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El Calcio como Mensajero Intracelular. 

En décadas reCientes, el Ca> ha ¡do ganando relevancia como un agente regulador 
Intracelular ubicuo y muy importante, así como por ser uno de los mensajeros que relacIOna 
las respuestas intracelulares con la señales extrace!u!ares transducidas por la membrana 
plasmática y sus receptores. Entre las muchas funCIOnes reguladas o desencadenadas por la 
elevación de los niveles intracelulares de Ca> se Incluyen: La ltberac¡ón de transmisores 
sinápticos, la contracción muscular, la motIlidad citoplásmlca, la división celular, etc .. 

Existen tres reservonas importantes para el Ca>. El espacio extracelular, el 
citoplásmlco y los depósltos intracelubres como el retículo endoplásmico (RE), el retículo 
sarcoplásmico (RS) y las mitocondnas 

El incremento de los IOnes Caco en el citosol sigue diversos mecanismos, a 
continuación se abordarán los más Importantes. 

En células no excitables tales como glóbulos rojos, hepatocltos y endotelios, las 
señales de Ca2

- siguen la vía del inosltol (1,4,SHrifosfato (InsP3) En esta vía se encuentran 
involucrados dos clases de receptores, los acoplados a proteínas G y los receptores de 
tirosina cinasas (RTC). Las proteínas G activan a las fosfolipasas C~ (PLe~), mientras que 
los RTC estimulan a las fosfolipasas Cy (PLCy) para convertir el fosfatidilinositol (4,5)
bifosfato (PtdlnsP~) en InsPJ y dlacIlglIcerol. El rnsP, actúa como un segundo mensajero 
intracelular que al unIrse al receptor de mositol (1,4,S)-tnfosfato (IP3R) localizado en la 
membrana del RE libera calcIO haCia el CltOSO\. 

El Ca'· puede tamblen penctrar al citoplasma en las celulas no eXCitables 
atravesando la membrana plasmática a través de canales mdependientes de voltaje. 

Otro factor que partiCIpa en el control del Ca~' celular son las denominadas bombas 
metabólicas conocidas C01110 A TPasas, que transportan los iónes Ca~' hacia el RE (SERCA) 
o al espacio extracdular (P\1C A) con un gasto de energía de l a 2 ATPs por ión ea~' 
remOVido 

Por otro lado, en las c01ulas eXCitables como las neuronas, el ión Ca~' entra a traves 
de canales dependientes de voltaje que activan directamente al receptor de ryanodina 
(RyR), que libera Ca"' desde pozas intracelulares como el RS, permitiendo que estas células 
incrementen el nivel de Ca> citosólico. 

En músculo esquel0tlco el mecal1lsmo es más especializado y será abordado más 
adelante en el papel dd RyR en el acople excltaclón v contracción que se lleva a cabo en 
músculo, por ser parte fundanwntal de esta tesIs 

Estos mecani::.mos qut.:" confonllan !:l din¡'lI11ica del Ca> intracelular pueden liustrarse 
con el esquema sigLlicnle (Flg. ¡. Cl,lph.1nl. 1995) 



FIG. 1 (A) S~ñales d~ l:o.lclO ~n c01ulas no cxcl!ables. Las abreviaturas corresponden a R, receptor; 
G. proteína G; PLC. fosfoltpasa (': In~P" masllol L4.5~trifosfato: GTP. tri fosfato de guanosina: 
GOP, dlfosfato de guanosma: DG. dl:l.ct1gltcerol. PMC A, bomba ATPasa de calcio de la membrana 
pbsmátlca: I('RII' actlvaclon de la llheral:lón dc C3.1<.:lO por comente; K. canales seleCtlVOS a potasiO. 
IPjR. receptor dc moslto!. SER":\, bomhJ :\ rPa~o. de calcIO de retículo sarcoplásrnlco de músculo. 
El sIgno pOSItIVO mdlca eSllmu!;¡'l:IÚn y el signo neg;¡,tl\'o mdlca mhlblclón. 
(B) Señales de ca!clo en c01ula~ excitable.., FI slstcma dcscnto en (A) coexIste con la presencIa del 
"Istcma de muchas l:élub~ L·xl:llables. eJ. Indica l:analCs de calcIO dependIentes de voltaje; RyR, 
n:ccptor a ryanodm.1 ( ... cnslble a l:akw). DIIPR. receptor a Jlhldroplndmas. 



El Receptor de Ryanodina . 

Ya se ha mencIOnado la Importancia del Ca2
> como"'mensaJero intracelular, ahora es 

necesario analizar al receptor de ryanodma (RyR) que está involucrado en la actividad 
muscular y en general en el control de la homeostasis intracelular del Ca"". 

El RyR, recibe su nombre debido a la gran afinidad que presenta por un alcaloide la 
ryanodina (Ryanodol 3-[IH-pirrol-2-carboxilato]. figura 2) que se extrae de la Ryania 
speciosa, un árbol originano de la región tropical del continente americano (FranzInI
Armstrong, 1997). Este alcaloide es soluble cn agua, etanol y cloroformo y es 
prácticamente msoluble en benceno y éter de petróleo (Index Merck, 1989). La ryanodina 
fue aislada por E F. Rogers en 19.+8 y su estructura detenmnada en 1965 por Rabbin y 
Santroch. 

El RyR funciona como un canal ilberador de calcio ubicado en el retículo 
endo(sarco)plásmico (RS) del músculo esquelético y otros tejidos. El RyR del músculo 
esquelético, es una proteína con estructura homotetramérica de muy alto peso molecular 
(450-560 kDa) por subumdad cuya estructura pnmana consta de 5037 aminoácidos. 

En el músculo esquelético. la parte NH~-termmal del RyR se proyecta al citoplasma 
como una estructura similar a un cuadrado, extendiéndose hacia las membranas de los 
túbulos T donde se localizan los receptores a dihldroplridmas (DHPR) que actúan como 
sensores de voltaje (Salto el ti!.. 1984) 

Por estudios de su estructura primaria. algunos autores sugieren que el dominio 
transmembranal de! RyR consta de cuatro segmentos que atraviesan la membrana 
(Takeshima el al .. 1989 y Hakamata el al .. 1992), Y otros postulan que son al menos diez 
(Sorrcntmo y Volpc. 1993 y Senshe\'a el al, l 995) En estos segmentos se localiza el poro 
por donde permean los tones Ca~. Ambas posturas ubican estos segmentos 
transmembranales hacta el extremo carbox¡]o tcmlmal del RyR (Figura 3). 

Por mediO de tecnicas de biología molecular se ha demostrado que la distribución 
del RyR es tejIdo especifica. La tsoforma RyRI se expresa principalmente en músculo 
esquelético, en algunas partes dd cerebro, más prominentemente en las células de Purkmje. 
en esófago y algunos músculos ]¡sos La isofonna RyR2 es una fOnTIa predommante en 
músculo cardiaco y tamblen la m<Í.s extensamente distribuida en cerebro La ISO forma RyR3 
se expresa pobremente en cerebro y es considerada la de rnenor expresión de las tres, pero 
es ubícua en rnuchos tejidos (Sutko el (/1 .. 1996). 

En músculos de vencbrados no l11:Jrníferos como son aves. anfibIos. reptiles y peces. 
eXIsten dos iso formas del RyR 1IlIcI .. lll11eIltC llamadas Ct y p. Estudios moleculares 

demostraron que la Isofonna [> del musculo esquel0tico de pollo y rana es equivalente a la 
isofomla RyR3. mientras que la lsofonlla (1. es reconocida como homóloga dd RyRl 
(Coronado c{ al. 1994) En lo suceSl\o. $e har<Í. referencia simplemente como RyR, ya que 
no obstante de las difercnci.ls. todos ll)s RyRs muestran propiedades Similares. 
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Fig.2. Estructura molecular del a1calOld¡! que da el nombre al RyR la ryanodma. Los astenscos 
mdlcan la pOSICión en donde se sustttuyen los átomos de hidrógeno por átomos de tnt¡o. 

Citoplasma 

L umen 

Al Bl 

Flg.3 I':~qucm~ del c.ln.lIllbcr~Jtlr Je C.lklO (Ryltl. El nlllncro de ::.c-grncntos t:S tentativo aun. A) 
Se posLubn -+ st:gmcnto~ ~ 1.'11 B) '>L' po"tulJn I () ..,I,:grncntos qlH: atra\ l\!I.Jn b membrana. la S\!r 
2R09 es el único ~1110 .. k .. to .. .(()['i!,ICIIJn 1..'0 ,,'1 R~R L'JIJI:lCO 



La caracterización de la actividad del canal liberador de Ca2~del RS por medio de 
técnicas electro fisiológicas ha demostrado que el RyR puede modularse tanto positiva como 
negativamente por una gran variedad de agentes con importancia farmacológica y/o 
fisiológica, lista que año con año se lOcrementa (Ashley el al., 1991). 

