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RESUMEN

Becientemente ha sido descrita la disposicion de las cabezas de
miosina en la superficie de los tilamentes gruesas de miseulos estriados
de tarintula con una resolucion de 5 nm. El conocer dicha estructura
a tal resolucién, permite ona interpretacion mds realista de la informa-
cion estructural obtenida por difraccion de rayos-X. Con tal fnalidad
hemos realizado un estudio por difraccion de rayos-X en tales miiscu-
los esteiados, en el cual registramas la seccibn escuatoral del patrdn de
difraccian de rayos-X de misculos de Awcularia sp. vivos v desmems-
bradas quimicaments. En los patrones corgespondientes o misculas
vivas (no estimuladaos) la relacion de intensidades entre las tres primeras
reflexiones fue 1y == 1y = lyg. Pars longitudes del sarcémere entre
5.6 ¥ 8,5 pm, el espaciado entre los filamentos de miosina (dg} va-
o entre 80 v 4846 nm, manteniendose aproximadamente constante
el valumen del reticulo. Para el caso de los misculos desmembrados
s¢ chservaron cambios reversibles en los patrones de difracdén v en los
tegistros mecdnicos, al transfertlos de la solucién relajadora (5 mM
ATF, 5 mM EGTA] a la solucidn de rgor (0 mM ATP, 5 mM ECTA)
¥ viccversa. Enosolucion relajadora, la relacion de incensidades fue simi-
lar o la correspondiente a misculos vives (T = Iy = Izg), mientras
que al pasar los misculos a la solucidn de fgor, dicha relacion se in-
vireld Iy < Iy = lag), generindose tensién mecdnica de rigor. Las
estructuras correspondientes a cada patrén de difraccion fueron caleu-
ladas mediante sintesis de Fourier, in cluyende las tres primeras reflexio-
nes ecuatodales: 10, 11 ¥ 20 [rcsn:-lun:ii:rn 224 nm). Dichas estructiras
indican que cuando el misculo pasa del estado relajado al de fgoer, los
Alamentos gruesos pierden aproximadamentze el 27 por clento de su
masa ¥ ésta es desplazada hacia los filamentos delgados. Esta cantidad
de masa representa el 61 por ciento de las cabezas de miosina del fila-
mento grueso del misculo estriade de tardnrula.
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AMALYSIS OF THE ECUATORIAL X.BAY DIFFRACTION
PATTERN OF TARANTULA STRIATED MUSCLE
IN DIFFERENT EXFERIMENTAL CONDITIONS

ABSTRACT

Recently the myosin heads arrangement on the thick filament
surface from tarantula muscle has been determined with 5 nem resalu-
tion. This high resolution informardon eould allow 3 more realistic in-
terpretation of the struceeral information obtained by X-ray diffraction.
Wich this aim we have done 2 X-ray diffraction study with these mus-
cles, recording the equatodal X-ray pattern of live and chemically skin-
ned muscles of Avicularia sp. The ratio between the three first reflec-
tions carresponding to a live muscle pattern was Iy > I = l3p. For
sarcomere lengths between 5.6 and 8.5 gm, the thick to thick filament
distance (d,) changed between 60 and 48.6 nm with the sarcomers
volume nearly constant. In the case of skinned muscles reversible changes
in the X-ray pattern and mechanical respanse were recorded when the
muscles were transfered from a relaxing solution (3 mM ATP, 5 mM
EGTA) to a rigar solution (0 mM ATP, 5 mM EGTA) and vice versa, In
relaxing solution, the intensities ratio was similar to lve muscle (1yg =
[y = Iag) whereas in rigor solution the ratio was the opposite (I <
[y = l3g) and che muscles produced fgor tension. The structures cot-
vesponding to each X-vay pattern were calculated by Fourier synthesis,
including the three frst reflections: 10,11 and 20 (resolution 224 fim}.
These serucewres showed that when the |1;|1_'|5¢1g;5 ﬂq;ngﬁd frem the re-
laxed eo the rigor state the thick filaments lost about 27 per cent of
tnass and this was transfered to the thin filiments. This mass amount
represent 61 per cent of myosin heads of tarantula muscle thick flament.

