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1. Resumen

El objetivo principal de este trabajo es la caracterizacion de las propiedades con-
tractiles de tres musculos diferentes de rata (Tibialis Anterior, Extensor Digitorium
Longus y Séleo) sometidos a contracciones isométricas méximas sostenidas hasta
que llegan a fatiga. Este estudio pretende obtener los parametros necesarios para
el desarrollo de un modelo computacional de simulacion. Los experimentos se han
realizado “in vivo” en tres grupos (n = 5) de ratas Wistar macho (313 £81,14¢) uti-
lizando un protocolo disenado expresamente para estas experiencias. Los musculos
han sido sometidos a estimulos eléctricos con el objetivo de alcanzar la contrac-
cién tetanica durante diez segundos. La metodologia propuesta permite obtener las
propiedades del musculo esquelético en fatiga y relacionarlas con los diferentes tipos
de fibras presentes en los musculos y los cambios en la geometria producidos durante
la contraccién. Ademas, se ha procedido a ajustar un modelo matematico desarro-
llado previamente con los nuevos datos experimentales recogidos para desarrollar
futuros modelos computacionales basados en el método de elemetos finitos. Estos

datos también han permitido verificar el buen planteamiento de dicho modelo.



2. Introducciéon

2.1. Antecedentes

El trabajo que se presenta ha sido realizado dentro de una linea de investigacién

multidisciplinar que tiene como objetivo el modelado del tejido musculo-esquelético.

Los modelos mateméticos se han utilizado de manera creciente en la investigacion
y simulacién de sistemas bioldgicos, especialmente en procesos de rehabilitacion, pro-
cedimientos de cirugias reconstructivas, estudios en biomecanica del deporte, etc.
Los modelos computacionales que incorporan formulaciones matematicas del com-
portamiento mecanico de los tejidos estan siendo utilizados actualmente de manera

general y son objeto de continuo estudio y desarrollo.

El método de Elementos Finitos es la herramienta mas utilizada para simular
el comportamiento mecanico de tejidos vivos. Los modelos desarrollados con esta
técnica incorporan diferentes niveles de sofisticacion y pueden ser utilizados para
entender, por ejemplo, los fenémenos asociados con el comportamiento muscular a
niveles microscépicos. Ademas, los modelos computacionales pueden ser una herra-
mienta efectiva en el estudio del comportamiento biomecanico de las articulaciones

y muchos otros sistemas biologicos (Majors and Wayne, 2011).

La precision de estos modelos de simulacion esta directamente relacionada con
los parametros que caracterizan el comportamiento mecanico de los tejidos reales.
En el caso del musculo esquelético que causa el movimiento de las articulaciones,
son necesarias tanto las propiedades pasivas como activas del musculo. Tanto el
comportamiento pasivo de las estructuras elasticas del musculo como su compor-
tamiento activo generado por su actividad contractil han sido los primeros que se
han caracterizado a partir del animal “in vivo” por el grupo de investigacién, con
el fin de desarrollar un modelo matematico basico que describa el comportamiento

del musculo.



Este modelo se ha obtenido a partir de datos experimentales, sometiendo al

musculo Tibial Anterior (TA) de rata a contracciones de muy corta duracién (1ms).

Es bien sabido que si estas contracciones se mantienen en el tiempo, la capaci-
dad de contraccion del musculo disminuye y esto se ve influenciado por el diferente

comportamiento de los diferentes tipos de fibras musculares.



2.2. Objetivos

Objetivo general del trabajo:

Aplicar el modelo matematico obtenido al comportamiento de las propiedades
contractiles de los musculos con diferente composicién de fibras a los que se les

somete a contracciones mantenidas en el tiempo.

Para desarrollar este objetivo general, se pretende alcanzar las siguientes obje-

tivos especificos:

1. Adaptacion y puesta a punto del sistema mecanico utilizado en trabajos pre-
vios y basado en una maquina universal de ensayos para obtener la fuerza
desarrollada por un musculo “in vivo” bajo un protocolo adecuado de estimu-

los que lleven al mismo hasta un estado de fatiga.

2. Diseno de un protocolo para medir la fuerza desarrollada por musculos de di-
ferentes tipos: caracter rapido (Tibialis Anterior), comportamiento mixto (Ex-
tensor Digitorium Longus) y caracter lento (Soleus) ante diferentes parametros

de un estimulo eléctrico aplicado sobre el mismo a través del nervio ciatico.

3. Aplicacién del modelo a los datos experimentales obtenidos.
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3. Revision bibliografica

3.1. El misculo esquelético

El musculo esquelético es un tejido heterogéneo, rodeado en su porcion externa
por tejido conjuntivo llamado epimisio que se contintia con los tendones que unen

los musculos al hueso (Figura 1)

Hueso }
Perimisio Y2508

J

Fibra muscular

Tendon Epimisio Endomisio g, qciculo

Figura 1: Esquema de la fibra muscular.

La organizacion del musculo desde el nivel macroscépico al molecular es la si-

guiente:

Cada musculo esta constituido por la agrupacién de fasciculos musculares. Estos
fasciculos se rodean de otra capa del tejido conjuntivo llamada perimisio. Cada uno
de los fasciculos, estd formado por varias fibras musculares, que constituyen cada
una de ellas, la unidad estructural o célula muscular. Cada fibra estd rodeada a su
vez por el endomisio, como puede verse en la imagen. A su vez, dentro de cada célula
podemos observar la presencia de miofibrillas cuyo ntimero puede oscilar entre varios

centenares a varios millares.

En el orden molecular, cada miofibrilla esta formada por filamentos que, bio-
quimicamente, corresponden a proteinas de varios tipos: contréctiles (actina y miosi-

na), moduladoras (tropomiosina y troponina) y otras proteinas (nebulina y titina).
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En un corte longitudinal del misculo podemos observar que, a intervalos de 2 — 2,5
pm de longitud, se encuentran las lineas Z, que atraviesan y subdividen las miofi-

brillas y delimitan la unidad funcional de la célula muscular, denominada sarcémero

(Figura 2)

Single myofinel

G Tiopenin complex  Trapoemys i

Figura 2: Esquema de la fibra muscular (Victor L. Katch, 2006)

En el citoplasma o sarcoplasma, las fibras musculares presentan un extenso
reticulo sarcopldsmico. Este organulo se ocupa de concentrar y secuestrar iones de
calcio. Asociados a este reticulo sarcoplasmico, se encuentran los tubulos T, que
son invaginaciones de la membrana celular que permiten la transmision del impulso
nervioso producido en la placa motora hasta el interior de la célula. Ademas, en
el sarcoplasma entontramos otros organulos como mitocondrias, aparatos de Golgi,
mioglobina, granulos de glucégeno y depdsitos de triglicéridos, todo lo necesario para

obtener la energia suficiente para la contraccién (Figura 3).
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(b) Nucl Sar

Mitochondria

\ Thick  Thin
-

\ filament filament
P\

Copyright ® 2007 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

Figura 3: Esquema del interior de la fibra muscular.