El calcio en el rango nanomolar (nM) y los nucleótldos de adenina, poliaminas y 
esfingosinas, en concentracIOnes mlhmolares (mM) han mostrado ser actIvadores 
fisIOlógicos. Mientras que la cafeína, doxorrubicina y agentes tiol, a concentraciones 
mIlimolares (mM) son activadorcs farmacológicos. 

El calcio a concentraciones mlcromolares (¡.tM), el Mg2
- y la calmodulina en 

concentraciones milimolares (mY1) son mhibldores fisiológicos. Algunos inhibidores 
farmacológicos Incluyen al rojo de rutC11l0, el dantroleno, la neomicina, entre otros. 

Dentro de la modulación del RyR, es esencial mencionar que el alcaloide ryanodina 
ejerce un efecto complejO sobre el receptor. Concentraciones de lOa 50 nM activan al 
canal. Concentraciones de 10 a 30() ~1:V1 provocan una mhibIClón (cierre) del canal Y si se 
utlltzan concentraCIOnes intermedias J. lJ.s ya descritas, se observa un estado Intermedio de 
conductancia (Flelsher e Inlu, 1989). 

En 1990, Chu el al y Pessah ('l d., 1987, demostraron que la unión específica de la 
[3H]Ryanodma sirve corno una prueba del estado funcional del RyR, de tal manera que, el 
trabajar a concentraCIOnes alrededor de la constante de disociación (Kd 10 nM), permite 
dcternlinar el efecto de actIvadorcs o inhibldores del canal por métodos bioquímicos, sin 
necesidad de medir directamente lJ. .lct!\·!(Jad eléctrica del RyR. 

Papel del RyR en el Acople Excitación-Contracción. 

El RyR es el responsable de la liberación rápida de Ca> durante el proceso de 
acople excitación-contracción (E-e) en el músculo. Dicha contracción se induce por la 
liberación de Ca"' desde el RS después de la despolarizaCión que sufre la membrana de los 
tubulos transversos (Orlova el al, I tJt(7). Este proceso se lleva a cabo cuando una señal 
eléctrica llega a las inerv'acioncs del nerviO en el músculo (placa neuromuscular), 
provocando la liberación de un neurotransmisor (acetilcolina), que es reconocido por su 
receptor nicotínico pcrnleablc al SOdiO, ubIcado en la membrana plasmática. Esto trae 
consigo una movilIzaCión de Iones '-.;a a través de este canal y posterionnente una 
despolarizaCión provocando la J.ctl\'J.clón de dIfcrentes canales de sodio sensibles a voltaje, 
ubicados a lo largo de la mcmbr,UlJ.. 

Postenonlll.::nte, ocurre una hlpcrpolan¿ac¡ón mediante la Introducción de iones K* 
a) illlerior ccJubr por callJks Jc K' sdccl!\'os. Este lIltcrcambio de iones genera un 
potenCial de acción que se prop,lgJ. por el sarcolema hasta las l1waginaciones de los túbulos 
T, que presentan unJ. gr,¡n .1bund.mCla de canales de calcio denominados receptores a 
dillldropmdinas {DHPRJ, los (uJles funCionan como sensores de voltaje en el musculo 
csquel0tico (Flg. 4; I3lo(k L'f ,ti, 1 'H';SI 
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FigA. Esquema del proc(.!so tle Jcople excitacIón-contraccIón en músculo, además se ilustra 
la organil.ación (.!structurJI lk 1J. tnJua. N, neurona motora; t, túbulos transversos; aldo, 
aklolasa. C3PDH, gllceraluchiuo-J-rost'ato dcshiurogcnasa; P, bomba ue calcIo; DHPR, 
r(.!ceptor a dihluropindmJs. RyR. rec(,.'ptor JI..' ryanodina;SR. retículo sarcoplásmlco 
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Esta despolarización del DHPR resulta en un desplazamiento de dipolos en la 
subunidad a. 1 (17Skd) propiciando un cambio conformaclOnal en este canal, que se 
propaga directamente al RyR, dando lugar a que éste último se active y libere calcio hacia 
el citoplasma celular. 

Por otro lado, los estudios de microscopía electrómca indican que los DHPR forman 
grupos de cuatro entidades (tétradas) que están localizados en exacta correspondencia con 
las cuatro subumdades de los RyR (Franzini~Annstrong el al 1983, 1994). SugirIendo un 
mecanismo de acople E-C del tipo postulado por Schneider y Chandler (Block el al 1988, 
RIos el al 1991) en el cual la detección del voltaje por los DHPR resulta en la apertura de 
los RyR, por alguna interacción molecular directa entre estas dos proteínas. 

La propuesta de interacción directa, sugiere' que el acoplamiento puede ocurrir a 
través de una proteína adicional de 9S kDa localizada entre los DHPR y los RyRs (Franzini
Annstrong C. y Protasi F., 1997). 

En contraste con la situaCión anterior, en corazón y en todo músculo liso la 
liberación de Ca2~ ocurre por el mecanismo de liberaCión de calcio mducida por calcio 
(LCIC). Esto slgmfica que cuando ocurre la despolanzaclón de la membrana, los DHPR se 
abren y penniten la entrada de Iones Ca:' procedentes del exterior celular por lo que se 
incrementa la concentración de Ca" llltracelular y ello provoca la liberación de Ca2

+ por 
parte del RyR. En corazón al igual que en el músculo esquelético el RyR es el encargado de 
la liberaCión de Ca~· al citoplasma, mientras que en el músculo liso esta responsabilidad se 
comparte can el IP ,R (Ashlcy cr a{, t 99 t ) 

También se ha reportado la existenCia de una diferencia fisiológica en el mecanismo 
de acople E~C entre el músculo esquelétIco y el músculo cardiaco. Esta diferencia se refleja 
en el arreglo anatómico de los DHPR (Protasl el al, 1998). 

En músculo cardiaco los DHPR, a comparación con los del músculo esquelético 
mencionados con anterIorIdad. se localizan en las proximidades de los RyR, sin estar 
agrupados en tetradas y Slll estar anclados a los RyR (Sun el al., 1995 y Protasi el al., 1996 
y 1998). Esto apoya la hipót~sls mencionada arriba del mecanismo de LCIC comO el 
responsable del acople E-e ~n músculo cardíaco. La figura 5 ilustra estos mecanismos de 
acople. 
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Fig.5. SIstema hipotético de la lIncración dI.! calc10 de RS por los RyRs. Ambos (a.) y (P) 
RyRs. están arreglados en senes y los sIgnos Cr) y (-) en cada ¡so forma corresponden a los 
sItios de unión en los cuaks el calcIo se une para actlvar o inhibir al canal. (cx)RyR eS 
activado por el acople dIrecto dI.! la ¡ntcr;.lcción dc el asa cltoplásmica de la subumdad al del 
DHPR. W)RyR es act¡\aJo por la IlbcrJc¡on de C:.llClO por b lsofomla (a) RyR y/o por el 
c •. dcio liberado por el DHPR .\l11hos prlh;CSl)S resultJ.n en la liberacIón de calcio por parte 
lk las lsofomlas RyR 



Estudios de Alta Resolución del RyR 

Uno de los pnmeros estudios llevados a cabo para dilucidar la cuestión de cómo y 
dónde el Ca~- es liberado del RS, consistió en la observación de células aisladas del RS de 
músculo esquelético en 1970 por Franzini-Armstrong, aproximándose a este problema por 
medIO de sus estudios de microscopía electrónica donde reportó que existían pequeñas 
proyecciones las cuales denommo pies del RS. 

Así mismo Saito y col. en 1984 estudiaron vesículas enriquecidas y aisladas del RS 
de músculo esquelético por microscopía electrónica para visualizar la organización de la 
estructura del pie de la cisterna termmal, combinando técnicas de criofractura y tinción 
negativa (Fig. 6a). 

Posteriormente Block y col. en 1988 visualizaron la arquitectura de la conexión de 
las membranas del RS y los túbulos T, Y la morfología de las proteínas embebidas en estas 
dos membranas: el pie o RyR y el DHPR. Estos estudios compararon las imágenes de 
cnofractura de ambas membranas Lo antenor se ilustrar con la figura (6b). 

En los años 90, el aislamiento y purificaCión del RyR como una sola entidad, 
penTIltió aplicar nuevas técnicas de imagen por computadora que lograron la reconstrucción 
de la estructura tridimenSIOnal del RyR. 

Inicialmente los estudios de reconstrucción fueron realizados con la téCnica de 
tinclón negativa donde reportaron la estructura nativa del canal liberador de Caz> del RS de 
músculo esquelético (Wagenknctcht y Radermacher, 1995). Posteriormente, con el 
surgimiento de nuevas téCnicas en microsco;:>ia se estudio al RyR con la técnica de Crio· 
Microscopía. 