INTRODUCCION

Gtan parte de la informacion que hoy dia se tiene acerca
del mecanismo de la contraccion muscular proviene del estu-
dio de la estructura de los filamentos contrictiles, mediante
¢l uso paralelo de técnicas de microscopia electrofica v de
difraccion de rayos-X.>'® Las filtimas, a diferencia de las
primeras, permiten trabajar con misculos en condiciones fi-
siologicas; pero, en cambio, debido al problema de la fase,
no permiten una determinacion inequivoca de la estructura.
Este problema se ve simplificado en el andlisis de la seccifn
ccuatorial del patrdon de difraceion de los milsculas estriados,
debido a que dicha seceién da iaformacion acerca de la es-
tructura transversal del arreglo de miofilamentos v £sta s
centrosimétrica en los casos estudiados (por lo mencs a baja

tesolucion). El patrén de difraccién ecuatorial de rayos-X se

ha utilizado cominmente para determinar como se distribu-
ven las cabezas de miosina alrededor de les filamentgs, %718

Dependiendo del estado fisiologico del mibsculo, el pa-
tron de difraccidn de rayos-X correspondiente presenta ca-
racreristicas particulares, las cuales evidencian las diferentes
estructuras que presentan los filamentos contractiles a lo lar-
go del ciclo de la contraceidn muscular.® Uno de los proble-
mas para interpretar el otigen de los cambios mescionados
&5 que DO Se COnoce, exaclamente, cOMo se organizan las ca-
bezas de miosina a lo largo del filamento grueso en las prepa-



raciones musculares gue han sido estudiadas por difraccion
de rayos-X. Sin embargo, recientemente, mediante micros-
copia electronica (ME) se ha determinado, con una resolu-
cion de 5 nm, la disposicion que presentan las cabezas de
miosina en el estado relajado, a lo largo del filamento grueso
de milsculo de extremidad de tardncula,? Con la finalidad de
aprovechar esta informacion previa, no disponible en la actua-
lidad para otras preparaciones, el objetivo del presente tra-
bajo es el de registrar la seccion ecuatorial del patron de di-
fraccion de rayos-X de misculos estriados de tarantula en
diferentes estados relacionados con el cicle de la contraceion
muscular e interpretar dichos patrones en base a la informa-
cion previa de ME. Para poder indueir los diferentes estados,
se implementd un método de desmembramientoc quimico
para los misculos utilizados, que permitiera el acceso de so-
luciones experimentales al arreglo de miofilamentos. Espe-
cificamente los estados estudiados por los métodos desarro-
llados, fueron el de relajamiento (Mg-ATP v EGTA), el de
rigor (sin ATP) v el de musculos vivos (no desmembrados)
£n [EpO50,

MATERIAL ¥ METOQDOS
Procedimiento mpurimu:'ntul:

Se registraron los patrones de difraccion ecuatorial de
los misculos de extremidad de tarintula, 2 los cuales se les
midié 1a longitud del sarcomero antes y despues de la expo-
sicion 2 los rayvos-X.

Miusculos vivos: Despucs de realizar la diseccion se ve-
rifichd la capacidad dc estos para producir una contraccion
simple por estimulacién eléctrica y se procedid a registrar la
seccion ccuatorial del patron de difraccion de rayos-X. Al
finalizar la exposicidn a la radiacion, se verifico de nuevo la
capacidad de respuesta a la estimulacion ‘elécrrica, ™29

Miseulos desmembrados: Luego de disecar v desmem-
brar los misculos, se procedio a regisirar sus patrones de di-
fracrién de rayos-X en presencia de la selucion relajadora v
en la solucidn de rigor. Asi se obtuvieron, en secuencia, cua-
tro patrones: 1) en salucion relajadera; 2) en solucion de
rigor; 3) nuevamente en solucion relajadora, y 4) nuevamen-
te en solucidn de rigor. Simultineamente, con el registro de
los patrones se midid la tensidn mecinica producida por los
misculos.

Preparacion ntlizada:
En este trabajo se utilizd el misculo flexor metatars:
tongus, ubicado en el segmento tibial de las extremidades de

las aranas (Avicularia sp.). La diseccion fue realizada en la
solucién “‘Ringer de tarantula®.

Soluciones utilizadas:

Solucion “Ringer de tardntulz”: 190 mM de MaCl,
2 mM de KCl, 4 mM de MgCl; y 1 mM de solucion tampon
de fosfato (Na); pH = 7,8. Esta s la solucion propuesta por
Schartau y Leidescher.'

Selucion Relefedora: 100 mM de K{CIL;CO0), 5 mal
de Mg{CHRC00);, 5 mM de NaN;, 5 mM de EGTA, 3 mM de
ATF, 15 mM de solucion tampon de fostate (K), pH= 7.2 y
2 por cento de polivinilpirrolidona (PVE-40), lista soluciom
es similar a la utilizada por Padron y Huxley,' pero con va-
lores ligeramente superiores de pHl ¥ concentracion de aceta-
to de potasio. Para desmembrar los misculos se utilizd esta

solucion, pero con un pH de 6,3, va que esto mejora el des-
membramicnto. 1420

Solucion de Rigor: 5u cnmpnsicifm es ipual a2 la de la
solucion relajadora, con la diferencia de que ésta no contie-
ne ATP.

