de
la subpoblacion MT-I fue significativamente mas
lenta que la de la subpoblacion MT-II (tabla 1).

Ante la posibilidad de que la MT-I se relacio-
nara con fibras lentas tipo 1 y la morfologia MT-
Il lo hiciera con las f{ibras rapidas tipo Il, eva-
luamos los transitorios de 21 fibras de Soleus
disociadas enzimaticamente. En todas las fibras

de Soleus evaluadas se encontré la MT-I. La
cinética de estos transitorios fue similar a las

MT-I de FDB pero significativamente mas lenta
que las MT-II de FDB (tabla 1). El hecho de
que sélo aparcciera la MT-1 en las, fibras de
Soleus nos llevé a pensar que dicha morfologia
era compartida tanto por las fibras lentas tipo [
como por las fibras [IA (véase mas adclante).

Relacion de los transitorios de Ca*' con

los tipos de fibras

Se utilizaron varias estrategias para determinar
si los transitorios de Ca® se relacionaban con
algun tipo de fibra en los musculos estudiados. i)
Tres fibras de FDB cuyos transitorios fueron del
tipo MT-II fueron evaluadas con anticuerpos con-
tra la miosina rapida (My-32) y en los 3 casos cl
marcaje fue positivo (figura 3). Dos fibras de
FDB e¢n las cuales se encontraron transitorios
MT-1 fucron positivas cuando fueron cvaluadas
con un anticuerpo contra la miosina tipo 1A (no
se mucstran). ii) Siete fibras de IFDB y 3 de
Soleus fueron evaluadas bajo ¢l efecto de BTS a
concentraciones que inhiben la contraccion de las
fibras rapidas pero no (o minimamente) la de las
fibras lentas (Cheung et al., 2002). Estos experi-
mentos nos permiten diferenciar las fibras tipo [
de las Il y demostrar que las diferencias entre
las morfologias no son debidas a artefactos de
movimicento. En todos los casos (5 fibras de
FFDB) clasificados como MT-II las fibras fueron
afectadas por el BTS. pero solo dos de las fibras
con transitorios clasificados MT-I (ambas de
FDB) lo fueron. La contraccion de las tres fibras

Tabla 1. Principales pardmetros cinéticos de los transitorios de Ca”" de las fibras de FDB y Soleus

de ratones adultos®

Musculo n AF/F Ascenso Ancho medio| Tiempo de | Constantes de caida (ms)
10-90% (ms) (ms) caida (ms) T T,
EDB . MT-1*. |13 0,4140,05) 1,414+0,13 10+0.82 43,8+2,32 2,58+0,18 | 31.42:42.48
FDB MT-1I#* |50 0,71+0,03 |  1,0£0,02 3,88+0,11 | 21,240,85 1,5+0,05 13.2410.6
Soleug*** 21 0,42+0,02] 1,58+0,08 12,464+0,78 | 52,6:+2,71 2.864:0,14 | 36314201

Los valores son medias + error estdndar. *MT-1: morfologia tipo I, MT-II: morfologia tipo II. *FDB MT-I vs.
MT-II P<0,001 para todas las comparaciones (i.e. AF/F de FDB MT-I comparado con AF/F de FDB MT-II, etc.).
**FDB MT-II vs. Soleus P<0,001 para todas las comparaciones (i.c. AF/F de FDB MT-II comparado con AF/F
de Soleus, etc.). ***Soleus vs. FDB MT-1 P>0,05 para las comparaciones cntre AF/F, ascenso y las dos
constantes de caida, ”<0,05 para el ancho medio y el tiempo de caida.
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Figura 2. Morfologia de los transitorios de Ca® simples (columna izquierda) y tetanicos (columna
derecha) de fibras disociadas de FDB (A y B) y Soleus (C) de ratones adultos, obtenidos con
MagFluo4-AM. A y C ilustran la morfologia tipo I (MT-I), con transitorios anchos y tétanos en forma
de escalera, mientras que los registros en B ilustran la morfologia tipo Il (MT-II), con transitorios
estrechos y tétanos en los cuales el primer pico es claramente mayor que los demés. En el Soleus
no se observé la MT-II. Los registros en C provienen de dos fibras diferentes, los pares de registros