La técnica se basa en que el RyR es embebido en hielo y analizado por microscopía 
electrónica Utllizando una camara especial para realizar vacío y evitar así la descongelación 
del mat¡;rial. En está técnica se aplica la aproximación para reconstruir la Imagen en tres 
dimensiones con una resolución de aproximadamente 3 nm, lo cual detalla el dommio 
cltoplásmico y algunos datos de la región transmembranal (Serysheva et al., 1995, 
Wagenknecht el (/1., 1996 Y 1997. Y Orlova el al., 1997). 

Estos estudiOS han r¡;portado la estructura tetramérica que se había logrado dilucidar 
por los primeros estudios realizados del RyR, teniendo una aproximación en su fonna a un 
prisma cuadrado de 27 x 27 nm. 

Por otro lado, se r¡;portó LJlIC d dominIO cltoplasmlco tlene una altura de 12 a 15 nm. 
Este valor es suficientc para atra\¡;sar la distanCIa entre la membrana del RS y la membrana 
de los túbulos T, estableciéndosc así lIlla posible continuidad entre las dos. Los dominios 
intramcmbranales son claramente delIneados del ensamble citoplasmico pero se muestran 
en poco detalle, ya que estos se ¡;-a1culJ.ll m¡ltcmáticamente y dependen de la preparacIón de 
la muestra y de los llloddos propue:::.tos Lv J.nteflor se ilustra con la FIg. 7. 
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Fig.6. Imágenes del RyR cstudl,\(jo por microscopía de transmisión (TEM) y de barrido 
(SEM). a)Vcsícula de la cistcma tcmlm;.tl observada en unción negativa Las cabezas 
negras de flechas Indican la estructura pie del RyR que se proyecta 160m de la superficie 
de la membrana con llnJ. scpar~lclón repctlda de 40 nro (!lechas). b) Separación entre la 
membrana de los túbulo t y la mcmbrana ue la cisterna ten11lnal de la triada. e) 
reconstrucción de la \'csículJ. del inCISO a) dGnde se Ilustra al pie del RyR. Te. cisterna 
tcnnin.ll: TT, túbulos tr<.lns\'crSOS; JFM, pIe dI.! mcmbrana. 
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Fig.7. Reconstrucción por comput;J,dora del estado :.l.bicrto y ccrrado del RyR en tres 
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Microscopía de Fuerza Atómica. 

El nombre del microscopio se atnbuye a que diversas fuerzas interatómÍCas 
interaccionan para crear las Imágenes tndlmensionales, entre éstas se tienen a los enlaces de 
hidrógeno, las fuerzas electrostáticas, las de capilandad y las de Van der Waals. Pero la 
fuerza más comúnmente asociada a este microscopIO es la fuerza de Van der Waals. 

Principio de Operación. 

La operación del MFA es análogo a un tocadisco. Es decir, una punta fina del orden 
de micras y menor a 100 A de diámetro se localiza al final de un muelle tipo resorte de unas 
100 o 200 }lm de longitud. Esta pieza es \a que mteractúa directamente con la superficie de 
la muestra. De tal manera que las fuerzas eXistentes entre los átomos de la punta y los 
átomos de la muestra Interaccionen causando en el muelle una deflección que se detecta por 
técnicas ópticas. Estas consisten en reflejar un láser de Néon, en dirección angular al final 
del muelle (inicio de la punta). donde los cambiOS que sufre la punta al barrer la superficie 
de la muestra en el plano (XY) y en la posición vertical (Z) son monitoreadas y a su vez 
controladas por un piezoeléctrico XYZ-scanner. 

Todos estos cambios o dcflccclOnes son una medida de las fuerzas detectadas por el 
muelle en las tres coordenadas. Por lo cual, la reflexión del láser se captura y se convierte 
en una señal eléctrica por medIo de un fotodetector sensible de posición (PSPD) y llevadas 
a una computadora para generar un mapa de la topografia de la muestra, creando así las 
imágenes tridimensionales (Flg.S). 

Usando un sIstema .1propI.tdo de n::troalimentación, la deflección del muelle puede 
mantenerse constante o quedar libre como respuesta a las fuerzas sensitivas. El radio de la 
vía extendida entre el llluelle y d detector produce una amplificación mecánica y corno 
resultado el sistema puede detectar movimientos verticales en sub-angstroms en la punta. 

Una técnica nueva consIste en utilizar muelles de un material piezoresistivo, así que 
éste puede detectar su deflecclón cJcctnca. Esto es debido a que la piezoresistividad da una 
ventaja para detectar la almeaclón del rayo láser con el muelle y el PSPD. Una vez que la 
dcflccción del muelle es detectada se pueden generar datos topográficos en varias vías. 

Una pnmera vía es el de "Dcllccción Constante", también llamado de fuerza 
constante, donde la retroalllllentaclon cambia la altura de la muestra (manteniendo 
constante la dcfkcclón) por ajustar el \'oltajc aplicado para la porción l del scanner XYl
piezoeléctnco 

La suma de los camhios corresponde a l, para la altura topológica de la muestra en 
cada punto del rastrco (XY) ;\1 11lantenc:r la ddlccción constante, el total de fuerzas 
aplicadas a la mucstra es cnn~I.IIlIC ~ la vdocldad dI! barrido está limitada por cJ tiempo de 
rcspul!sta del circuito de rctro;t!lllh:1l1JClón. El total dc fuerzas Jo controla el usuano. 



F oto detector 

Comp utadora 

Pantalla 

e 
( Deflección 

cantilever) 

Laser ij!J 

Muestrea. o. 
Z 

x y 

Piezoeléctrico 
,..---------,--- controlo los movi_ 

mientos de I a muestro 

F¡g.S. ESljuCIllJ dL:! prtllClplO do.: \1!'L'r,I(ll11l JL:l microscopio de fu,.;:rza atómica (MFA). El 
(';JJllalivcr,.;:s traducido cornn 11 II 1\.: 1 h.: 1,.'11 lJ PJ.rt\,.' Introductoria. 
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Una segunda vía es la de "Deflecclón Variable" o de altura constante: aquÍ la 
retroalimentación es abIerta, de tal forma que el muelle se mueve bajo una deflección 
proporcional para el cambio de la InteraCCión punta-muestra. 

La superficie de la Imagen se construye a partIr de la Información de la deflección, 
esto es llamado de altura constante, porque el componente Z del plezoeléctnco no cambia 
apreciablemente. Este proceso es usualmente lIlapropiado para muestras con superficies 
cOlTUgadas como células, debIdo a que la fuerza fluctúa y entonces la deflección del muelle 
es enorme, resultando en la ilberaclón de la Interacción punta-muestra. 

La última vía es la operacIón del Modo de Error, la cual remedia las imperfeCCIOnes 
en la altura minimizando la señal necesaria para la retroalimentación cuando se opera en el 
modo de deflección constante. La señal de error amplifica el contorno de la información en 
el plano Z. En este modo la retroalimentación reúne la infonnación de alta frecuencia 
normalmente no adquirida en el modo de detlecclón constante. Esta información de alta 
frecuencia provee detalles de los cdmblOs del contorno en la muestra. La mayor ventaja de 
esta vía, es que las imágenes se oblIcncn Slll ejercer una fuerza sobre la muestra. 

En el MFA existen varias IllodalIdades entre las cuales están. 

a) El MFA en la modalidad de no contacto. la punta se encuentra oscilando a una distancia 
finita (grande o a unos nanómetros) de la superficie de la muestra. La ventaja más grande 
que se tiene es que no perturba a la rnucstra. Sin cmbargo los errores por humedad hacen de 
esta modalidad muy pobre en resolucIón y es raramente utilizado por los biólogos. 

b) El MFA en su modalidad de contacto intcrmitente o tapptng, en la cual la punta oscila a 
una alta frecuencia para barrcr la superficie de la mucstra. La oscilación amplifica los 
cambios en la superfiCie y csta señal es utili7ada para crear las Imágenes. La desventaja es 
que la fuerza vertIcal puede scr muy grande. Incrementando la posibilidad de dañar a la 
muestra y además cualquia ruido en el mterva!o de la frecuencia puede alterar la lectura e 
mtroducir errores. 

c) En el MFA en modalidad de Cl)ntacto. la punta puede ser llevada lo suficientemente cerca 
de la superficie de la muestra para 4ue este en contacto directo con ella. En el sigUiente 
punto se abordará con todo I,ktalk esta \ancdad del microscopio. ya que es la más utilizada 
en las ciencias bIOlógicas 
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Modalidad de Contacto (MF A-C). 

Esta modalidad también se conoce como repulsiva. Para examinar este escenario en 
más detalle, hay que empezar con la curva de fuerza de Van der Waals (Fig. 9). 

En el lado der.echo de la curva, los átomos están separados por una distancia larga y 
confonne los átomos son gradualmente llevados a estar juntos, se atraen débilmente unos 
con otros. Esta atracción se Incrementa hasta que los electrónes empiezan a repelerse 
electrostáticamente, y esta repulsión progresiva disminuye la fuerza atractiva así como la 
separación inter-atómica., que continúa decreciendo hasta que la fuerza llega a cero. Esto 
sucede cuando la distancia entre los átomos alcanza el nivel de angstroms, cerca de la 
longitud del enlace químIco. 