Como se ha indicado, el sarcomero es la unidad funcional basica de una mio-
fibrilla. El sarcomero esta limitado por las lineas Z, como puede observarse en la
imagen. Entre estas lineas Z encontramos, dos bandas I (zonas claras), dos bandas
A (zonas oscuras) y una zona H situada en el medio de la estructura. Los filamentos
que componen el sarcomero son la actina y la miosina. La banda I se corresponde
a una zona donde sélo hay filamentos de actina, la banda A se corresponde con la
zona donde se intercalan filamentos de actina y de miosina y la zona H que sélo

aparece cuando del sarcémero estd en reposo (Figura 4)

Banda A I Sarcomero

Miaofibrilla

I—— Sarcomero
l—*—"*“ Banda A-——*l
Banda |

rnBanda | S — ZonaH e =
S ~Filamento fino
i
e
<
g <Filamento grueso
e DN
Disco Z Linea M Disgo i

Figura 4: Esquema del sarcomero (José Lépez Chicharro, 2006)
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La molécula de miosina estd formada por seis proteinas, dos proteinas pesadas
que se entrelazan formando una cola y una estructura globular (cabeza). En la zona
de la cabeza, las cadenas ligeras se entrelazan con las proteinas pesadas (Figura 5).
Cada filamento de miosina tiene varias de estas cabezas que sobresalen del filamento
para formar puentes cruzados que interactiian con los puntos activos de la actina
durante la contraccion. Es en esta zona de la cabeza donde se encuentra el dominio
catalitico y el punto de unién a la actina. Una de las caracteristicas de la cabeza de
la miosina es que actia como una enzima ATPasa, lo que permite que hidrolice el
ATP y utilice la energia obtenida para el proceso de contraccion. Cada isoforma de
la cadena pesada de la miosina, como se comentara mas adelante, tiene su actividad

ATPasa caracteristica.

Thick filaments

S s B e B et

o "i\ﬂyosin heads

= Hinge
~ Myosin tail  region

Figura 5: Molécula de la miosina (Copyright (©) 2007 Pearson Education, Inc, pub-

lishing as Benjamin Cummings.)

La proteina actina forma los filamentos finos de la miofibrilla, que se disponen
paralelamente a los filamentos gruesos de miosina. Cada filamento de actina tiene
varios sitios activos donde se adheriere la cabeza de la miosina. Ademas de la acti-
na, en los filamentos delgados se encuentran otras dos proteinas: la tropomiosina y
la troponina (Figura 6). Ambas se encuentran dispuestas alrededor de la actina y
actuan de manera interrelacionada junto con iones calcio para mantener la relajacion

e iniciar la contraccién de la miofibrilla.
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Tropomyosin G-actin molecule
Actin chain

Figura 6: Molécula de la actina, con las proteinas Troponina y Tropomiosina aso-
ciadas (Copyright (© 2007 Pearson Education, Inc, publishing as Benjamin Cum-

mings.)

La titina es una proteina elastica que se encarga de estabilizar los elementos con-
tractiles y, gracias a su capacidad elastica, permite recuperar la longitud del musculo
en relajacion o reposo. Ademas, contribuye en la tensién pasiva del musculo. Junto
con ella, se encuentra la nebulina, que no es eldstica y que contribuye a la alineacion

de los filamentos finos en el sarcomero.

La contracciéon del musculo esquelético es un proceso activo que requiere un
aporte energético por parte del ATP. Para que se lleve acabo la contraccién se
necesitan iones calcio que liberen los puntos de unién actina-miosina y ATP, que

serd hidrolizado por la ATPasa de la cabeza de la miosina, liberando energia.

Acoplamiento neuromuscular

En reposo, se cree que las moléculas de tropomiosina se encuentran bloqueando
los sitios activos de la actina, impidiendo su unién a la miosina. Cuando el impulso
nervioso llega por la neurona motora, sus axones terminales liberan acetilcolina, que
los receptores de la fibra muscular detectan. Esto hace que el impulso eléctrico llegue
a la célula muscular y éste se transmita por los tubulos T al interior de la célula.
El reticulo sarcoplasmico libera el Ca?t almacenado en su interior. Este calcio se
une a la tropomiosina, ésta cambia de conformacion y deja al descubierto los sitios
activos de la actina. La miosina se une a ellos porque tiene una alta afinidad por
la actina. E1 ATP se une a la cabeza de la miosina y ésta la hidroliza. La energia

liberada permite la separacién de actina y miosina. La miosina se une a un nuevo



15

sitio activo de la actina, situdndose a 90° con respecto a los filamentos. Cuando el
Pi se libera, la cabeza de la miosina rota y desplaza al filamentod de actina, por
ultimo se libera el ADP y la miosina vuelve al estado inicial, a 45° con respecto a

los filamentos (Figura 7)

ATP binds to its binding site
on the myosin. Myosin then
dissociates from actin.

S

Tight binding in the rigor [~
state. The crossbridge is
ata 45° angle relative to

the filaments.

At the end of the power stroke, The ATPase activity of myosin
the myosin head releases ADP hydrolyzes the ATP. ADP and
and resumes the tightly bound Pj remain bound to myosin. 1

rigor state.

E N ﬂ
. e e .
(S T 2
~s— Actin filament moves —
toward M line.

Release of P initiates the power
stroke. The myosin head rotates
on its hinge, pushing the actin
filament past it.

The myosin head swings over and
binds weakly to a new actin molecule.
The crossbridge is now at 90¢ relative
1o the filaments.

Figura 7: Esquema de la contraccién (Copyright (©) 2007 Pearson Education, Inc,

publishing as Benjamin Cummings.)

La fuerza muscular, desde un punto de vista mecanico, seria la capacidad de
la musculatura para deformar un cuerpo o modificar su aceleracién. EI musculo
esquelético esta disenado para producir fuerza. Y esta fuerza se entiende como la
capacidad que tiene el musculo para producir tension cuando se activa. Tanto si esta
tension es generada por la oposiciéon de una resistencia externa como si se produce
por la tensién simultanea de los musculos agonistas y antagonistas, esta tensién pro-
duce una deformacién en el musculo. La magnitud de la deformacion es un indicador
del estrés producido por las fuerzas que originan dicha deformacién. En este caso, la
fuerzas de tension son las que tiran internamente de las estructuras sometidas a la
tensién Por lo tanto, la tensién del musculo se puede definir como el grado de estrés

mecanico producido por el eje longitudinal del musculo cuando las fuerzas internas



16

tienden a estirar o separar las moléculas que constituyen las estructuras musculares

y tendinosas (Gonzalez-Badillo JJ., 2002).

Se denomina unidad motora al conjunto de neurona motora y las fibras que in-
erva. De acuerdo a la cantidad de fuerza que se solicita al musculo, se recluta una
cantidad mayor o menor de fibras musculares. Henneman (1957) describi6 el proce-
so de reclutamiento segun el principio de tamano: a medida que se solicita mayor
fuerza, se van uniendo las unidades motoras de menor tamano y las mas grandes se
unen cuando se requieren mayores niveles de fuerza. Como se explica mas adelante,
las fibras lentas son las de menor tamano y serian las primeras en ser reclutadas,

seguidas de las rédpidas. Este proceso se denomina sumacion espacial.

