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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue caracterizar las isoformas de la calcio ATPasa de retículo sarcoendoplásmico (SERCA) del músculo masetero 
y compararlas con las del músculo esquelético rápido. Se disecaron muestras de músculo masetero y esquelético rápido de conejo. La 
composición de fibras musculares se determinó por técnicas histológicas estándar. La SERCA se aisló por centrifugación diferencial y las 
isoformas se determinaron por ELISA. La actividad enzimática de la SERCA se determinó por método colorimétrico y la capacidad de 
transporte de calcio por método radioisotópico. Las diferencias de actividad enzimática y transporte de calcio se analizaron por la prueba t 
de Student, la distribución del tipo de fibras y las isoformas de la SERCA a través de la prueba de Fisher, y se correlacionaron haciendo 
uso del análisis de Spearman (p < 0,05). El músculo masetero reveló una composición heterogénea de fibras musculares lentas tipo I y 
rápidas tipo IIB. La isoforma SERCA1 predominó en el músculo esquelético rápido (90,5%), mientras que en el masetero se encontró 
una combinación de isoformas: 62-78 % correspondió a SERCA2, 20-37 % a SERCA1 y el contenido de SERCA3 fue despreciable. 
El masetero evidenció un contenido significativo de la SERCA2b. La actividad enzimática y la capacidad de transporte de calcio 
resultaron significativamente menores en el músculo masetero y se correlacionaron con el contenido de la SERCA2b. Concluimos que la 
combinación de diferentes isoformas, junto con una proporción substancial de SERCA2b, podría explicar la menor actividad enzimática 
y capacidad de transporte de calcio en el músculo masetero.
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ABSTRACT

Expression of  sarcoendoplasmic reticulum Ca-ATPase (SERCA) in masseter muscle.

The aim of  the study was to characterize the sarcoplasmic-endoplasmic reticulum Ca-ATPase (SERCA) isoforms expressed in masseter 
compared to fast-twitch muscle. Masseter and fast-twitch muscles were sampled from rabbit and fiber type composition was determined by 
histological standard methods. SERCA was isolated by differential centrifugation. Anti-SERCA1/2/3 IgG was used to determine the 
SERCA isoform by ELISA. SERCA activity was determined with a colorimetric method and calcium transport capability by a 
radioisotopic technique. Activity and calcium transport were tested for significance by Student's t test, the distribution of  isoforms assessed 
by Fisher exact test and correlated by Spearman analysis (p< 0.05). The masseter fiber type composition was a mixture of  slow type I and 
fast type IIB fibers. SERCA1 was predominant (90.5 %) in fast-twitch muscle, while a mixture of  SERCA isoforms was found in 
masseter: 62-78 % was SERCA2, 20-37 % was SERCA1 and SERCA3 was negligible. Masseter revealed a significant content of  
SERCA2b. Ca-ATPase activity and calcium transport capability was significantly lower in masseter compared to fast-twitch muscle 
preparations and showed higher correlation with the content of  SERCA2b. It is concluded that the mixture of  different SERCA 
isoforms, along with a substantial content of  SERCA2b, in masseter muscle would support lower Ca-ATPase activity and calcium 
transport.
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INTRODUCCIÓN
Los músculos mast icadores  se  

encuentran heterogéneamente compuestos por 
fibras musculares rápidas y lentas (Sano et al., 
2007 ;  Korfage  e t  a l . ,  2005) .  Es tán  
comprometidos en una amplia variedad de 
funciones del aparato estomatognático, tales 
como la masticación, deglución, fonación y la 
posición de la mandíbula (Grünheid et al., 2009; 
De Jong et al., 2011). Funcionalmente, los 
músculos masticadores, pueden clasificarse en 
principales y accesorios. Los principales son 
todos aquellos músculos que tienen inserción en 
el maxilar inferior, y por ende, ejercen una acción 
directa sobre dicho hueso. Dentro de este grupo 
de músculos podemos mencionar a los 
elevadores, depresores y estabilizadores. El 
masetero pertenece al grupo de los elevadores. 
Embriológicamente deriva del primer arco 
branquial, y en el recién nacido ya se presenta con 
dos fascículos: uno superficial y otro profundo. 
En esta etapa del desarrollo el músculo colabora 
en la acción de succión junto con otros músculos, 
y cuando erupcionan los molares, adquiere un 
papel preponderante en la masticación. En el 
individuo adulto, el masetero es el músculo más 
desarrollado y potente de los elevadores (Figún y 
Garino, 1992).