A y B provienen de la misma fibra.

restantes clasificadas MT-1 (de Soleus) no fue
inhibida por el BTS (no se muestran). iii) Una
fibra de FDB clasificada MT-II y dos fibras de
Soleus (MT-I) fueron sometidas a electroforesis
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para la determinacién del tipo de miosina presen-
te en cada una y encontramos que la fibra MT-
I es tipo IIX/D, una de las fibras de Soleus es
tipo IIA y la restante es tipo I.
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Figura 3. Fibra de FDB clasificada MT-Il seglin su transitorio (A) y su tétano (B). En C se
observa el marcaje positivo cuando se utilizd un anticuerpo antimiosina rapida (My-32, Sigma), lo cual
demuestra que esta fibra es tipo II. Notese el patron sarcomérico en el cual las bandas fluorescentes
(blancas) corresponden a bandas A de miosina y las negras a bandas I no marcadas

DISCUSION

Los musculos esqueléticos, en general, estan
constituidos basicamente por 4 tipos de fibras de-
nominadas: tipo [, IIA, IIX/D y IIB. La clasi-
ficacion se realiza segin la isoforma de la cade-
na pesada de miosina presente. Cada tipo de
fibra tiene propiedades biofisicas y bioquimicas
diferentes, aunque hay algo de solapamiento entre
ellas (Bottinelli & Reggiani 2000). Las fibras tipo
I son mas rapidas que las tipo I (Bottinelli er
al, 1991) y dichas propiedades podrian estar
rela-cionadas con la cinética de los movimientos
de Ca* dentro del sarcoplasma: para que una
fibra alcance mas rapidamente su maxima ampli-
tud durante una contraccion y se relaje mas rapi-
damente su cinética de Ca*" deberia ser mas
rapida. Con esta hipotesis nos propusimos evaluar
la cinética de los transitorios de Ca** de fibras
disociadas enzimaticamente de diferentes mas-
culos. Utilizamos el FDB como modelo de mus-
culo rapido, pues estd compuesto bdsicamente
por fibras I1X/D, IIA y muy pocas fibras tipo I
(Allen et al., 1993: Gonzéilez et al, 2003) y el
Soleus como modelo de musculo lento, com-
puesto principalmente por fibras tipo 1 y en menor
proporcion tipo IIA (Asmussen & Maréchal 1989;
Maréchal & Beckers-Bleukx 1993).

Los trabajos abordando este tema se han cen-
trado en comparar la cinética de los transitorios
de Ca® segiin el musculo, sin considerar el tipo
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de fibra estudiado, basicamente por las difi-
cultades para aislar completamente fibras de dife-
rentes musculos, debido a su gran tamafo. En
este trabajo presentamos rcsultados con fibras de
FDB y por primera vez con fibras de Soleus de
raton disociadas enzimaticamente como modelo
que nos permite acceder a una fibra separada
totalmente del resto del masculo y evaluarla
posteriormente para determinar, mediante dife-
rentes técnicas, el tipo de fibra utilizada.

Del estudio de los transitorios de los dos
musculos hay varias observaciones interesantes: 1)
entre las fibras disociadas de FDB se observan 2
morfologias diferentes (MT-1 y MT-II) a pesar
de haber 3 tipos de fibras (I, IIA y IIX/D); ii)
entre las fibras disociadas de Soleus se observa
una sola morfologia (MT-I), mientras que el
musculo esta compuesto por dos tipos de fibras
(I y ITA); iii) todas las fibras de FDB con MT-I1
evaluadas para determinar su tipo demostraron
ser rapidas (tipo II), en algunos casos se demos-
tr6 que no eran tipo IIA, y en un caso sc
demostrd que era tipo 1IX/D, iv) entre las fibras
con MT-I, de FDB y Soleus, evaluadas para
determinar su tipo se encontraron tanto tipo I
como IIA.