El impulso nervioso genera una tinica contraccion siempre y cuando su amplitud
sobrepase el umbral. En este caso se cumple la ley del todo o nada, todas las fibras
de la unidad motora que se estimula por encima de su umbral se contraen al maximo
de intensidad. En el musculo, lo normal es que haya una mayor cantidad de UM con
umbrales de reclutamiento bajos y una poca cantidad con umbrales altos (Fuglevand

et al.., 1993).

La segunda estrategia para aumentar la fuerza requerida es la sumacion tempo-
ral de respuestas. Un unico estimulo provoca una respuesta de sacudida (“twitch”)
y estimulos repetidos causan un aumento de la fuerza. Cuando la fibra muscular se
estimula con mas de un pulso de manera repetitiva, éste responde con contracciones
repetidas. En el caso de que el musculo no pueda relajarse entre un estimulo u otro,
hara que sume la respuesta actual a la anterior, aumentando la fuerza. Con la repeti-
cién de estimulos, el mecanismo de contraccién se produce sin que haya relajacion
alguna, en este caso, hay un maximo de C'a®" en el citosol y un méximo nimero de
puentes cruzados entre la miosina y la actina, esta situacién se conoce como tétanos

o contraccién tetanica (José Lépez Chicharro, 2006).
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Tipos de acciéon muscular

La tension se produce durante la activacion o contracciéon del musculo que tiene
lugar cuando llega al musculo un impulso nervioso, se libera energia y se produce
el solapamiento de los filamentos de actina y miosina, acortando el sarcomero. Esta
activacion siempre tiende a provocar acortamiento pero, en funcién de la voluntad
del sujeto o la relacion que se establezca con las resistencias externas, podemos

encontrar tres tipos de acciones (Figura 8):

- Acortamiento o accién dinamica concéntrica: superacion de la resistencia ex-

terna, la fuerza ejercida es capaz de mover la carga.

- Alargamiento o acciéon dindmica excéntrica: cesion ante la resistencia externa,

la carga es mayor que la fuerza ejercida.

- Mantenimiento de la longitud o accién isométrica: la fuerza muscular es equi-

valente a la carga externa.

En este estudio, se han realizado barridos para encontrar la longitud 6ptima del

musculo en cada experiencia para obtener la maxima fuerza posible

Figura 8: Tipos de accién muscular.

La fuerza que puede llegar a ejercer el musculo depende de muchos factores, a
continuacién se explica su interaccion con dos de los mas importantes: la longitud y

la velocidad.
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Relacion longitud-tension

El mecanismo intrinseco para la generacion de fuerza es el deslizamiento de los
filamentos ligeros sobre los filamentos pesados, lo que permite el acercamiento de
las lineas 7Z. La energia necesaria para este proceso se obtiene de la hidrélisis del
ATP por la ATPasa de la cabeza de la miosina que se produce de manera ciclica
en un proceso denominado ciclo de los puentes cruzados, que se ha explicado ante-
riormente. De acuerdo con esto, el grado de fuerza ejercida por el musculo, depende
del nimero de puentes cruzados activos en un momento dado (a mayor fuerza, mas
puentes cruzados). Si la longitud del sarcémero se modifica, también cambia el sola-
pamiento de actina y miosina provocando cambios en el nimero de sitios activos de
los filamentos de actina que pueden entrar en contacto con la miosina. Estos cambios
en el nimero potencial de puentes cruzados, provocan que la tension ejercida por
el musculo esté influenciada por la longitud del sarcémero (Huxley, 1966; Enoka,
2002; Gonzalez-Badillo JJ., 2002). Por lo tanto , hay una longitud éptima en la que

el musculo ejerce la fuerza maxima (Figura 9).

(e)

———

— ——————————
80 —
(a) (e)
. S U —
20 & o
-~
1.2um 2.1um| .2um 3.6 um
Decreased length' |~ Increased length

Optimal
resting length

Tension (percent of maximum)

Figura 9: Relacién longitud-tension.

Relacion fuerza-velocidad

La capacidad para desarrollar fuerza depende también de la velocidad de accién
del musculo. La velocidad con la que se acorta un musculo va a depender de la carga

que tiene que mover. A mayor carga, la tensién que hay que hacer es mayor y, como
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es logico, la velocidad a la que se acorte el musculo serd menor. Durante las acciones
concéntricas, el desarrollo de la fuerza méaxima decrece progresivamente a veloci-
dades mas altas (cuando levantamos un objeto muy pesado, lo hacemos lentamente,
maximizando la fuerza que vamos a realizar). Sin embargo, las acciones excéntricas

rapidas permiten la aplicacién maxima de la fuerza (José Lépez Chicharro, 2006)

Tipos de fibras musculares

Existen diferentes tipos de fibras musculares segin sus caracteristicas morfol6gi-
cas y funcionales. El tipo de fibras predominante en un misculo influye, como es
l6gico, en su fuerza de contraccion, su velocidad méaxima y su resistencia a la fatiga
(Bodine et al.., 1987; Bottinelli et al.., 1991; Lutz and Lieber, 2002). Los diferentes
tipos de fibras se encuentran en diferente proporcion en cada musculo atendiendo a
la funcién que éste ha de realizar. Las fibras musculares se han clasificado a lo largo
del tiempo en funcion de su velocidad contractil, la expresion de la cadena pesada

de la miosina y su capacidad metabdlica.

A nivel morfolégico, como se ha comentado antes, la molécula de miosina esta com-
puesta por seis cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas que se enrollan entre
si en espiral y cuatro cadenas ligeras. Las diferentes isoformas de las cadenas pesadas
son las que determinan la diferencia de las fibras a nivel morfoldgico, lo que revierte
en una diferencia funcional a nivel de la velocidad de actuacién de la ATPasa de la
cabeza de la miosina. En general, se considera que en los musculos de los mamiferos
adultos pueden estar presentes, agrupadas en grandes grupos, cuatro isoformas de

la cadena pesada de la miosina; un isoforma lenta (MHCI) y tres isoformas répidas

(MHClIIa, MHCIIx, MHCIID).

La nomenclatura clésica, propuesta por Brooke y Kaiser en 1970, estda basada
en la tincion histoquimica de la ATPasa de la cabeza de la miosina, clasificando a
las fibras en lentas (tipo I) y rapidas (tipo II), con subtipos: Ila, IId, I1Ib) en base a

patrones de tincion histolégica. Basandose en la evidencia inmunohistoquimica, se
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ha visto que hay una alta relacion entre la clasificacién histolégica en tipos I, ITA
y IIB y la expresion de las diferentes isoformas de la cadena pesada de la miosina
(Schiaffino et al.., 1989; Termin et al.., 1989a; Rivero et al.., 1998). Actualmente, los
métodos utilizados en la diferenciacién de fibras son la histoquimica, la inmunologia
y la electroforesis. Hoy en dia, también se considera la existencia de fibras hibridas,
que expresan mas de una isoforma de la cadena pesada de la miosina y se ha compro-
bado experimentalmente que existe la posibilidad de que se produzcan transiciones
fibrilares en funcién de las necesidades mecénicas a las que esta sometido el musculo

(Termin et al.., 1989b; Pette and Staron, 2000).