Meétodo de desmembramiento:

Para eliminar los sistemas membranosos de las fibras
musculares ¥ permitir que las soluciones de rigor y relaja-
miento tuvieran acceso a los miofilamentos, se utilizd un mé-
todo de desmembramiento quimico similar al utilizado por
Padron v Huxley: "2 Una vez realizada la diseccion de
los miisculos en la solucibn “Ringer de tarintula™, estos se
fljaron en un soporte especial y se introdujeron en un vial
con solucion relajadora (pH = 6,3) durante 15 minuros, a
4 °C. Seguidamente sc agregd Triton X-100 hasta alcanzar
una concentracion final de 0,3 por ciento v/v v se procedio
a agitar el vial con los musculos, durante 3 horas, a 60 rpm
(24 °C)h. Lucgo sc enjuagaron varias veces los milsculos con
solucion relajadora {(pH = 7.2) v se procedio con los expe-
FIMEenTas.

Longitud del sarcomero:

Se determind la longitud del sarcomero de los musculos,
antes v despudés de exponerlos a los rayes-X, midiendo el es-
paciado entre las reflexiones de sus correspondientes patro-
nes de difraccion opticos, Para ello se utilizd un generador de
[ayos liser de He/Ne Spectra-Physics (mod. 157,A = {,6328
pm, 3,0 mW).

Hegislrn de tension:

Se midid la rension producida por los musculos durante
los experimentos, mediante un transductor de puente re-
sistivo UFI conectado a un preamplificador (Analog Dievices
AD521KD) v éste 2 un uscﬂnscnpiu::-.""

Difraccion de rayos-X:

Se usd un generador de rayos-X “'Siemens Kristalloflex
810" de tubo sellado v dnodo de cobre, para generar un haz
que fue enfocado v monocromatizade a la radiacion CuK
(h = 0,154 nm) mediante un cristal monocromador de coar-
7. La distancia entre la muestra {misculo) v el sistema de
tegistto fue de 506 mm. Los patroncs de difraccion fueron
registrados en peliculs fotogrifica “CEA-VERKEM * para
rayos-X v los dempos de exposicion, necesarios para detec-
tar al menos las tres primeras refllexiones ccuatoriales, varia-
ron cntre 4 ¥ 14 horas, dependiendo del tamano de la mues-



tra. Los registros forograficos fueron densitometrados en un
microdensitometro Joyce-Loebl MK-LI1. Las intensidades de
las tres primeras reflexiones ecuatoriales se estimaron por el
peso del papel del dres correspondiente a cada pico en el re-
gistro densitomérrico, sin incluir el nivel de fondo. Las inten-
sidades asi estimadas, se expresaron en relacion a la primera
reflexion de cada pawron, 4 la cual se le asignd arbitrariamen-
te un valor de 100,

Dimensiones del reticulo:

Ll espaciado del reticulo se calculo a partir de la posi-
cidn de la primecra reflexiin ecuatorial, utilizando la ley de
Brage: dyp = MW/2senl [dy: separacion entre los planos
100 {hk}) de un reticule hexagonal; A: longitud de onda, v
8: anpule de Bragg)]. La distancia de separacion entre los
centros de dos filamentos de miosina adyacentes {d, ) se
calculd a partir de dyg:

8 = 2dph3 .

Kl drea de la celda unitara del reciealo hexagonal bidimen-
sional se caleuld caomo A =+ 32 L{:,.J.,E

Sintesis de Fourier:

Se hicieron sintesis de Fourier con las intensidades de
las tres primeras reflexiones ecuatoriales correspondientes a
los patrones de difraccion de rayos-X de cada caso (vivo, re-
lajado v rigor). Los méodulos de los factores de estructura se
calcularon con los valores de intensidad corregidos por el
factor de Lorentz:

| Frd = Vv ? F 2 F Dk

donde h v k son los indices de la reflexidn. Asi, en un re-
ticule hexagonal, a las tres primeras reflexiones le correspon-
den, respectivamente, los indices 10, 11 v 20 Supomendo
centrosimetria en la estructura transversal del sarchmero, la
sintesis de Fourier se caleald®®?! como:

Plxy) = VAT 2 2| Fpy | cos 2othx + ky).