Los resultados presentados sugieren que la
MT-I podria provenir tanto de las fibras tipo I
como de las IIA, y la MT-II de las fibras tipo
11X/D.
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Es interesante el hecho de que varios autores
han reportado que las fibras rapidas tienecn mas
unidades liberadoras de Ca*" que las fibras lentas
(Hollingworth 'y Marshall, 1981; Franzini-
Armstrong et al, 1988), con lo cual estdn de
acuerdo nuestros resultados en los cuales los
transitorios MT-II tienen mayor amplitud y su
fase de ascenso es mas rapida que la de los
MT-I. En cuanto a la recaptura de Ca®, esta
descrito que las fibras tipo 1 y A de ratén
tienen menos parvalbumina (una protcina que une
Ca* en el sarcoplasma y favorece la relajacion
muscular) que las tipo 1IX/D (Fiichtbauer ef al.,
1991). Asi mismo, la cantidad de adenosin trifos-
fatasa del reticulo sarcoplasmico (SERCA), una
proteina involucrada en la recaptura de Ca>
hacia el reticulo (Hasselbach, 1998), también es
menor en las fibras lentas que en las rapidas
(Leberer y Pette, 1986; Ferguson y Franzini-
Armstrong, 1988). Nuestros resultados muestran
que los transitorios de las fibras con MT-II, que
parecen ser tipo [IX/D, tienen anchos medios,
tiempos de caida y constantes de caida mas
cortos, es decir, son mas rapidos, que las fibras
MT-I, grupo en el cual estarian las fibras lentas.

En conclusion, presentamos el hallazgo de dos
poblaciones de fibras disociadas cnzimaticamente
de FDB y Soleus de raton adulto que se pueden
diferenciar por la cinética de sus transitorios de
Ca*". Las evidencias presentadas sugieren que la
MT-IT proviene de fibras tipo 1IX/D, ya que: 1)
dicha morfologia estd presente entre las fibras
disociadas de FDB en un porcentaje cercano al

que se encucntra este tipo de fibra en el musculo
intacto, ii) no s¢ encuentra entre las fibras diso-
ciadas de Soleus, (un masculo que no tiene este
tipo de fibra), iii) las fibras cvaluadas fucron
positivas para el anticuerpo antimiosina rapida
My-32 v negativas para el anticuerpo antimiosina
[IA SC-71, iv) el BTS inhibe la contraccion de
fibras con esta morfologia y v)~«una fibra eva-
luada mediante clectroforesis mostrd que tiene
miosina tipo [IX/D. Nuestros resultados también
sugicren que la MT-1 proviene tanto de las fibras
tipo I como de las tipo IlIA, pues: i) dicha
morfologia esta presente entre las fibras diso-
ciadas de I'DB en un porcentaje cercano a la
suma de los porcentajes a los que se encuentran
estas fibras en ¢l masculo intacto, ii) es la Gnica
morfologia que se encuentra entre las fibras
disociadas de Soleus (un musculo que solo
contiene estos 2 tipos de fibras), iii) algunas
fibras cvaluadas fucron positivas para los anti-
cuerpos antimiosina rapida My-32 y antimiosina
A SC-71, iv) el BTS muestra efecto inhibitorio
de la contraccion en algunas de las fibras pero
no en otras y v) de dos fibras de Soleus cva-
luadas mediante electroforesis una mostrd que
contenia miosina tipo IIA y la otra tipo I.

Poder determinar el tipo de fibra muscular
esquelética con la que se trabaja mediante la
determinacién de la morfologia y cinética del
transitorio de Ca® ayudara en el estudio de
fenomenos fisiologicos y biofisicos segun el tipo
de fibra que hasta ahora no han sido aclarados
basicamente por dificultades técnicas.
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