Los distintos tipos y subtipos de fibras, ademés de diferenciarse en el plano mor-
folégico y en la velocidad de contraccién, presentan diferencias en el tamano (de
més pequena a mas grande: [<ITA<IIX<IIB) y también se observan diferencias en

la capacidad metabdlica, capacidad de almacenamiento de calcio, etc.

A nivel metabdlico, en numerosos trabajos se ha estudiado, en especial, la ac-
tividad ATPasa de la cabeza de la miosina pero también la actividad de la Succina-
to Deshidrogenasa, la Lactato Deshidrogenasa, la Citrato sintasa, la Glicerofosfato
deshidrogenasa, etc. (Schiaffino et al.., 1970; Pullen, 1977; Delp and Duan, 1996;
Rivero et al.., 1998; Tasi¢ et al.., 2011), todas ellas relacionadas con los diferentes
tipos de metabolismo predominantes en las diferentes fibras (anaerdébio, aerobio,

etc.) (Tabla 1).

Las fibras rapidas, o de tipo II, estan inervadas por motoneuronas capaces de
transmitir a altas frecuencias y a gran velocidad. Como resultado, estas fibras son
capaces de contraerse rapidamente pero pueden mantener la tensiéon poco tiempo
(Bottinelli et al.., 1991) (Figura 10). Esta mayor velocidad de accién podria expli-
carse porque estas fibras rapidas tienen un reticulo sarcopldsmico mas desarrollado
que las fibras lentas, siendo mas propenso a la liberacion del calcio cuando se estimu-
la estas fibras. Dentro de este grupo, se encuentran tres subgrupos que se diferencian

entre si en la isoforma de la miosina que presentan y, por lo tanto, en su velocidad
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Tabla 1: Tabla de enzimas en relacién al tipo de fibras (Victor L. Katch, 2006).

de contraccion. En general, las fibras I1B serfan las mas réapidas, las ITA serian las
mas lentas dentro de las rdapidas y las IID presentarian una actividad intermedia.
Estos tipos de fibras se corresponden con las isoformas de la cadena pesada de la
miosina: MHCIIB, MHCIIA y MHCIID, respectivamente. Numerosos trabajos han
confirmado que las fibras répidas (tipo II) presentan una actividad ATPasa de alta
velocidad, mayor en las fibras I1B, intermedio en las fibras IID y el mas lento en las

fibras ITA (Rivero et al.., 1998).

Tension

" Time (msec) —

Estimulo

Figura 10: Imagen que ilustra la diferencia entre los distintos tipos de fibras, tanto

a nivel de fuerza como de tiempo de mantenimiento de la misma.

La actividad de estas fibras rapidas se basa en sistemas glicoliticos, lo que explica
que los musculos con predominancia de fibras rapidas sean aquellos que requieren
una respuesta rapida con un nivel alto de fuerza, utilizando un metabolismo anaero-
bio. Dentro de los subtipos de fibras rapidas, las de tipo IIB son las que presentan
una mayor capacidad glucolitica anaerobia y menor oxidativa mientras que las ITA,

presentan mayor capacidad oxidativa que glucolitica anaerobia. La capacidad de las
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fibras tipo IID se encontraria entre las I[TA y las IIB. Otra nomenclatura, relacionada
con el tipo de metabolismo, denomina fibras glucoliticas oxidativas rapidas o FOG

las de tipo ITA y fibras glucoliticas rapidas o FG a las de tipo IIB (Tabla 2).

Las fibras lentas (de tipo I) estan inervadas por motoneuronas que transmiten a
frecuencias y velocidades mas bajas, pueden mantener una tensiéon menor durante
mds tiempo (Figura 10). Presentan una actividad de ATPasa que es la de menor
velocidad méxima (son las que méas despacio hidrolizan el ATP para contraerse) y
estan adaptadas para la obtenciéon de energia aerobia gracias a la actividad de en-
zimas oxidativas. Esta necesidad de oxigeno, se les aporta por medio de numerosos
capilares, que son los que dan el tono rojizo a los musculos con predominancia de
este tipo de fibras (Figura 11). Estas fibras se han llamado SO, por su lenta veloci-

dad de contraccion y su metabolismo oxidativo (Tabla 2).

A ————
Slow-twitch
oxidative
muscle fibers
Note smaller
diameter darker

color due to
| myoglobin;

Fast-twitch
glycolytic
muscle fibers
Larger diameter,
pale color,
easily fatigued

Figura 11: Imagen histologica que diferencia entre las fibras lentas (tipo I) y las

fibras répidas (tipo II).

Por lo tanto, a nivel metabdlico, en el citoplasma de las células musculares que
forman las fibras rdpidas encontramos una mayor concentracién de enzimas glu-
coliticas anaerébicas (Ej. Lactato Deshidrogenasa), mientras que en las fibras lentas
encontramos un mayor nimero de enzimas oxidativas (Ej. Succinato Deshidroge-

nasa, Citrato Sintasa).

También se han estudiado las diferencias de inervacién en los diferentes tipos de
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Tabla 2: Caracteristicas de los tipos de fibra muscular (Victor L. Katch, 2006).

fibras. Se ha visto que una neurona motora puede inervar de 10 a 180 fibras lentas
o de 300 a 800 fibras rapidas, asi pues, la diferencia en el desarrollo de la fuerza en
las unidades motoras no depende de cada fibra si no en el nimero de ellas que se

activa a partir de una tinica neurona.

En este trabajo, y con el objetivo de estudiar la influencia del tipo de fibra en el
comportamiento mecanico de los musculos, se ha trabajado con el musculo Tibial
Anterior (TA), el misculo Extensor Largo de los dedos (EDL) y el musculo Séleo.
Numerosos autores (Eng et al.., 2008; Ariano et al.., 1973; Schiaffino et al.., 1970;
Pullen, 1977) han estudiado estos musculos para determinar su composicién de fi-
bras. Los trabajos difieren en funciéon del método utilizado para su determinacion,
en un comienzo fue la histologia, la tincién histoquimica de la ATPasa y a lo largo
de los anos se ha llegado hasta la inmunofluorescencia (Bloemberg and Quadrilatero,

2012), lo que ha permitido acercarse mas a la composicién exacta.
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En un principio, se considerd que el musculo EDL sélo tenia fibras rapidas, algo
que se ha ido modificando a lo largo de los anos y, actualmente, se considera que el
EDL es un miusculo que presenta una proporcién de fibras mixta (tipo IIA, IIB e
incluso I). El Séleo, que es un musculo anti gravitatorio, siempre se ha considerado
un musculo con predominancia de fibras lentas, igual que otros musculos que tam-
bién ejercen este tipo de funcién. El TA se clasifica como musculo rapido, con una
proporcién alta de fibras rapidas. En estos musculos se buscan los valores de fuerza
durante la contraccion isométrica y para ello, como se ha comentado anteriormen-
te, es necesario encontrar la longitud 6ptima en reposo de cada musculo antes de

comenzar con los €Nnsayos.