Cuando el total de fuerzas de Van der Waals se vuelve positiva (repulsiva), los 
átomos están en contacto y es de aquí de donde el MF A-e recibe su nombre. 

Además de la fuerza repulsiva de Van der Waals descrita arriba, otras dos fuerzas 
están generalmente presentes durante la operación del microscopio en la variedad de 
contacto: la fuerza de capIlandad. ejercida por pequeñas capas de agua frecuentemente 
presente en un ambiente experimental, y la fuerza ejercida por el muelle mismo. 

La fuerza de capilaridad se incrementa cuando la humedad se encuentra alrededor de 
la punta, aplicando una fuerte fuerza atractiva cercana a los 1O.s N, que sostiene la punta en 
contacto con la superficie. La magnitud de la fuerza de capilaridad depende de la separación 
que existe entre la punta y la muestra. 

La fuerza ejercida por el muelle es parecida o igual al de un movimiento compresor. 
La magnitud y señal (repulsiva o atractiva) de la fuerza del muelle depende de la deflección 
del muelle y de la constante plezoeléctnca. 

La fuerza total que la punta ejerce sobre la muestra es la suma de la fuerza de 
capilandad más la fuerza del muelle, y debe ser balanceada por la fuerza repulsiva de Van 
der Waals. La magnitud de la fuerza total ejercida sobre la muestra varia de lO-s N hasta el 
más típico rango de operación de 10.7 a lO-/) N. 
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Resolucióo Espacial 

El límite de la resolución espacial para el MFA no está bien defimda en 10 que 
respecta a las ciencias biológicas (Birmig el al., 1986). 

Con el MFA, las imágenes se fonnan por reconstrucción del contomo de las fuerzas 
ejercidas entre la muestra y la punta. Al seleccIOnar una área pequeña de barrido y una 
condición apropiada de trabajo, se puede distinguir dos estructuras adyacentes que son 
menores de 1 run. 

La señal de un MF A es suficientemente grande para no requerir de una señal 
promedio y del análisis de imágenes que es a menudo necesana para un microscopio 
electrónico y algunas otras técnicas. 

En el MF A la resolución puede dividirse en dos categorías: 

1) Resolución instrumental: 

La resolUCIón lateral es - 0.1 nm y se detenmna por la limitación del hardware. La 
resolución vertIcal es de 0.01 nm y por tanto puede introducir pequeñas perturbaciones 
sobre la superfiCIe de la muestra. 

2) ResolUCIón en muestras biológicas: 

Para muestras biológicas la resolución que se tiene es relativamente pobre, pero más alta 
que la microscopía de luz y que el microscopio electrÓnIco de barrido. Además, la 
resolución depende de las características de la punta y del ambiente de operación. 

En una muestra biológica donde la densidad de partículas, como las proteínas de 
membrana. es alta y su movilidad limitada, la resolución puede ser comparable con una 
muestra cristalma logrando alcanzar hasta una resolución de - 0.1-0.2 run. 

Se ha reportado una resolución para la polimerización de lípidos en Langmuria
Blodgett (LB) de 0.3 nm, y usando multlcapas de LB se tIenen Imágenes mdividuales de 
Iípidos así como resolUCIOnes moleculares de lípldos reconstituidos en vesículas y 
membranas (Bustamante C. y Keller D., 1995). 

La resolución de Imágenes moleculares de proteínas de membranas se están 
obteniendo recientemente gracias a esta téclllca y los estudios sugieren que la naturaleza de 
la muestra así como el método de preparación de la misma., Juegan un papel importante en 
la detenninación de la resolución del MF A. 
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Resolución Temporal 

Muy poco se sabe sobre la resolución temporal en el MF A debido a que ésta es 
limitada por la velocidad máxima en la cual una muestra biológica puede ser explorada y la 
exactitud que tiene la punta al barrer la superficie. 

Estudios recientes sugieren que, para muestras con superficies duras, la resolución 
que se puede lograr en las Imágenes es de - 0.1 ron con una velocidad de barrido de < 2.2 
¡..t.mls. Para materiales biológicos que en general son suaves y defonnables una resolución 
espacial de 1 nm se puede lograr con una velocidad de barrido de 5 0.1 ~unJs. 

Reduciendo el área del barrido se puede incrementar la resolución temporal por lo 
cual es posible tener información espacial aun en pequeños intervalos de tiempo. 

La resolución temporal en muestras biológicas depende del material y del 
movimiento molecular que presentan las macromoléculas correlacionado con su constante 
de difusión lateral. Un ejemplo de ello son los lípidos en una bicapa, los cuales tienen una 
constante típica de difusión lateral de 10.8 cm2/s, correspondiendo a un promedio de 
velocidad de - 2 ¡.un/s. 

Por otro lado, las proteínas embebidas en blOmembranas naturales tienen una 
constante de difusión lateral menor. Por ejemplo el receptor nicotínico de acetilcolina 
(AChR) estudiado en parches de mioblastos tiene una constante de difusión de < 3.0 x 10-12 

cm</s, por lo tanto, es posible obtener excelentes ,imágenes de macro moléculas que están 
bien adheridas como en una bicapa lipídica o inmovilizadas sobre un substrato (Bertazzon 
el al, 1992). 

El factor que limita la resolución temporal depende del ambiente de operaClOn 
(solventes, viscosidad, elastiCidad, etc ), de la naturaleza de las interacciones punta-muestra 
y del modo de operación: En el modo de altura constante, la velocidad de barrido es 
limitada por la rápida deflección del muelle, mientras que en el modo de deflección 
constante, la velocidad de barrido es limitado por la rapidez con que el piezoeléctrico barre 
y puede cambiar el componente en Z. 

Por último, la resolución temporal está limitada por el filtro electrónico de pasa
bajos, utilizado para eliminar el ruido de la muestra. Este filtro típico tiene un corte de 
frecuencia del orden de 15 kHz. correspondiente a un tiempo de resolución de 67 ¡...Ls. 

Para entender mejor el alcance en la resolUCión de la téCnica de microscopía de 
fuerza atómica, se presentarán algunos ejemplos obtenidos con muestras biológicas. 
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Aplicaciones del MFA en el Area Biológica. 

En años recientes el MF A ha sufndo un rápido desarrollo como método de 
obtención de imágenes en las ciencias bIOlógicas por su gran resolución espacial y 
temporal. 

La MFA ha sido aplicada al estudio estructural de células, como los glóbulos rojos, 
para entender su función en el transporte de oxígeno y del dioxido de carbono (Fig. 10, 
Mikrut el al.1994) 

• 

• 
. 'i microns 

Fig 10. Cdula sanguínea cstuUIJtla por \lF:\ cn su modalidad de contacto. El glóbulo rojo 
fue \Jeposltauo sobre substratos dc 1111¡;J y lijado con glutaraldehido. 
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También la iV1F A se ha ut¡]l/ado para estudiar los complejos de la emoltura nuclear 
(NPC) de la cara cltoplasmlca de los 0\ !JCltos de Xenopus Cada :,\¡PC esta compuesto de 
ocho subunldades que se encLlcnlr .. Hl rodeando el canal central a tra\és del cual OCUlTe el 
transporte de ciertos Iones y ll1..lcrol1lolccul..ls (Flg 11) 

I:I~ 1I lnu~l'l1 ~k 1.\ <..',\1.\ <..'11\11'1.1"11\1(,\ ,k un 1\\l\Cl¡O de \CIl\\IHI" k,\\l~. dnnde ~e jlu-:d-: 
l\b"Cl\'.il' 1;\ ~1.\11 d<..'nsld.ld "l' l'I'll\i)k'lll" ,k p\11\)~ IlLlckare,> 



Por otro lado, e[ :\1F A ha pennitldo el estudio de proteínas de membrana con gran 
éxito. Un estudio de este tipo es la caractenzación estructural del receptor nIcotínico de 
acetilcolina (AChR), el cual fue exprcsado en OVOCltOS de Xenopus. El MF A pemitió 
detenninar la estructura pentarnérica del AChR en la cara de la membrana celular que da 
hacia el espacio extracelular, detectándose un poro central rodeado por las cinco 
subunidades (Fig. 12). 

Flg.12. a) Imagen L1e alta n:súluclón por \lFA ,k la superficie de! ovocltO de Xcnopus 
expresando el canal de aC-':(lkol1l1.1 (;\ChR) h) Imagen Je un solo canal de AchR visto 
desdc la parte superior donde son lll,m:ad.1s 1,15 <;ll1CO subunidadcs respectivamente, su 
altura rr.:latI\'a esta en () 5-'. ()A~, () "+7, l)jO y n,35 11m para cada subunldad. c) AchR 
r(!saltando su Cl)ntorno, dondc :-oc .lprecl.Hl las SUhullld.les y el canal central. 