l.os factores de estructura correspendiente a planos de si-
milar espaciado se consideraron iguales, lo cual impone una
gsimetria rotacional de 3 en las estructuras calculadas, utili-
zando las tres primeras reflexiones ecuatoriales,

Mapas de Fourier:

Las estructuras calculadas se representaron en graficos
bidimensionales, donde el valor de densidad electrinica se
representa en und escala de grises, correspondiendo las zonas
mis ascuras 2 las de mavor densidad electrénica,

Teodos los cdleulos fueron realizados en un computador
VAX-11/780 v los mapas de Fourler fucron hechos en una
impresara Printromx-MVDP, con el apovo de subrutinas gr:i-
licas de impresion de tonos,*”

RESULTADOS
Misculo vive de tarantula:

En la figura 1 se observa la seccion ecuatorial del patwon
de difraccidon de rayos-X de un misculo vivo de tardntula,
El cspaciade relativo de las dos primeras reflexiones que se
pbservan a ambos lades del pararrayos central dio un valor de
1,73 £ 0,5 (Media £ Desviacion estindar, n = 8), que es la re-
lacién esperada (/3 ) para el patron de difraccion producido
por un reticulo hexagonal. Para longitudes del sarcdmero,
entre 3,6 y 8,5 pm, el espaciado del reticulo (d; ) varid entre
60 v 48,6 nm, siguiendo una relacion en la que se manticne
constante el volumen del reticulo:

3 et [ 2v
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tal como se ha descrito en otras preparaciones.®
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Fipura 1. En el gfo horzoatal ae sepresenta lo cogrdenada reciprocs en om™?! v

eit &l ¢fe wactical ln intensidad de la radlaclon en unddades achitrarias, Los niime-

ros sobre el trazo son los indices (hkY correspondlentss 8 los coflexioaas de up

roticolo bidimenslonal hexsgonal (t=10°C), Tiempo de expoaleidn: 5 horss,
pproximodomants,

Muasculo de tarintula desmembrado:

En la figura 2 se observan los patrones de difraccion de
un musculo desmembrade incubado en presencia de las solu-
clones expenmentales {a v c: solucion relajadora; b y d: so-
lucion rigor) y en la figura 3 se presenta el registro de tension
mecinica correspondiente al misculo incubado en cada solu-
vion. Puede apreciarse, claramente, que cuando el mitsculo



pasa de la soluciém relajadora (Fig. 2: 2 ¥ ¢} a la solucién de
rigor (Fig. 2: b y d) la intensidad dc las reflexiones 11 y 20
aumentan, mientris que la 10 y otras reflexiones de mayar
orden (21 y 30) disminuyen, Este cambio que denota una
variacidn importante en la estructura de los miofilamentas,
fue acompafiado por un incremento en la tensidn producida
por los musculos {Fig. 3). En los cuatro patrones de difrac-
cidn de la figura 2 y cn el registro de tensién de la figura 3,
puede verse que los fenémenos inducidos al cambiar de solu-
cidn se revierren al volver a la solucién previa.

FATRONES DE DIFRACCION ECUATORIAL DE UN MUSCULG
DETARANTULA DESMEMBRADD
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Figurs 2. Loa trazoa de arribo hocis abajo representan cualto pabronod ob ek
dos del mismo miseulo an presencia de: a) solucion relajedora; b) sn-h!r.:ium de
rigor; ¢} solucion relajadors; d) solucion de rgor. El tiempo de expedicion de
coda patedn fus de § horas, aproximadamente. Las unidaded de este grifico 0
iguales a las de I figure | ¥ para simplificar sblo ae prosenda une miced del patron.
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Figwa 3. Las lineas verticales representan ¢l momento del combio de zoluciin.

Caracteristicas de los patrones de difraccion:

En la figura 4 se presenta un grifico comparativo de las
intensidades de las reflexiones presentes en la seccién ecuato-
rial del patrén de difraccidn de rayos-X correspondientes a
musculos vives, relajados y en rigor. Puede verse que la rela-
cion entre las intensidades de las tres primeras reflexiones,
correspondientes a los patrones de miisculo vivo v relajado, es
[io = 1y = Izg. En el patrdn de rigor, en cambio, la relacion

anterior se presenta invertida: Iy < Iy = lyp. Par otro lado,

la similitud entre las intensidades de las reflexiones 11 y 20 es
caracteristica de los arreglos de miofilamentos donde se pre-
sentan mds de 6 filamentas delgados alrededor de cada fila-
mento prueso, B2

lil espaciado Jdel reticulo (dy ) para los misculos des-
membrados relajados o en rigor, fue de 53,9 £ 1,3 nm (n = &)
¥ 33,1 % 1,0 nm (n = 8), respectivamente,

INTEMSIDAD DE LAS TRES PRIMERAS REFLEXIONES ECTIATORIALES
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Figura 4. L& aliurs de las bacras cepresentn la mediazecrae cstdndac de los wa-

lorea de imtemidad [l'l'l"l-ﬂi:ull:lﬁ wivos: N=5; musculos desmembrodos: n=4) expre-

sadas en wnldades arbitradas ¥ asignandao =1 100 por cionto de intensidod a3 1o
reflexidn 10 de coda pairén.