3.2. Modelos computacionales

La mayoria de los modelos matematicos propuestos para la simulacion del com-
portamiento mecédnico del musculo esquelético se basan en los modelos matematicos
desarrollados por Hill (Blemker et al.., 2005; Johansson et al.., 2000) y algunos en
los modelos de Huxley (Gielen et al.., 2000; Oomens et al.., 2003). En el primer
caso, el modelo se basa en el fenomeno de la contraccion en un musculo completo,
deducido por una relacién termodinamica que se deriva de las mediciones de fuerza-
velocidad del musculo. En el segundo caso, el modelo representa la fuerza causada
por el deslizamiento de la actina sobre la miosina y a la propiedad de acoplamien-
to entre ellas. Es decir, el modelo de Hill seria un modelo macroscépico, en el que
se tienen en cuenta las propiedades biomecanicas del musculo con parametros que
pueden medirse a nivel macroscopico mientras que el modelo de Huxley se centra en

la composicion microscépica del musculo.

Se han planteado modelos matematicos con diferente grado de complejidad de
acuerdo al objetivo del estudio que se quiera realizar. Si el interés de la investi-
gacion radica en conocer el efecto de los musculos sobre el sistema esquelético para
producir movimientos articulares, sera suficiente el uso de modelos fenomenolégicos

unidimensionales (Delp et al.., 1990). Sin embargo, si el objetivo estd relacionado con
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las propiedades internas del musculo, como el efecto de la direccion de las fibras en
la distribucién de fuerza sobre el muisculo (Sharafi and Blemker, 2010), la prediccion
del comportamiento ante diferentes cargas (Rohrle and Pullan, 2007; Chang et al..,
2009), o encontrar la causa mecénica de lesiones (Ingwall et al.., 1975; Grefte et al..,
2009; Ito et al.., 2010) se utilizan modelos metodolégicos 2D o 3D que consideran la

estructura completa del musculo.

Otros modelos computacionales estan interesados en el comportamiento del teji-
do desde el punto de vista mecanico, en estos casos, los modelos que consideran
geometrias 3D se hacen mas préoximos a la realidad. La mayor parte de los modelos
constituidos en el marco de la mecénica del continuo, utilizan una descomposicion
aditiva de la funcién densidad de energia de deformaciéon entre la tensién activa y
pasiva basados en el modelo de los tres elementos propuesto por Hill. Un modelo
consistente, extendido a la formulacién continua fue presentado por Martins et al..
(1998). Otros autores enriquecen el modelo constitutivo incorporando las tensiones
en la direccion de la fibra (Blemker et al.., 2005; Jenkyn et al.., 2002; Johansson et
al.., 2000). Otros modelos consideran el tipo de fibras presente en el musculo (Bol

and Reese, 2008; Yucesoy et al.., 2002; Lemos et al.., 2004).

El efecto mecanico de la contraccion muscular se deduce con los modelos mecé-
nicos de Hill o Huxley pero la activacion se inicia con el envio de la senal cerebral
en un proceso completo denominado “excitacién-contraccion”. Para la simulacion
completa de este fendmeno, hay que tener en cuenta el flujo de sustancias quimicas
y la circulacién de corriente de la célula. Por lo tanto, un modelo muscular completo
con opcion a ser utilizado en el campo médico, requiere clarificar la conexion entre
la senal enviada por el cerebro, el flujo electro-quimico y la accion de fuerza en el
musculo (Fuglevand et al.., 1993; Konishi and Watanabe, 1998). Para esclarecer el
proceso molecular de la contraccién se requiere un modelo biolégico (Huxley and

Niedergerke, 1954) o iénico (Rudy, 2001).
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4. Material y Métodos

4.1. Dispositivo experimental

El estudio ha sido realizado en 15 ratas macho de raza Wistar de dos meses de
edad con un peso de 313+81, 14g. Los animales se han mantenido en una habitacion
con la temperatura controlada 22 + 1°C' con ciclos de doce horas de luz y doce de
oscuridad, con acceso libre al agua y a la comida. Estos animales proceden de los

Laboratorios Harlam.

Estas 15 ratas se distribuyeron en tres grupos diferentes (n=5) para estudiar los
musculos: Tibialis Anterior (TA), Extensor Digitorum Longus (EDL) y el Séleo. En

todos los animales se escogieron los musculos de la pata derecha.

Para el desarrollo del experimento, las ratas se anestesiaron con una inyeccion
intraperitoneal de Pentobarbital Sédico (30mg/kg). Después de las experiencias, se

sacrificaron los animales con una sobredosis de Pentobarbital Sodico.

Todos los experimentos han sido aprobados por el Comité Etico de la Universi-

dad de Zaragoza para el uso de animales de experimentacion.
Preparacién de los misculos In situ

En el primer grupo de animales, se ensay6 el musculo TA. Para conseguir su
aislamiento, se realizo una incision desde el tobillo hasta la mitad de la rodilla. La
fascia se eliminé completamente y el tendén distal del TA se cortd, de manera que el
musculo TA quedé libre, inicamente unido por su tendén proximal. Para realizar las
mediciones en la maquina de ensayos, se pegaron dos pequenos trozos de papel de
lija a ambos lados del tendén distal. También se dibujaron dos puntos en el extremo
proximal y el distal para poder medir la longitud del musculo antes y después de

cortar el tendén distal, con el objetivo de conocer su deformacion inicial (Figura 12)
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Figura 12: Diseccion del musculo TA paso a paso

En el caso del EDL, se realiz6 igualmente una incision desde el tobillo hasta la
mitad de la rodilla. El tendén distal del TA, a la vista después de quitar la fascia, se
cortd, lo que permitié levantar el TA y acceder al musculo EDL. Una vez localizado,
el tendoén distal del EDL fue cortado y se pegaron dos trozo de lija, tal y cémo se
hizo en el caso del TA. Como se hizo con el TA, también se procedié a la medida

del musculo antes y después de cortar.

En el caso del Soleo, la incision se realizé desde la planta de la pata hasta la parte
posterior de la rodilla. Se aislé el tendén de Aquiles cortandolo a nivel del calcaneo.
Posteriormente, el tendon del Gastrocnemio se separd del tendon del Séleo y se

corté. Hay una fina fascia entre ambos miusculos (Gastrocnemio y Séleo) que fue
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retirada para evitar que las posibles contracciones del Gastrocnemio durante el ex-
perimento, interfirieran en los resultados. Por supuesto, los vasos se preservaron al
maximo posible para asegurar el aporte sanguineo al musculo Séleo, de igual manera
que se realizé para los musculos anteriormente explicados. Después, el tendén distal
del Séleo se cortd y se le pegaron los trozos de lija. También se midi6 el musculo

como se describe mas arriba.

El nervio Ciatico se visualizd y se le colocd un electrodo a su alrededor. El elec-
trodo consiste en dos conectores que rodeaban el misculo para maximizar su area

de contacto.

Figura 13: Posicién del musculo EDL, TA y Séleo en la maquina de ensayos.