Dadas las dimensIOnes calculadas y reportadas para el canal liberador de Ca2
• 

(RyR), será posible obtener una resolución de la superficie del dominio cItoplásmico y de la 
estructura cuaternana de este canal al ser analizado por la téCnica de Microscopía de Fuerza 
Atómica (MF A). 

El uso de la MFA penmtirá observar cambios estructurales en la región del dominio 
citoplásmico del RyR debido a la acción de d¡\crsas concentraciones de moduladores, 
permitiendo diferenciar el estado abierto y cerrado de este canal. 



Con base en los antecedentes y la hipótesis anteriormente presentados se proponen 
los siguientes objetivos. 

Generales: 

1) Se utilizará el MF A como herramienta para conocer y estudiar la estructura del canal 
liberador de Ca2

->- (RyR) embebido en su membrana nativa de RS de músculo rápido de 
coneJo. 

2) Se detectará el camblO confonnacional del RyR asociado a la presencia del alcaloide 
ryanodina a concentraciones actIvadoras (100 nM) e mhlbidoras (100 ~M). 

Particulares: 

1) Aislar el retículo sarcoplásmico pesado a partir del músculo esquelético rápido de 
coneJo. 

2) Identificar al RyR por medio de MF A, en membranas nativas de RS de músculo rápido 
de conejo. 
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Reactivos. 

Sigma: 

CaCl" grado 1, 99%, PM ~ 147 
MOPS, slgrua ultra, 99.5%, PM ~ 209.3 
PMSF, PM = 174.2 
Sacarosa, sigma ultra, 99.5%, PM ~ 342.3 
Pepstatina A, 75%, PM = 685.9 
Aprotinina, 4 TlU/rng 
Benzarnida, 97%, PM ~ 156.6 
Leupeptma, 68%, PM ~ 475.6 
Reactivo de Folin y Ciocalteus, 2N 
BSA,98-99% 

Baker: 

KC1, RA., 99%, PM ~ 74.55 

Calbiocbem: 

Ryanodina, 98.5%, PM ~ 493.5 

28 



METODOS. 

OBTENCION DEL MUSCULO ESQUELETICO RAPIDO. 

El tejido requerido para este estudio se obtiene de la espalda baja y patas traseras de 
conejos adultos jóvenes machos, de la raza Nueva Zelanda albino (Orvctolagus uniculus), 
de aproximadamente 4 kg de peso. 

Antes de sacrificar al ammal se le myecta, vía intrapentoneal Anestesal (25 mglkg 
peso), producido por Srnltch Kline Beechman Una vez donnido, se aplica un corte en la 
yugular del conejO y se deja desangrar. Postenonnente, se elimina la piel y se extrae el 
tejido con ayuda de material qUirúrgico. Finalmente, se envuelve el tejido en secciones con 
papel aluminio y se congela en un ultrarefrigerador a -70°C. 

PROCEDIMIENTO PARA EL 
SARCOPLASMICO PESADO (RSP). 

AISLAMIENTO DEL RETICULO 

El procedimiento se siguIó con base a lo reportado por Hamilton el al., 1989. 

Homogenizado. 

a) Colocar ISO g de tejido finamente cortado en 150 mI de buffer A (sacarosa 0.3 M. tris
malato 20 mM, pH 7 e mh,b,dores de proteasas: Floruro de Fenllmetilsulfonllo (PMSF), 
100 uM; benzarnlda, 100 uM; pepstatina A, 1 uM; leupeptina. 1 uglml; aprotinina, 1 
ug/ml). 

b) Licuar a alta velocidad dos veces durante 30 seg. cada una. 

e) Adicionar 400 mi de buffer A y licuar otros 30 seg. 

Fraccionamiento. 

d) Centnfugar el homogeneizado cn un rotor GSA a 5500 rpm (3000 g), durante 30 mino 

e) Filtrar el sobrenadante a través de una gasa procurando exprimir bien. 

f) Centrifugar la fracción liquida con un rotor GSA a 9800 rpm (10.000 g), durante 30 mino 

g) Filtrar el sobrcnadante a través de una gasa 

h) Ad,clOnar KCI hasta alcanzar una concentración dc 0.5 M (3.7 g/lOO mi). 

i) Ultracentrifugar con rotor 45Ti. a 41.000 rpm (130.000 g) durante 45 mino 
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j) Resuspender el sedimento en 400 mi de buffer (sacarosa 0.3 M, KCI 0.6 M, ácido 3-[N
morfolino]propan sulfónico (MOPS) 10 mM Y pH 7.4 Y homogenizar (homogenizador 
Cafrarna tipo RZRI). 

k) Ultracentrifugar con rotor 45Ti a 41,000 rpm (130,000 g) durante 30 mino 

1) Resuspender el sedimento en un buffer que contenga sacarosa 0.3 ro, KCl 0.4 M, MOPS 
10 mM a pH 7.4 Y homogeneizar en 20-25 mI. 

Gradiente. 

ro) Depositar la fracción separada en un gradiente discontínuo de sacarosa constituido por 
soluciones al 20% (superficie), 25%, 30%, 35% Y 40% (fondo mferior). Cada solución 
contiene además KCI 0.4 M, MOPS 10 mM, pH 7.4. 

n) Ultracentrifugar con un rotor SW 28 a 27,000 rpm (130,000 g) durante 14 horas. 

o) Dilulr la interface obtenida entre 35 y 40 % de sacarosa en 3-4 volumenes de MOPS lO 
mM pH 7.4 

p) Ultracentrifugar con un rotor 60Ti a 42,800 rpm (130,000 g) durante 30 mino 

q) Resuspender el sedlmento en una solución que contenga sacarosa al 10%, KCI 0.1 M, 
MOPS 10 mM, pH 7.4. 

r) Separar alícuotas de aproxImadamente 30 ul y congelar a -70°C. Esta fracción se 
denomina retículo sarcoplasmico pesado (RSP). 

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA EN LA 
FRACCION AISLADA. 

La detenninación de la concentración de proteína en la fracción aislada de RSP, se 
realizó espectrofotométricarncnte por la técnica de Lowry (Lowry el al., 1951). La lectura 
de la absorbancia se hace a 660 nm y la curva estandar se construye con 5, 10, 20, 50, 100 Y 
300 )J.g/)J.l de una solución stock de scroalbúmina de bovino (BSA). 
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PREPARACION DE MUESTRA Y PROCESO DE ANALISIS DE IMAGEN POR 
MICROSCOPIA DE FUERZA ATO MICA (MFA). 

Para el análisis de la muestra de RSP se usaron los procedimientos descritos en la 
literatura relacionada con la utilización del MF A en el área biológica. Se utilizaron discos 
de mica, de vidno y de cuarzo amorfo, de 5 mm de diámetro, donde se depositó la fracción 
aislada de RSP, pero todos fueron descartados por no mostrar una buena adherencia con la 
membrana. 

Para el estudio, se implementó un substrato de silicio monocristalino de alta pureza 
y con orientanción (1,1,1), de aproximadamente de 1 cm de diámetro, el cual se limpió con 
ácido fluorhídrico (HF) en solución al 30 % para evitar el óxido superficial y obtener una 
superficie limpia. 

La fracción aislada de RSP se depositó en el substrato colocando 5 J...ll que 
corresponden a 38.3 J...lg de proteÍnaJ~ . .d presentando una Bmax. de 12.3 pmollmg de 
proteína. Esto con el fin de obtener imágenes de la membrana de RSP y del estado basal del 
RyR. Para determinar el estado activado y bloqueado del receptor de ryanodina, la fraccIón 
aislada de RSP se incubo durante 3 h. con ryanodina fria a una concentración que 
favoreciera ambos estados conformacionales (1 OOnM Y lOOp.M). Posteriormente las 
muestras se deshidrataron por medio de un vacío dinámico, que extrajo las moléculas de 
agua presentes en el medio muy lentamente, eVitando el burbujeo que produce un vaCÍo 
normal. Con esto se contribuye al reacornodo de la membrana con respecto al substrato 
(Murray el al .• 1995). 

Se trabajó en el análisis de las muestras con un MFA-C (modalidad de contacto), 
Auto Probe CP "Park Scientific Instrument"· (Sta. Barbara California, USA). El proceso de 
adquisición de datos para analizar la topografia de la membrana de RSP se Hevó a cabo a 
fuerza constante y aplicando la fuerza desde un intervalo de 1 a 10 nN. La rapidez del 
barrido es del orden de 1Hz y con una ganancia en Z (altura) de 1.2 x 10-1 I-lmlstep. Las 
imágenes se filtran utilizando la correlación de transformada de Fourier para valores 
promedios, para quitar el nudo generado por el aparato. 
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Las primeras sesiones que se efectuaron en el microscopio de fuerza atómica (MFA) 
se dedicaron por entero a conocer todas y cada una de sus partes. Esto, con el objeto de 
familiarizarse con el equipo y el programa de adquislción de datos, para reconocer y 
analizar los efectos del ruido generado en los alrededores del laboratorio, para considerarlos 
y descartarlos de los datos adqulndos durante las exploraCiOnes topográficas de la 
membrana de RS. 