Sintesis de Fourier:

A partir de las intensidades de las tres primeras reflexio-
nes se calcularon los modulos de los factores de estructura co-



Pacron de difraccion ecuatonal de Tayos-X de misculo de tarantula

rrespondientes (tabla 1) v se hicieron las sintesis de Fourier
para cada caso, las cuales tienen una resolucion de 24 nm
aproximadamente.  Para resolver el problema de la fase se
pmhamn todas las combinaciones (0 o T) p-usi.h]ﬁs. ¥ 5€ com-
pararon las estructuras calculadas con micrografias elecerd-
nicas de cortes transversales de los masculos estudiados,?™?!
De dicha comparacion, concluimos que para todos los casos
{misculos vivos, relajados y en rigor), la combinacion de fa-
ses mds probable con los tres primeros factores de estructura
era 0 0 0, y con é&sta se calcularon las estructuras a partir de
los datos de 12 tabla 1,

TARLA [

MODULOS DE LOS FACTORES DE ESTRUCTURA®

Candicidn I 1o Fy Fap
Vivo o 100 06 - 108
Relajado 119 76 87
Rigor | 109 124

* Los factores de estructura de estn tabla fueron calcwlados o partic de las inten-
sidades promediadas de varios paironss. Los velares estin normalizados de éal
modo gue al hacer la afntesis de Fourler {sin incluic Fog) con signo + para Los
modulos de los tres reflexiones conslderadas, todas las estructuras caleuladas
tienen € misme valor de densicdad ¢lectronizn en el punto corfespondients al
cendro del filomento grueso (x = 4, ¥ = 0},

En la figura 5 se presentan los mapas de Fourier de las
estructuras calculadas para los misculas vivos (Fig. 5A), rela-
jados (Fig.s5B) v en rigor (Fig. 5C).

MAPAS DE FOURIER

Flpurn 5. A) miscula vivn, R} misculo desmembridn en solucian relajndorn ¥
CY miseuln desmembrode en solweicn de rigor. Los mapas feeron colewlndos con
has fnelores de estructura 10, 1Dy 3, eblonldos 8 pactic de los datos de intenei-
dud promedlo en cada caso, En D) se represenia la escala de tooos wtilizada
para los tres graficos.
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En estas estructuras pueden verse zonas circulares de
densidad electronica mas alta, las cuales pueden ser identifi-
cadas como la proyeccion axial del filamento grueso de mio-
sina, Rodeando a estas zonas se aprecia otra region de alta
dentsidad electronica, de forma entre circular y hexagonal,
que corresponderia a la proyeccién de los filamentos delpa-
dos. En comparacion con la estructura del misculo vive (Fig.
5SA) y la del misculo relajade (Fig. 5B), en la estructura co-
rrespondiente al estado de rigor (Fig. 5C) sc observa mayor
densidad elecrrénica en la zona correspondiente a los fila-
mentos delgados ¥ menor densidad en la repién inmediata-
mente alrededor del filamento grueso, lo que indica que ha
ocwrrido un desplazamiento de masa de los filamentos grue-
sas hacia los filamentos delgados. Este desplazamiento de
masa puede apreciarse, también, en la figura 6, donde sr:'gra-
fica la densidad electrénica a lo largo de los planos 10 (Fig.
6A) y 11 (Fig. 6B},

PERFILES DE DENSIDAD ELECTRONICA
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Figura 6. Denalded electrdoica {unidades prbitrarles) v posiclon {nm) a lg

Inzgo e los plonos: A) 10 ¥ BY 11. El punto en O nm comresponde al efe centrul

del filamento grueso ¥ Ins dos lineas vertleales, & smbos lados, sefialen el racdio

del esqueleio {E} ¥ ol l'a.l.1|.|.:- axlerm da la zonn du las cabezas de mlosng [C) en

el estado relpjado, segin datos de la ceconsirucsion tridimensional del flamento
grisern de lmrnTel ula. E
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Determinacion de la masa desplazada al pasar del estado
relajado al estado de rigor:

Para estimar la cantidad de masa que pierde el filamento
grueso cuando pasa del estado relajade al estade de rigor, se
calculd, para ambos estados, la integral de Ia densidad elec-
tronica en el circulo que formaria la proyeccion axial del fila-
mento grueso en el estado relajado:

M =f [E’ixm}dxd}r (1)
D

masa electranica del filamento grueso.
Circulo sobre el plano XY que representa el
contorne de la proyeccion axial del filamento
grueso,

M
donde:4 [

El radio de dicho circulo se fijo en 18 nm, que es el ra-
dio promedio alrededor del eje del filamento grueso (origen
del espacio real), para €l cual ' funcidn densidad clectronica
del estado relajado se encuentra en un minimo (ver Fig. 6).
Estos cdleulos indicaron gue el filamento grueso pierde alre-
dedor del 27 por clento de su masa cuando pasa del estado
relajado al estado de rigor.

Determinacién del nimero de cabezas de miosina desplazadas
al pasar del estado relajado al estado de rigor:

Para interpretar cl valor obtenido en términos de la can-
tidad de cabezas de miosina que son desplazadas, calculamos
la proporcién que representan las cabezas de miosina en un
filamento grueso de misculo de tardntula, apoyindonos en
datos reportados en la literatura (tablas? II-A, II-B ¥ 111y, El
namero de cabezas de miosina que hay en un filamento prue-
so de mitsculo de tardntula se calculo segln la expresion:

'-I*-Ic Nimero de cabezas.
L Longitud del filamento.

donde: § Ly, = Longitud de la zona desnuda,

1

S Scparacién axial entre las coronas,
Ny Nitmero de hélices en la superficie del fila-
L Mento.

Multiplicando N, por el peso molecular de la cabeza de
miosing {115 K) se obtuvo el peso molecular de todas las ca-
bezas (PM.). Para calcular el peso molecular del esqueleto
del filamento (PMg) primero calculamos su niimero de mo-
léculas igualando la cantidad de colas de miosina (N, ) 2 la
mitad del niimero de cabezas (una molécula de miosina tiene

' una cola v dos cabezas) v sumando a este valor el niimero de
maoléculas de paramiosina (Np ) (Np = 0,31 Ny 1.5 E1PMg se
calculd, entonces, multiplicando N, ¥ N por sus respecti-
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TABLA [I-A

ESTRUCTURA DEL FILAMENTO CGHUESO DE TARANTULA

Eongitud total ..., .cov0 commnnm s v 4 pm
Longitud de la zona desnuda ... 0.0 o0 0 210 nm
Didmerro del esqueleto . . ... ... oo 200 nm
Diametro del esqueleto y las cabezas (en estado

{11711 L2 SR S 32 nm
MNimere:de h#liceswoniwprveriavin e doee 4
Separacion axial entre pares de cabezas ... 14,5 nm
Relacion molar paramiosina/miosina - .. ... .. 0,31 |

2 ; B
Dalos toemadas de Crowther e# al, [1985)7 » Levine ef al. (19B3) .

TARLA [I-B

PESOS MOLECULARES ¥ DIMENSIONES DE LAS
PRIMCIFALES MOLECULAS QUE FORMAMN
EL FILAMENTD GRUESO

Minging:

Peso molecular del subfragmento 5-1 ... .. 115 K
Peso molecular de laegla ... ... .. 220 K
Longitud delaeala . . vvvinsvivivavan, 150 nm
Diametrodelacola ........ . ...... ... 2 nom
Paramiosing:

Pesomolecular ... . .. . ... ... ... 200-220 K
Longitud 130 nm
PREAMEITD oo S N A s 2 nm

Datns recopilados por Squlre, 31 il

TABLA I

MASA ASOCIADA A LAS CABEZAS ¥ AL ESQUELETO
DEL FILAMENTO GRUESO

Numero de pares de cabezas en el filamento ., 1,046
Peso maolecular total de las cabezas .. .. ... 2530580 K
MNomero de colas de miosina .. ..., .. 1 046
Niumero de moléculas de paramiosina . . . ., | 3 324
Peso ' molecular del esqueleto del filamento

4T TG et PR 301447 K
Peso molecular torzl del filamento (cabezas +

ERORBIRNOF oo orson e o b g 542037 K
Masa asociada a las eabezas . .. .. .. ... L. Hi =

Datos calculados en bade u los datos de Ins datlas 11-A ¥ ILE (ver iexta),
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vos pesos moleculares y sumando ambos valores (PM, =
PM, o MNom + BM, e M) El resultado de dicho ciledlo
fue: PM. = 301457 K, lo que indica que el 44 por dento
de la masa del filamento grueso estd asociada a los puentes;
gsta relacion, sin embargo, pudiera ser menor si el esqueleto
del filamento contiene otras proteinas ademas de miosina y
paramiosina.