Para el desarrollo de esta técnica se disend una plataforma de metacrilato en la
que el animal se coloca en decubito supino para el EDL y el TA y decubito prono
para el caso del Soéleo, con la rodilla derecha perfectamente sujeta, lo que permite
garantizar la correcta posiciéon del musculo en la maquina (Figura 13). Todos los
experimentos se realizaron en una maquina de ensayos INSTRON 5548, equipada

con una célula de 10N (Figura 14)
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Figura 14: Maquina Instron. Tomada y modificada de Instron Corporation 2000

Protocolo de estimulacién

Para realizar la estimulacion de los diferentes musculos, se utilizé6 un generador
de senal eléctrica CIBERTEC CS-20 (Figura 15). Con el protocolo de estimulacién
lo que se pretendia era que el musculo alcanzara la maxima fuerza a la longitud

Optima, obteniendo una contraccién tetanica.

) PULSO | TREN
Frecuencia | Duration | retardo Intervalo
|

iy

Voltaje

Figura 15: Generador de senal eléctrica CIBERTEC CS-20
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Para determinar el protocolo de estimulacion adecuado, en primer lugar se rea-
lizaron experiencias en las que se daba al animal estimulos de un tinico pulso a un
voltaje fijo, variando la duracién del pulso (curva twitch). Una vez que el tiempo
del estimulo ha sido determinado, se envian trenes de pulsos durante un segundo
haciendo un barrido de frecuencias, de 10Hz a 100Hz. Se obtienen la frecuencia 6pti-
ma (90Hz) y se estimula a esta frecuencia durante un segundo haciendo barridos de

voltaje de la senal desde 2V a 10V.

Una vez que el protocolo de estimulacion queda fijado como 90Hz, 8V, 1ms, 10 s,
para llevar a cabo el ensayo, es necesario determinar la longitud éptima del musculo
(aquella en la que ejerce la maxima fuerza). Para ello y con un tnico pulso, se varia

la longitud del misculo hasta encontrar la éptima.

Después de cada experiencia, los musculos se retiraron y se midié su peso y su

volumen.

Andlisis estadisticos

Con el objetivo de comprobar la significaciéon de los resultados obtenidos en los
ensayos experimentales, se llevd a cabo un analisis estadistico. Los resultados de
estos andlisis se expresan como +/- su error estandar. Los datos fueron analizados
estadisticamente mediante un andlisis de varianza (ANOVA). Las comparaciones
entre grupos se realizaron mediante un test Scheffe. Un resultado es considerado
significativo cuando p < 0,05, mientras que si el p-valor estd entre 0,05 y 0,10, lo

clasificamos como tendencia.

4.2. Modelos de simulacién computacional

Tradicionalmente, la fuerza total desarrollada por el misculo ha sido formulada
como la suma de su contribucién activa y pasiva (Blemker et al.., 2005; Bol and

Reese, 2008). De esta manera, la fuerza total puede escribirse como:
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FMﬁsculo - Fpasiva + Factiva (1)

La fuerza pasiva Fusiva €s la fuerza con la que se opone el musculo a un esti-
ramiento o compresion sin estimulo. La respuesta pasiva del tejido suele formularse
a través de relaciones de comportamiento en grandes deformaciones bajo los deno-

minados modelos de comportamiento hiperelasticos (Bol and Reese, 2008; Calvo et

al.., 2010)

La fuerza activa F,.va €jercida por el musculo, puede expresarse como una serie
de relaciones que escalan en mayor o menor medida, la denominada fuerza isométri-
ca maxima. El numero de estas relaciones puede incrementarse con la complejidad
del modelo, por ejemplo, teniendo en cuenta parametros de tipo quimico ademas de
los fundamentalmente mecéanicas (i. e. nivel de glicogeno y ATP en el misculo). En
trabajos futuros, se pretende introducir en los modelos la relacion existente entre

los niveles de reservas energéticas y la fuerza ejercida por el musculo.

El modelo aqui propuesto para la fuerza activa se expresa como el producto
entre la fuerza isométrica maxima y una serie de factores adimensionales tomando
valores entre cero y uno. Estos factores se obtienen de la relacién fuerza-longitud y
otros englobados dentro de la dependencia entre la fuerza y la senal de activacion.
Mientras esta fuerza se observa experimentalmente a nivel macroscopico, con el
modelo propuesto, se introducen fenémenos que tienen su origen a nivel microscépico
(nivel de solapamiento de los filamentos de actina y miosina). De esta forma, la fuerza

activa puede expresarse como:

Factiva - FOf)xfoz (2)

La funcién f, que define la relacién entre le fuerza y la senal de activacién, descri-
be el acoplamiento excitacién-contraccion y depende de las propiedades de la senal
eléctrica, como el voltaje, la frecuencia y la respuesta caracteristica intrinseca de las

fibras. Se considera pues una relacién multiplicativa para esta funcién resultando:
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Factiva = FOf)\fot (3)

Las expresiones que definen estas funciones se muestran a continuacion.

Relacién fuerza-longitud

Se sabe que el musculo ejerce su maxima fuerza cuando se encuentra en una lon-
gitud denominada éptima. Se han propuesto numerosas relaciones para recoger este
efecto entre el estiramiento presente en el musculo y la fuerza. Por ejemplo, Blemker
et al.. (2005) describen la relacién fuerza-longitud como una definida a tramos. Bol
and Reese (2008) proponen una funcién suave, utilizando una constante adimensio-
nal, denominada alargamiento (), que se define como el cociente entre las longitudes
final (estirado/comprimido) e inicial (misculo en reposo). El alargamiento éptimo

del musculo, en el que éste desarrolla su fuerza maxima se representa como Agpy.

La relacion que utiliza el modelo matematico adoptado en este trabajo, es la
propuesta por Ramirez et al.. (2010) que hace uso de una funcién sigmoidal que

presenta una mejor adaptacion a los resultados experimentales:

*()\*Aopt)Q)

fo= oo B

Puesto que los ensayos experimentales han sido llevados a cabo bajo contrac-

ciones isométricas a la longitud en la que ejerce la maxima fuerza, se tiene que

A = Aopt con lo que f) = 1.

Relacién fuerza-voltaje

El reclutamiento de las fibras se realizé con una senal eléctria aplicada en el
nervio, descrita en el apartado experimental. Incrementando la amplitud de esta
senal (voltaje) se consigue un mayor reclutamiento de las fibras hasta conseguir la
activacion de todo el musculo. Este efecto puede recogerse utilizando la siguiente

relacion para amplitudes de la senal mayores de 2 V:
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fr=1=claVVd vy >29 (5)

Donde a es el punto de corte con el eje de ordenadas y d controla la curvatura.
Los parametros que ajustan los datos experimentales, son a = 1,609 y d = 1,4737.
Como se ha comentado, los musculos en los ensayos se estimulan para que realicen
su fuerza isométrica maxima, con lo cual, el voltaje de la senal utilizado es aquel

que maximiza esta relacion. Este voltaje se ha tomado como V' = 8 V' que resulta

en fvzl

Relacién fuerza-tiempo

Si el estimulo es un tnico pulso, la unidad motora responde con una contraccién
caracterizada por s6lo dos pardmetros: la amplitud de la contraccién (P) y el tiempo
de contraccién (7,) (Fuglevand et al.., 1993). Al considerar todo el musculo bajo el
estimulo de un tnico pulso, se define un tiempo de contraccién aparente 7. que re-
presenta el tiempo que se tarda en llegar a la fuerza maxima. Esta suposicion implica
que el tiempo medio de contraccion de todas las unidades motoras, es el mismo. La
amplitud aparente de la fuerza P’ se define como el pico de fuerza alcanzado en T},
suponiendo una contraccién isométrica ideal. La funcién fyuso que representa esta

contraccion aparente puede expresarse como:

Pt 1
= ?e

nﬂ\|°‘

: (6)

P’y T! se determinan a partir de los datos experimentales.

fpulso(P/7 Tc/u t)

Cuando en lugar de un tnico pulso, se aplica un tren de pulsos a una determi-
nada frecuencia, las contracciones de las unidades motoras se suman de manera no
lineal (Fuglevand et al.., 1993). Cuando el pulso de frecuencias es suficientemente
alto, se alcanza una zona de meseta en la relacién fuerza-tiempo (Figura 16). Es en
esta situacién, cuando no se distingue la oscilacion de la carga en la respuesta del

musculo, cuando se dice que se ha alcanzado el tétanos.
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Tomando el musculo como una unidad, la fuerza total se obtiene por la sumacién
de los pulsos de respuesta dependientes del tiempo de intervalo del estimulo Agpm.
Este parametro representa el intervalo de tiempo entre dos pulsos y es, en reali-
dad, la inversa de la frecuencia. La funcién fi., que representa la sumacién de las

contracciones de todas las unidades motoras es:

(1 (t - Astim@)))
ftren = Zplwe TCI ffr (7)
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Figura 16: Representacion de la funcion fi., para cuatro valores de la frecuencia de

estimulo (90, 60, 30 y 10 Hz).

Donde fy, es:

fyr = 1 = el Iraome ®)

fruorm €s el producto entre la frecuencia fr y el tiempo de contraccién, r deter-
mina el cociente entre la contraccién y la fuerza tetanica, c es la tasa de incremento

en la fuerza con el incremento en la frecuencia normalizada y n es el nimero de

pulsos de estimulo.



35

Para contemplar el fenémeno de la fatiga (caida de la fuerza durante el estimu-
lo mantenido) desde un punto de vista inicamente de intercambio iénico, puede
interpretarse como una saturacion gradual de los sitios de troponina con el calcio
remanente de los sucesivos estimulos. Cannell and Allen (1984) demostraron que
la saturacion de las células musculares depende de la asociacion Ca-calsequestrina.
La Calsequestrina es una proteina del reticulo sarcopldsmico con una funcién de
almacenamiento de calcio en la forma de ca-calsequestrina. El calcio cae rapida-
mente durante el impulso y se recupera mas lentamente, principalmente debido a
la liberacion del calcio unido a la calsequestrina. Este efecto puede modelarse por
medio de una ecuacion de Hill como la relacién propuesta por Konishi and Watanabe

(1998), para ajustar los datos experimentales de Ca-fuerza.

A
A+ [A] ©)

Donde A es la concentracién de una sustancia genérica (no se ha medido ninguna

fSat -

sustancia experimentalmente) en el sarcoplasma. El coeficiente de Hill i es la medida
de la pendiente y [A,,] es la concentraciéon de A que da la mitad de la méxima fuerza.

La concentracién [A] cambia en el tiempo como en Fernandez et al.. (2005):

t— Dstim(?) q_—n. (i
4) = 4]+ (] = [ 200 S it (10

[Ap] es el nivel de concentracién basal, que por simplicidad se ha tomado igual a

0. 24 es el tiempo en el que se alcanza el valor maximo de [A,,q.] siendo ésta la

maz}

maxima concentracion de la sustancia.

Finalmente, cogiendo toda la serie de relaciones anteriores la fuerza activa de-

sarrollada por el musculo puede escribirse como:

Factive - FOf)\fotrenfSat (11)
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5. Resultados

Los resultados de la evolucion de la fuerza isométrica maxima a lo largo de los 10
s del estimulo, pueden observarse en la Figura 17 para los tres musculos analizados

(TA, EDL y Séleo). En dicha figura se muestra la media y la desviacién estandar de

las cinco muestras ensayadas.

La Figura 17.d muestra la denominada tasa de fatigabilidad que representa la
pendiente (derivada con respecto al tiempo) de las curvas fuerza frente al tiempo de

los tres musculos (Figuras 17.a, 17.b y 17.c).
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Figura 17: Evolucién de la fuerza isométrica en el tiempo para: (a) Misculo TA. (b)

Misculo EDL. (c¢) Miusculo Séleo. (d) Tasa de fatigabilidad para los tres musculos,

expresada en N/s.

En el caso del TA (Figura 17.a), el valor maximo promedio de fuerza alcanzado
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TA EDL Séleo
Tiempo para alcanzar Fp4, | 0,1080 £ 0,0069 | 0,1150 £ 0,0319 | 0,1474 £ 0,0408
Reduccién de fuerza (%) 67,45 % 82,17 % 79,57 %

Tabla 3: Tiempo empleado por los diferentes musculos para alcanzar la fuerza maxi-

ma y porcentaje de reduccion de esa fuerza al finalizar el estimulo.

es de 8,88 + 0,34 N, en un tiempo de 0,108 + 0,0069s. El valor de la fuerza cayo,
posteriormente hasta un valor de 2,89 £ 0,38 N cuando finalizé el estimulo. El peso
promedio de los musculos ensayados fue de 0,57040,03 g. Desde el punto de maxima
fuerza alcanzada hasta el final de la contraccion, se puede observar una caida uni-

forme de la fuerza con una pendiente de aproximadamente —0,5 N/s (Figura 17.d).

El musculo EDL (Figural7.b) alcanzé una fuerza méxima de 1,06 + 0,16 N en
un tiempo de 0,115+ 0,0319 s. Durante el estimulo, se observd una disminucion de
la fuerza hasta 0,189 + 0,04 N en el instante en el que se detiene el estimulo. Como
se puede observar, el comportamiento del EDL es diferente del TA, apareciendo una
gran pendiente inicial durante los dos primeros segundos de contraccién para pos-
teriormente suavizarse a un valor de aproximadamente —0,1 N/s (Figura 17.d). El

peso medio de este musculo fue de 0,165 + 0,02 g.

Por dltimo, en el caso del Séleo, sus valores maximos de fuerza fueron 0,9340,14
N en un tiempo de 0,147 4+ 0,0408s y el valor minimo de 0,19 + 0,07 N en 10s. La
media de su peso fue de 0,193 £+ 0,03 g. Aunque la velocidad de fatiga del Soleo es

similar a la del EDL, su pendiente inicial es menos pronunciada (Figura 17.d).
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Figura 18: Curvas de ajuste siguiendo el modelo unidimensional propuesto por

Ramirez et al.. (2010): (a) Musculo TA. (b) Musculo EDL. (¢) Musculo Séleo.

La Tabla 3 recoge, a modo de resumen los tiempos empleados por los diferen-
tes musculos para alcanzar la fuerza maxima. Se muestra también la reducciéon de
fuerza, expresada en tanto por ciento, desde el valor maximo hasta el instante en el

que se detiene el estimulo.

La Figura 18 muestra, junto con las curvas experimentales, los resultados obteni-
dos del ajuste de parametros del modelo de Ramirez et al.. (2010). En linea discon-
tinua se han representado los ajustes a los resultados experimentales que aparecen

en linea continua.