Substratos de Mica, Vidrio, Cuarzo Amorfo y Monocristal de Silicio. 

La membrana de RS fue depositada en diferentes substratos y explorada con el 
sacarmer de 100 micras (¡..lm), con el objeto de empezar a establecer los parámetros en el 
MFA. 

Los primeros barndos correspondleron a los discos de mica. En estas imágenes se 
puede observar que durante el barndo eXlstló dificultad en lograr una buena resoluclón de la 
membrana. Esto es debido a una baja adherencla de la membrana con respecto al substrato 
utIlizado, reflejando la fuerte mteracclón punta-membrana durante la exploración de la 
muestra con el MFA. 

Al ser arrastrada la muestra por la punta. se falsea la información de la superficie de 
la membrana, ya que conforme la punta regresa al inicio de partida, ésta contendrá 
pequeñas cantidades de membrana que pueden interferir con la medición. 

Cuando la fracción de membrana de RSP se deposita sobre porta objetos de vidrio, 
se mejora la resoluclón. pero aún la adherencia del substrato es inadecuada. Además, la 
membrana se presenta en foona de grumos di ficultando la exploración topográfica, debido a 
las grandes deflecciones que debe sufnr el muelle para ajustar la topografía de la muestra. 
Este hecho evita una óptima interacción punta-membrana por lo accidentado de la 
superficie y porque en este caso se tuvo que aumentar la fuerza del barrido así como la 
velocidad para poder registrar la topografia de la muestra. Esta práctica trajo desgraclas en 
cuanto a la preservación de la muestra y de la punta. 

Por último, las exploraciones topográficas de la membrana depositada en discos de 
cuarzo amorfo presentó una mejor adherencia.. pero la interacción de la punta con respecto a 
la muestra es todavía ineficiente. debIdo a que la muestra todavía es arrastrada en pequeñas 
zonas. Lo anterior, ímplde continuar con los barridos, ya que muchas veces se termina por 
romper la punta por la fricción existente entre los componentes debido al incremento de la 
fuerza que causa la deflecclón en el cantilcver conforme se aumentan los intervalos de 
registro. 

Lo común en las anteriores observaCIOnes. son fas rayaduras fácilmente reconocibles 
como arrastre y desgarramientos de la membrana de RSP ilustradas con la figura 13. 

En resumen. la falta de adherenCia entre la membrana y los substratos de vidrio. 
cuarzo amorfo y mica Impidió la obtenCión de Imágenes. De esto se puede lOferir que es de 
viral ImportanCIa optlm¡¿;lr algun material corno substrato que cumpla con los siguientes 
requisitos: 
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folg. ¡ 3. Arrastres y dcsgarra\11Icntos de la membrana de RSP por la falta de ~ldhercncia 
mostrada por Jos diferentes substr~lloS utilizados (<1) !J11C:l, (b) vIdrio, (e) cuarzo amorfo. 



1) Qué el substrato permita una buena adherencia de la muestra. 
2) De ser posible, que la interacción substrato-muestra induzca una orientación topográfica, 

es decir, que la muestra no se aglomere o que presenten regiones con grumos, 
3) Que la interacción de la punta del MF A en el proceso de barrido no afecte ni la 

morfología de la muestra nI su adherencia al substrato. Esto para poder efectuar 
multIples barridos usando una misma muestra. 

Por ende, los problemas técnicos que se tuvieron que resolver y que fueron en 
común encontrados en la investigación se pueden desglosar en tan sólo una pregunta, ¿Cuál 
es el tipo de substrato que pennita una buena interaccIón con la membrana para lograr la 
resolución con el MFA que se necesita en la visualización del RyR? 

La respuesta, aunque un poco empírica en cuanto a la decisión del substrato a elegir 
se basó en una colaboración multldisciplinaria. Esta colaboración aprovechó la experiencia 
de los investigadores del área de ciencia de matenales, principalmente en el campo de 
estudio de películas delgadas a base de nanopartículas; donde es necesario un substrato que 
induzca un arreglo así como la eXistencia de una buena adherencia para que la técnica de 
MFA pennita obtener la morfología tridimensional. 

En consecuencia se optó por utilizar como substrato a un monocristal de silicio de 
alta pureza con orientación cristalográfica (1,1,1), que tiene las siguientes propiedades: 
superficie lisa (acabado tipo espejo), matenal duro, resistente al rayado y no adsorbe agua 
(Fig. 14). 
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Fig.14. Topogralia supl:rricwl dd substrato de silicio mOIlocristalino. 



Exploración de la Membrana de RSP depositada en substrato de Silicio 
Monocristalino. 

La decisión de utIlizar al monocristal de silicio para visualizar la membrana del RS 
por MFA, nos lleva a discutir ampliamente su estructura recordando que las membranas 
biológIcas se presentan en todas las células ya sea animal o vegetal. 

Esta envoltura lejos de ser inanimada, pennite muchas interacciones selectivas, 
desempeñando múltiples funciones: 

- Regula el paso de matenales hacia dentro o hacia afuera de la célula. 

- Mantiene el medio intracelular en virtud de su capacidad de permeabilidad selectiva y 
mecanismos de transporte. 

- Regula el metabolismo detenmnando las concentraciones de los cofactores enzimátlCos y 
substratos mtracelulares. 

- Capta y transduce señales químicas extracelulares mediante moléculas receptoras externas 
y moléculas localizadas en la membrana. 

- Conduce mensajes, señales eléctricas y/o regula el transporte de sustancias a través de 
ella. 

- Mantiene relaciones estructurales y químicas con células vecinas. 

- Protege a la célula y participa en su mOVimiento o secreción. 

- Pennite la compartamentahzación celular 

Pero los mecanismos moleculares precisos que están involucrados en las variadas 
funciones de la membrana son pocos conocidos, debido a que la integridad estructural y 
funcional de la membrana se pierde cuando se aíslan y purifican sus componentes, lo que 
provoca importantes limitaciones en los estudios sobre la organización y subestructura de 
este tipo de organelos. 

En cuanto a su estructura se puede hablar de una arquitectura fundamental de las 
membranas, la cual fue propuesta por Singer y Nicholson en 1972, y que es conocida como 
el modelo de mosaico flUido de la membrana. 

Dicho modelo aborda la estructura como una bicapa lipídica, en la que las cabezas 
hidrofilicas de las moléculas de fosfoliptdos miran hacia el exterior y las colas lipofilicas 
(hidrófobas) miran hacia el Interior, donde además las proteínas están integradas en la 
bicapa lipídica. con algunas mokcu!as de proccínas penetrando por completo la bicapa, y 
otras haciéndolo parcialmente. Este modelo parece ofrecer la imagen estructural más 
aceptable de la membrana (Fig.15). 
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Las proteínas intrínsecas de la membrana desempeñan funciones esenciales, 
ejemplos de estas proteínas incluyen a: los canales iónicos, transportadores, bombas 
metabólicas, moléculas receptoras y de reconocimiento (Ekert y Randall, 1994). Sin 
embargo, en la actualidad la información estructural y la organización de las membranas 
biológicas procede principalmente del desarrollo de los métodos de corte ultrafino de 
tejidos fijados químicamente para la microscopía electrónica, y más recientemente, de los 
métodos de criofractu:r;a combinados con la microscopía electrónica que han pennitido la 
visualización de la estructura fina de la superficie de la membrana. 

La arquitectura topográfica de la membrana del RS en tres dimensiones que se 
presenta en la figura 16, Ilustra una gran densidad de proteínas insertadas en la membrana, 
lo cual concuerda con la propuesta del modelo del mosaICO fluido de membrana. Por otro 
lado, al realizar un acercamIento de una pequeña área, se puede distingUir la textura lipídica 
de la bicapa del RS como pequeñas granulosidades o estructuras esféricas, los fosfolípidos. 

El arreglo lipídico de la membrana es uniforme y se aprecia una orientación en el 
plano (XY) adoptada cuando la membrana es depositada en el substrato de silicio. Tal 
orientación puede ser fundamentada debido a que los soportes pueden ser modificados 
ajustando su hidropaticidad, su densidad de carga y/o su polaridad (Lal el al., 1994 y 
Saclanann E., 1996). 

El lograr una adecuada resolución espacial de la superficie de la membrana de RS, el 
siguiente paso fue la localización del RyR. el cual esta enriquecido en esta preparación. 
Para ello se realizaron barridos con mayor resolución espacial. 

Fig.I5. Sección de la membrana p!asmáHca., en la que se puede observar su aspecto típico 
en doble capa hpídlca. 
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Flg.16. Superficie de la membrana de RSP donde se ¡lustra la densidad de proteínas 
insel1adas en ella y a su ve;; una imagen de la textura lipídica de [a Illlsma. 



Caracterizacíon Estructural y de los Cambios Conformacionales asociados al RyR. 