S comparamos ahora la proporcion de sasa asociada a
los puentes, con el desplazamiento de maga medido en las
sintesis de Fourier, se concluye que cl 27 por ciento de masa
desplazada encontrado representa, al menos, ¢l 61 por ciento
de lag cabezas de miosina,

DISCUSION
Metodo de desmembramiento:

k] hecho de que se observen cambios mecanicos y es-
rrucrurales reversibles en los misculos desmembrados, indica
gue efectivamente se ha eliminado el sarcolema como barrera
para los solutos presentes en las soluciones experimentales.

A pesar de que fos patrones de difraccion de los milscu-
los desmembrados en solucion relzjadora v los de los miscu-
los vives fucron relativameénte similares, cstos Gltimos pre-
sentaron valores de Iy, e lyg ligeramente superiores, lo que se
traduce en las estructuras calculadas por sintesis de Fourier,
en una mayor cantidad de masa asociada a la region de los
filamentos delgados. lista diferencia puede deberse a varias
razones: 1) Como cn los mOsculos vivos no se tiene control
del medio intracetular, durante el riempo de cxposicion a los
ravos-X algunas de las fibras pueden haber entrado en esta-
do de rigor por disminucian del nivel de ATP. 2) A que en
los misculos desmembrados (relajados) las cabezas de mio-
sina se ecncuentran mds cerca del esqueleto del filamenso
grueso, debido a diferencias entre Ja composicion de la so-
luciom relajadora v la composicion del sarcoplasma de los
misculos en reposo (vivos), En este sentido, una diferencia
importante es la concentracidn de Ca™ subumbral que hay en
ambos casos: en la solucion relajadora, dicha concentracian
estd por debajo de 1077 M debido a la presencia de EGTA,
en el sarcoplasma, cn cambio, la concentracién de Ca™ sub-
umbral puede ser un orden de magnitud superior,

Organizacion transversal de los miofilamentos: -

Los datos de difraccion de rayos-X reportados en el
presente trabajo, indican que los miofilamentos del miscu-
lo flexor metatarsi fongus de la tarantula, se organizan {oc-
mando un reticulo hexagonal, al igual que en otros masculos
estriados. La relacion 1y, /1y, por otro lado, indica la pre-
sencia de mas de seis filamentos delgados alrededor de uno
grutsn.'g‘z‘u* Mediante microscopia clectrinica, de hecho,
se ha reportado que en otros musculos de extremidad de ta-
rantula hay de & a 12 filamentos delgados rodeando a cada
filamento grueso, ™!
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Segim nuestros datos, el espaciado del reticulo varia, en
¢l misculo vivo, entre 60 v 49 nm, dependiende de la longi-
rud del sarcdmero. Suponiendo que los filamentos de actina
se localizan airededor del filamento grueso a una distancia de
dm, /2, tomando come didmetro del filimento grueso 32 nm
 nivel de la zona de puentes” v tomando como didmetro del
filamento delgado 10 nm,* las dimensiones del reticule de
miofitamentos del misculo estriado de tardntula obtenidas
por nosotros, indican que la distancia entre la superficie de
los filamentos delgados v el esqueleto del filamento grueso
es de 10 2 15 nm. Si consideramos que la longitud de las ca-
bezas de miosina es de aproximadamente 15 nm,” concluimos
que v muchos casos solamente una inclinacion de las cabezas
de miosina es suficiente para gue éstas interaccionen con el
filamento delgado (figura 7).

MOVIMIENTO DE LAS CABEZAS DE MIDSINA

Figura 7. Cade diagroma reprepenta ung perspectbva dol fllamentd prueess de
miigculo de tardnfula con un fllamento dzlgado 3 la derscha {paris superior) ¥
Ia correspondiznte proyveccion sobre el plano perpendicular 8] cje del Mlamento
(porie inferior). El diegrama A corresponde o o estr rn del filomento gruesg
de misculo de Lardniula propia del estado relapdo ¥ el dizgrams B 2 unp estruc:
turg hlpotéties, cusndo lse cabezas de missing alcanzen al filamento dalgada.
Esros graficos se replizeron 8 escala en lo computadora, tomando Ios sigiisntes

datos do la Wbloprafia: Rodle del esquelete del filsmento grusse = 10 am 3
Fladio del filaitianto delgado = 5 am.? Ej# largo de Ea miolecula de
miogina= 15 nm.?* ¥ Las dos cabezas de micsina de eadn
moléculn se madelaron comn 7 eaferns contiguas. '