Por dltimo, en la Tabla 5 aparecen los parametros utilizados para los tres dife-

rentes ajustes.



(010g) P 12 zoamurey 1od ogsendord oppow [0 opueziin ajsnle op soje(] :F R[qR],

TA EDL SOLEUS
Fuerza isométrica maxima Fy=8,88 N Fy=1,06 N Fy=10,93
A=1 A=1 A=1
Relacién fuerza-longitud Aopt = 1 Aopt = 1 Aopt = 1
g = 0,837 g = 0,837 £ =0,837
a=1,609 V a=1,609 V a=1,609V
Relacién fuerza-voltaje V=8V V=8V V=8V
d=1474V d=1474V d=1474V
P'=0,16 N P'=0,15N P'=011N
T'=0,04 s T7'=0,03s T7'=0,04s
fr=290 Hz fr=290 Hz fr=290 Hz
Relacién fuerza-tiempo r =1,054 r = 1,054 r = 1,054
c=1,125 c=1,125 c=1,125
h=-15 h=-0,8 h=-0,8

[Am] =4- 10_3 pmol
[Amax] = 0,1 — 07001 pmol

[Am] = 5,5 . 10_4 pmol
[Amax] = 0,002 -0 pmol

[Am] = 5,5 : 10_4 pmol
[Amax] = 0,0016 -0 pmol

6€
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6. Discusion

Varios autores han demostrado previamente (Schiaffino et al.., 1970; Pullen, 1977;
Delp and Duan, 1996; Rivero et al.., 1998; Tasi¢ et al.., 2011) que la composicién
de fibras de los tres musculos seleccionados presenta diferencias bioquimicas. Como
se ha comentado anteriormente, hoy en dia la clasificacién del tipo de fibras mus-
culares que predomina en el musculo esquelético de los mamiferos estd basada en
la expresion de las isoformas de la cadena pesada de la miosina. Los grupos mas
importantes son: tipo I, Ila, IIx, y IIb. Las isoformas de la cadena pesada de la
miosina determinan la velocidad de establecimiento de los puentes cruzados y por
lo tanto, la velocidad de acortamiento maxima de una célula muscular, siendo las
de tipo I las mas lentas, las de tipo Ila intermedias y las de tipo IIx/IIb las mas

rapidas (Bottinelli and Reggiani, 2000).

La composicion de fibras del TA, EDL y Séleo de rata ha sido investigada en nu-
merosos trabajos, utilizando diferentes métodos de andlisis cuantitativo. La mayoria
de los trabajos, consideran al TA un musculo compuesto, predominantemente, por
fibras rapidas (IIb), mientras que en el Séleo predominan fibras lentas de tipo (I)
y en el caso del EDL, se considera que la mayor parte de él esta compuesto tanto
por fibras Ila como por fibras IIb (Ariano et al.., 1973; Maltin et al.., 1989; Staron
et al.., 1999; Torrella et al.., 2000; Soukup et al.., 2002; Eng et al.., 2008). Esta
composicion diferente es la base de sus diferencias de funcionamiento. Asi, el Séleo
estd considerado como un musculo lento mientras que el TA presenta un compor-

tamiento de contraccion rapida.

Los resultados obtenidos no muestran diferencias significativas en el tiempo de
respuesta al estimulo entre los musculos estudiados, sin embargo, se observa una
tendencia que indica que el musculo TA alcanza antes la fuerza maxima que el Soleo
(p < 0,10). El EDL, que tiene una composicién intermedia de fibras, no muestra
diferencias significativas al comparar su tiempo de respuesta con el de los otros dos

musculos (p > 0,05).
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La composicién de fibras también puede explicar el comportamiento de los muscu-
los durante la estimulacion. Las fibras rapidas responden antes de generan mas fuerza
que las fibras lentas (Rome, 2006), lo que podria explicar por qué en nuestros resul-
tados observamos que la fuerza maxima del TA es mayor que la del Soleo o el EDL,

independientemente de su peso.

La clasificacion de los tipos de fibras tiene relevancia en el contexto de los cam-
bios metabdlicos producidos durante la fatiga, ya que la isoforma rapida de la cadena
pesada de la miosina (Tipo IIb), consume ATP a una velocidad mayor que la isofor-
ma mas lenta (Tipo I) (Bruton et al.., 2006). Por lo tanto, el alto contenido de fibras
tipo Ila en el EDL y de tipo I en el Séleo, podrian explicar la menor fatigabilidad
observada en estos musculos durante su contraccién, mostrando un mantenimiento
del valor de la fuerza después de los dos primeros segundos de contraccién. Por otro
lado, el elevado porcentaje de fibras tipo IIb en el misculo TA podria conducir a una
fatigabilidad a corto plazo mayor, mostrando una caida constante de la intensidad

de la fuerza a lo largo del tiempo.

El esfuerzo realizado para caracterizar las propiedades de fatiga del musculo re-
sulta justificado en el hecho de que existen pocos trabajos que describan los efectos
de la fatiga en el musculo esquelético mediante la utilizacién de modelos matemaéticos

y, la mayor parte de ellos, estan formulados en una sola dimensién (Bl et al.., 2011).

En futuros estudios, se podria aumentar el tiempo de estimulacién para detectar
las diferencias en la resistencia a la fatiga a largo tiempo entre estos musculos. Las
fibras lentas tipo I tienen una mayor resistencia a la fatiga que las de tipo II pero
esto se debe también a factores diferentes a la isoforma de la cadena pesada de la

miosina, como puede ser el metabolismos energético (Allen et al.., 2008).
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7. Conclusiones

Las conclusiones mas relevantes extraidas tras la realizacion de este trabajo final

de master son las siguientes:

- La composicion del musculo en cuanto a tipo de fibras se refiere, determina
fuertemente su comportamiento mecanico desde el punto de vista activo y debe

ser contemplada para simular la variacion de la fuerza en el tiempo.

- El protocolo experimental desarrollado establece una herramienta muy tutil
para, en un futuro, desarrollar y validar simulaciones computacionales realistas

por medio de elementos finitos.

- El ajuste realizado a través del modelo matematico, del comportamiento ex-
perimental observado, se adapta perfectamente a la media de los resultados
de la evolucion de la fuerza para los tres diferentes musculos. Este ajuste, por
medio de la evolucién en el tiempo de una concentracion genérica, permite

representar la evolucién de la contraccién en el tiempo.

- Puesto que toda la experimentacion se ha llevado a cabo bajo contracciones
isométricas maximas, a la longitud éptima, los parametros del ajuste de la
relacion fuerza-alargamiento y fuerza-voltaje se mantienen idénticos para los
tres musculos. De esta manera, tras ajustar las variables que recogen la evolu-
ciéon temporal de la contraccion en esta situacién, se plantean ensayos para

caracterizar las relaciones anteriores de los musculos en los que todavia no se

ha realizado (EDL y Soleo).

- La técnica experimental desarrollada, permite el mantenimiento de las condi-
ciones fisiolégicas del musculo, lo que le da a los resultados un valor anadido

por su cercania a la realidad.
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