Los estudios estructurales realizados al RyR, se basaron en la estructura tetramérica 
cuando el receptor es purificado completamente cuyo valor varía desde 21 x 21 nm hasta 27 
x 27 nm por lado; y el tamaño caracteristico del pie o región citoplásmica cuando se 
localiza en la membrana cuyo valor de altura varía desde 12 run hasta lSnm. Ambos 
parámetros se han valorado en una gran variedad de músculos de vertebrados e 
invertebrados por estudIoS de microscopía electrónica, a base de simulación de imagen. 

Para obtener diversas imágenes de RyRs localizados en una misma área de bamdo 
es necesario explorar dtferentes zonas de la membrana durante los barridos realizados por 
MF A. A su vez, es necesario reailzar acercamientos para tratar de evaluar la región 
citoplásmIca teniendo en cuenta que es uno de los marcos estructurales importantes para 
estudiar y evaluar al RyR por MF A. 

El estado nativo del receptor, así como sus cambios asociados al ponerlo en contacto 
con el modulador (ryanodina) y promover el estado activado y el estado cerrado se 
muestran en tres dimensiones, donde se visualizan sus dominios citoplásrnicos. Su aspecto 
se distingue como una estructura cuadrada detallada por las subunidades que están 
cIrcundando al vestíbulo del canal central marcado como PC (Fig. 17). 

En el estado abierto y cerrado, el dominio cltoplásmico se ve afectado por la 
interacción de la ryanodina a su receptor. La concentración utilizada de 100 nM favorece la 
probabilidad de apertura del canal y la concentración de 100).1M favorece la probabilidad de 
bloquear al canal. 

Para detenninar y relaciOnar los cambios confonnacionales presentes en la 
estructura del receptor con respecto al estado basal cuando la fracción de membrana fue 
incubada con la ryanodina, se evaluaron los siguientes parámetros: el diámetro del canal, la 
profundidad del mismo, la altura del dommio citoplásmico y los diámetros de la Silueta del 
mismo. Los valores están resumidos en la Tabla 1 e ilustrados en la fig.18. 

El duimetro del canal central se ilustra corno (DPC). Los valores nos indican el 
promedio de la apertura o cierre del canal asociado a la unión del modulador. Los 
porcentajes de cambio del DPe en relaCión al estado basal del RyR, nos indica que el valor 
para el DPC en el estado abierto se Incrementa un 39 %, mientras que en el estado cerrado 
dismmuye un 33 %. Estas medidas son fácilmente interpretadas como un cambio de estado 
conformacional favorecido del RyR, y puede distinguirse con claridad al comparar las tres 
imágenes. 

Las mediciones de la profundidad del canal central (PPC). se pueden explicar mejor 
como la longitud o punto maximo hasta donde la punta puede llegar a penetrar en la 
apertura del canal, esta apertura corresponderla al vestíbulo del canal. 

40 



~ 

':¡:,. 
"' 
,ro 

"' ~ 
"~ 
00' , 
~, 

00' 
~, 

"' 

BASAL 

ACTIVADO 

Á Á 

CERRADO 

Fig.17. Imágenes en plano y en tres dimcnSlOl1CS del dominio citoplásmico del RyR en sus 
tres estados confofmacionales. basal, actIvado (100 nM de Iyanodina) y cClTado (lOO.uM 
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La decisión de evaluar si estamos en el vestíbulo o en el filtro de selectividad es por 
lo siguiente: 

1) En la ilustración de la medida de profundidad se puede uno dar cuenta que la región 
evaluada se localiza de la parte de la membrana hacia la parte superior del canal, la cual 
corresponde al vestíbu.lo del canal del RyR. 

2) Es evidente que si la punta llegara a la parte más estrecha del poro jónico que 
corresponde al filtro de selectividad, se podría causar una perforación o cambio en la 
estructura del RyR por tratar de bajar la punta de barrido. 
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Pero estos valores por sí mismos no nos dicen sí el RyR sufre un cambio estructural 
y por ende, se evaluaron los diámetros de la silueta del dominio citoplásmico definidos 
como (DI) y (D2). 

Como se puede ver en la Tabla 1, los diámetros del estado abierto comparado con el 
estado basal, cambian conSiderablemente y se puede tomar como un movimiento de la masa 
de cada una de las subumdades que conforman al dominio citoplásmico, para pennitir el 
flujo de los iones calCIO a través del canal, que se traduce como la liberación de calcio 
desde las pozas intracelulares del RS. 

En contra parte, los diámetros del estado cerrado comparado con el estado basal, 
cambian drásticamente y nos indica que la masa de cada subumdad que confonna al 
dominio cltoplásmlco se está replegando. Este repliegue de la proteína debe de ser 
soportado por la acción directa de la membrana y además debe involucrar a la región 
transmembranal. Este cambio conformaclOnal evita el flujo de los iones calcio desde las 
pozas intracelulares. 

Lo anteriormente descnto asocia la concentración de la ryanodma con posibles 
cambios estructurales en su receptor. Pero para complementar estos estudios se midieron 
también las vanaciones en la altura del dominio cltoplásmico. 
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Al comparar la altura de los dominios citoplásmicos del estado activado y cerrado 
con respecto al basal, se observan cambios significativos que fundamentan el cambio que 
sufre el RyR. Cuando el RyR se encuentra favorecido en su estado acttvado, la altura del 
pie se incrementa un 6.2 % mientras, la altura del pie en el estado cerrado disminuye en un 
14 %. Esto sugiere que la ryanodina esta induciendo un cambio conformacional en el pie 
del RyR. 

Tabla-l. Se resumen los valores obtenidos de las mediciones de los cambios 
estructurales del dominio citoplásmico del RyR por la técnica de MFA. 

ZONA BASAL (A) ACTIV ADO (A) CERRADO (A) 
D1 178 ± 22 134 ± 27 68 ± 16 
D2 161 ± 30 126 ± 19 79 ± 20 
DPC 18 ±4 25±4 12 ± 2 
P 23 ± 3 27±7 14 ± 3 
h 128 ± 19 136±9 110 ± 15 

(n ~ 50) 

p 

Fig.18. Esquema que ilustra las regiones que se evaluaron del dominio citoplásmlco del 
RyR por MFA en sus tres estados confonnaclOnales. 
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La MF A mostró ser una técnica muy poderosa para el estudio estructural del RyR en 
membranas nativas. 

Los factores más importantes de csta nueva herramienta expenmental son los 
siguientes· pueden procesarse Imágenes tridImensIOnales a temperatura ambiente, a presión 
atmosférica, bajo condicIOnes fisIOlógIcas /11 s/!u, en ambientes acuosos y la posiblildad de 
observar o registrar procesos bIOquímicos y fisIológICos en tiempo real. (Shao, el al, 
1995). Además la técnica no necesita un recubnmlento con matenales conductores para 
poder explorar a la muestra bIOlógIca, ni de un Sistema espeCial de vacio. 

Por otro lado, el MF A no puede e\ aluar SI la muestra es un material cristalino 
siendo una desventaja con respecto ti la microscopía TEYI, donde por dIfracción uno puede 
evaluar al tipo de matendl explorado. Otra des\entaJa pero que se comparte con las técnicas 
de alta resolución es que depende de la preparación de la muestra. 

La dificultad técnica mas sobresaliente fue la adherenCia de la fracción de 
membrana aislada de RS al depositarla sobres los diferentes substratos. 

Los métodos más comun<:s para ,kposltar o ensamblar membranas sobre superficies 
sólidas es la transferencia directa de los lípldos y'O en \esículas aisladas. En ambos casos la 
continuidad de la membrana depositada depende críticamente de la superficie lisa del 
substrato y además de su carga atr.1ct1\a. repulsIva o neutra. Esto último dicta el papel de la 
adherenCIa para lograr la resolucIón Ilecesana para vIsualizar una estructura bIológica. 

Por otro lado, el depositar membranas sobre diferentes tipos de substratos tiene un 
mtcrés práctico y científico por vanas ra/ones PennJte la biOfuncionalIzaclón en sólIdos 
Illorgámcos y polímeros Ello pro\ee un ambiente natural para la Illmovilización de 
proteínas (tales como receptores y antlcuerpos) baJo condiciones no dcsnawralIzantes y en 
una bien definida orientación Esto pemllte la preparacIón de bicapas ultra-delgadas. de una 
alta resistencia eléctrica sobre substratos conductores y. la incorporación de receptores para 
detectar la unión de ligandos y () Jlltlcuerpos asi corno los cambios estructurales asociados a 
las proteínas 

Tornando en cuenta lo antenor, d monocristal de silicio tiene una superficie muy 
lisa. ordenada, neutra y cuya rugosidad detemlÍnada por MF A es de 4 Á. Esto nos permitló 
obtener la arquitectura superliclal de las \ esiculas de membrana aislada de RS al depOSItarla 
en el substrato de silicio por \tFA Las Imágenes de la Fig.16 comparadas con otros 
estudios de blcapas artinciales por \!FA. contnbuycn a la resolución espacial. 