En estc trabajo se detecto un pequeiio incremento en el
espaciado del reticulo cuande el mascule se transfiere de la
solucion relajadora a la selucién de rigor. Se ha propuesto
que la presencia de fuerzas radiales que acompanan la forma-
cion de puentes actina-miosina e la responsable de los cam-
bios en las dimensiones del reticulo, registrados al inducir,
en musculos estriados, estados gque impliquen formacion de
pucntes ¥ gue, dependiendo de la separacion entre los fila-
mentos, estas fuerzas radiales pueden ser compresivas o ex-
pans[ms.” En base a esto, nuestros resultados sugeren gue
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¢l espaciado del reticulo de los misculos desmembrados
{dm = ¥4-56 nm), estd dentro del intervalo donde las fuer-
zas radiales se vuelven expansivas,

Distribucion de masa en los estados de relajamiento y de rigor,
determinadas a partir de la sintesis de Fourier:

Las suposiciones de centrosimetria y simetria rotacional
(n = 3} implicitas en las estructuras caleuladas por sintesis de
Fourier, deben ser vilidas, al menos, a la resolucidn alcanza-
da, incluyendo las tres primeras reflexiones (224 nm), ya que
ne se resuelven detalles {ver Fig. 5) que pudieran alterar las
condiciones de simetria mencionadas.

Es de hacer notar la gran similitud existente entre el
radio del filamento grueso en el estado relajada, estimado
a partir de nuestras sintesis de Fourier (18 nm) y el radio
estimado a partir de micrografias electronicas del filamento
grueso de misculo de tarintula {16 nm).* Sin embargo, di-
ferencias entre ambos valores pueden ser originadas por:
1} Que exista cierto grado de compresion radial en los fila-
menros preparados para microscopia elecoénica, 2) A la
dificultad de estimar con precision la fronterz del filamento
cuando estos son visualizados por tincion negativa,? 3} Que
en las estructuras calculadas porsintesis de Fourier, los objetos
de tamafio similar ¢ inferior al nivel de resolucidn de la sinte-
sis, aparczean con dimensiones superiores a las reales, 27

Comparando las estructuras calculadas para los estados
de relajamiento y de rigor, se observo que cuando el misculo
pasa .de uno a otro estado se produce un desplazamicnio de
masa del filamento grueso hacia el filamento delgado. Atn-
buyendo este movimiento de masa a la oaslocacion de las
cabezas de miosina,” nuestros resultados indican que deben
participar en €l la mayoria de las cabezas (612 al menos),
Estimaciones hechas por otros métodos ¥ en otras prepara-
ciones, sefialan que la fraccifn de cabezas de micsina unidas
al filamento delgado en el estado de rigor es del 70 por ciento
en el masculo fibrilar de insectos™ y de entre 94 y 100 por
ciento en el misculo esquelético de vertebradas.!'32 Por su
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parte, el hecho de gue se haya registrado un incremento en
la tensidn producida por los misculos, indica que las eabezas
de miosina, ademds de desplazarse hacia los filamentos del-
gados, también interactiian con estos,

Existe evidencia directa de migroscopia clectranica, io-
dicadora de que las cabezas de riosina Jel filamento TrUCEE
de musculo de tarintula se encuentran, en el estado relajada,
muy cerca del esqueleto del filamento* Esto sipnifica que
una interaccidom con el filamento delgado, necesaramente im-
phica un movimiento radial de masa. tal como el detectado en
nuesiras estructuras caleuladas,

El musculo estriado de tarantula es un caso que presenta
regulacion ubicada en el filamento delgado y en el grueso.*
Se ha propuesto que el mecznismo de regulacidn asociado al
filamento grueso funciona debido a un impedimento de las
cabezas de miosina a separarse del esquelero del filamento,
cuando las cadenas liperas de miosina se encuentran desfosfo-
riladas.” lin relacion a esta hipdtesis, los desplazamientos de
masa observados en nuestras estructuras caleuladas, junto con
los registros de tension obtenidos, indican que la ausencia de
ATP es capaz de liberar a las cabezas de miosina y permitir
que éstas interaccionen con el filamento delgado para pro-
ducir tension, Cabe sefialar que en micrografias electrénicas
de filamentos grucsos de misculos estriados de tarantula® y
de almeja,*® en las cuales las cabezas de miosina se ven bien
ordenadas ¥ cerca del esqueleto del filamento en presencia de
ATP, la ausencia de este nucledtido provoea la pérdida de di-
cha disposicion ordenada.
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