La desventaja promlllente del estudio es que Se rea!tzó en condiciones de 
deshidratación, lo cual podría Jt'eetar IJ Integridad de la membrana de RS. 

De lo antenor se puede resumIr ljue esto nos llevó a n::ali;ar un trabajo original en la 
investlgaclón estructural del R~R, ~a ljuc no eXIsten trabajOS Similares en cuanto a 
estudiarlo embebIdo l.1nlO en llh:l1lhr.1I13S nativas de RS como en blcapas por téClllCas de 
alta resoluclon. 



Los estudios estructurales por técnicas de alta resolución (Crio-microscopía 
electrónica) han realizado un esfuerzo por dilucidar en tres dimensIOnes (3D) al RyR. Las 
contribuciones del microscopio electrónico y de los métodos de procesamiento de imagen a 
la estructura 3D del receptor mencIOnan que el RyR tiene dos partes principales: un 
dominio citaplásmico que es casi el 80 % de la masa del receptor con una fanna similar a 
un prisma cuadrado (28x28x 12 nm) y una parte más pequeña del 20 % de la masa que 
corresponde a la región transmembranal y que sobresale de la anterior unos 7 nm. Además 
localizan una pequeña proteína conoCida como FKBPI2, un domiOlo estructuralmente 
importante para diferenciar entre el estado abierto y cerrado, llamado abrazadera (e) y. 
también mencIOnan una mamja (H) la cual conecta el domimo e con la parte central del 
lado citoplásmico del tetrámero (Flg. 7). 

Una desventaja del antenor estudiO es la utilizaCión de la reconstrucción y de la 
aproximación por computadora de alrededor de unas 3500 a 5700 imágenes obtenIdas en 
diferentes ángulos para poder obtener una imagen del RyR en cualquiera de sus estados 
confonnacionales. La necesidad de embeber al RyR purificado en hielo y depositar una 
capa delgada de carbón que Sirve como recubnmiento para que el haz de electrones pueda 
tener acceso al RyR puede alterar la estructura del receptor 

La comparación entre los \alores detennmados por MFA del dominio cItoplásmico 
del RyR en su estado basal (\-er Tabla 1). respecto a diámetro del canal central, diámetros 
de la silueta y altura del dominio citoplasrnlco. concuerdan con estudios de microscopía 
electrónica donde los valores reponados pdra la al!ura es de 120 nro, la SIlueta de 200 nm y 
la apertura del canal de 2 nm (Franzini~Amlstrong el al .. 1970, Salto el al., 1984). 

Por otro lado, la técnica de \t1FA tlene una ventaja sobre los antenores estudios 3D 
del RyR al pcnnitlr detectar. medir y registrar los cambios estructurales en el dominio 
cltoplásmlco del RyR embebido en su membrana nativa de RS, que no ha sido pOSible de 
ser detectada por técnicas de microscopía TEM y SEM. 

Para Interpretar las medidas del pie dd RyR como un movimiento de la masa de 
cada subumdad cuando el RyR sufre un cambio confonnaciOnal, nos apoyamos en los 
valores obtenidos por M FA dd estado basal y en lo reportado por Salto en 1984. Este 
mOVimiento que sufre en posiclon vertical la silueta -valores DI y D2- puede explicarse 
como un repliegue de la mJsa que hace eVidente la OCxlhlhdad que tiene el RyR en su 
dornmio cltoplásl111CO. 

Ahora bien, algo que es perceptible y relevante en las alturas de los domimos 
cltoplásmlcos del RyR en sus estados confonnaciOnales. es que aunque eXisten diferenCias 
significativas al compararlos. parecen mantenerse constantes dentro de un intervalo. Ambos 
parametros evaluados nos llevan J retomar el papel funcional que Juega el receptor en el 
proceso de acople cxcitaclon·contr.¡cc)lm l.'n músculo. 
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Como se mencionó en la Introducción en el proceso de acople excitación
contracción. las membranas de los túbulos t sufren una despolanzación que activa a los 
DHPR propiciandole un cambio confonnacional que se propaga al RyR por un acople 
directo entre estas dos proteínas. 

Se propone en los DHPR el desplazamiento de una sub unidad a que interactúa con 
el pie del RyR. Podría pensarse que el Incremento de un 6.2 % en la altura del dominio 
citoplásmico, es para garantizar que el acople directo entre el DHPR y el RyR se lleve a 
cabo con mayor eficaCia, garantizando así la activación que resulta en la liberación de Ca> 
desde las pozas Intracelulares haCia el clto'plasma. El incremento podría ser necesario y 
fundamentado al existir un espacIo de 160 Á (16 nm) reportado por estudIOs de microscopia 
electrónica de ambos sistemas membranales 

Por otro lado, la disminución en un 14 % de la altura del domimo citoplásmico así 
como del repliegue que sufre en su sliueta dlSmInUllÍa la efiCiencia del acople de la 
subunidad a del DHPR con el RyR. mhlbtendo la salida de Ca> hacia el Citoplasma y con 
ello la contracción muscular. 

Es eVidente que este dominio equi\alente al 80 % de la masa del RyR, es de vital 
importancia en tal proceso. 

Los cambIOs en la estructura del pie del RyR mducldos por ryanodina sugieren una 
gran flexibilidad de esta estructura lo cual se puede asociar a la propiedad que tienen los 
canales Jónicos en su cinéllca ráptdJ. para que su cambio conforrnacional de un estado 
funcional a otro sea lo bastante modesto para poder ser reversible y no perder su estructura 
Lo antenor podría representar el estado energétiCO mas favorable para el RyR en su fonna 
activada o inhibIda por ryanodIna. 

Al comparar el I..!studio dd RyR por MF A con uno de lo trabajos pIoneros que 
aborda la estructura pentamérica del r'eceptor de acctlicolina nicotínico (AChR) expresado 
en ovocitos de Xenopus (Fig. 12), se aprecIan notables ventajas en cuanto a la resolución 
espacial obtenida al resolver la parte que sobresale dc la membrana. Pero cabc mencionar 
que el RyR es uno de los receptores intracelulares más grandes hasta ahora reportados. 
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Las conclusiones a las que se ha llegado en este estudlO son: 

- El procedimiento seguido para aislar fracciones de membrana del retículo sarcoplásmlco 
es adecuado para obtener fraccIOnes ennquecidas en RyR. 

- La adherencia se optimizó utilizando como substrato el monocnstal de silicIo 

- El monocristal presenta un patrón superficial adecuado para aplicar la técnica de MF A en 
su modalidad de contacto. 

- La arquitectura estructural de la fracción de membrana de músculo esquelético se 
caracterizó por MF A, permitiendo visualizar su textura y densidad macromolecular. 

- Se identificó la parte más Importante del RyR "el domimo citoplásmico" en membranas 
nativas de RS 

- Se detenmnó el estado confonnaclonal del dommio cltoplásmico del RyR en condiciones 
basales, de activación y de inhibición. 

- La MFA penmtió caracterizar, medir y evaluar los cambios estructurales asociados a la 
modulación en el dominio citoplásmlco por la ryanodina. 

- La MFA permite caracterizar, distmguir y vIsualizar la estructura cuaternaria de receptores 
de membrana sin necesidad de cristalización. 

- La técnica es una alternativa poderosa para realizar estudios estructurales en el área 
bIOlógica. y que podría hacer posible en un futuro la caracterización de arreglos 
intermoleculares e interacciones. tales como ligando-receptor y/o el complejo antlcuerpo
receptor. 
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Este trabajo ha abierto la posibilidad a nuevos experimentos los cuales permlttrán 
profundizar en el conocimiento de la estructura tndimensIOnal del RyR. Algunas de las 
metas a seguir en un futuro de este proyecto: 

A Corto Plazo. 

- Caracterizar cambios asociados a diferentes moduladores del RyR en la misma fracción de 
RSP depositada en substratos de silicio. 

- Detennmar los cambios inducidos por la cafeína como un agente activador del canal y 
rojo de rutenio como un antagonista del canal. 

A Mediano Plazo. 

- Implementar y establecer los parametros de la técnica de MF A en su modalidad de 
contacto, bajo condiCIOnes acuosas. 

- Evaluar las propiedades mecanIcas (elasticidad y viscocidad) de bicapas lipídicas por 
MFA. 

- Realizar fusiones de '.esículas aisladas dI! RSP con bicapas para caracterizar al RyR bajo 
condiciones in situ. 

A largo Plazo. 

- Expresar el cDNA que codifica para el RyR en células de insecto. 

- Producir mutan tes insensibles a actlvadores o inhlbidores del RyR como control para 
comprobar los cambios asociados a diferentes moduladores en el dominio citoplásmico. 

- Punficar las mutan tes y el RyR sIlvestre de las membranas de células de Insecto e 
incorporarlas a bicapas lipidicas para garantizar que la estructura identificada por MFA 
corresponde al RyR. 
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