La calcio ATPasa (Ca-ATPasa) de 
retículo sarcoplásmico es una proteína intrínseca 
de membrana responsable del transporte activo 
de calcio desde el mioplasma al lumen del 
retículo, promoviendo así, la relajación muscular 
(Toyoshima e Inesi, 2004). Pertenece a una 
familia de enzimas conocidas como SERCA o 
Ca-ATPasas de retículo sarcoendoplásmico 
(Lytton et al., 1992). La isoforma SERCA1 se 
expresa en músculo esquelético rápido, la 
variante SERCA1a lo hace en el músculo adulto, 
mientras que la variante SERCA1b se encuentra 
en el músculo del neonato (Grover et al., 1992). 
La isoforma SERCA2 se encuentra en el músculo 
esquelético lento y en el músculo cardíaco tanto 
en el adulto como en el neonato (Vangheluwe et 
al., 2005; Periasamy et al., 2008). La variante 
SERCA2a se expresa exclusivamente en múscuo 
cardíaco y músculo esquelético lento, y la variante 
SERCA2b lo hace en el músculo liso y en tejidos 
no musculares. Una tercera isoforma, SERCA3, 
se ha descripto preliminarmente en tejidos no 

musculares (Dode et al., 2002). Todas las 
isoformas descriptas comparten básicamente 
la misma estructura primaria e inserción 
topográfica en la membrana reticular, 
transportan al ion calcio en presencia de ATP y 
son inhibidas selectivamente por tapsigargina 
(Lytton et al., 1991).  La Ca-ATPasa de retículo 
sarcoplásmico de músculo esquelético rápido, 
es un modelo ampliamente utilizado, dado que, 
se ha caracterizado ampliamente desde el 
punto de vista cinético, energético, estructural 
y funcional (Champeil et al., 1985; Alonso et 
al., 1998; Berman, 1999; Lee, 2002; Toyoshima 
e Inesi, 2004; Peinelt y Apell, 2005; Kjelstrup et 
al., 2008; Endo, 2009; Hinsen et al., 2010; Inesi, 
2011). Por tal motivo, ha sido un modelo 
conveniente para estudiar el/ los efectos 
inhibitorios y/ o activadores de diferentes 
agentes lipofílicos (Takara y Alonso, 1996; 
Karon et al., 1999; Bartolommei et al., 2008; 
Bartolommei et al. 2011). Nuestro laboratorio 
ha estudiado también a esta proteína 
transportadora de calcio desde hace varios 
años (Garrahan et al., 1976; Alonso et al., 1981; 
Alonso et al., 1990; Alonso et al., 1998). Con el 
propósito de estudiar sistemas aún no 
descriptos en la literatura, tales como la Ca-
ATPasa de músculos masticadores, a fin de 
interpretar si las modificaciones funcionales 
causadas por los anestésicos locales de uso 
odontológico,  podr ían inducir  una 
contracción sostenida o rigidez muscular por 
aumento del calcio citosólico, se ha estudiado 
inicialmente la interacción de la carticaína con 
la Ca-ATPasa de retículo sarcoplásmico de 
músculo esquelético rápido  (Takara et al., 
2000; Takara et al., 2005). Pocos autores se han 
dedicado al estudio de la Ca-ATPasa de 
músculos masticadores (Okabe et al., 1985; 
Sánchez et al., 2004). Este equipo de 
investigación ha sido el primero en caracterizar 
la Ca-ATPasa del músculo masetero y 
pterigoideo interno (Sánchez et al., 2004) y, 
recientemente, la del músculo temporal 
(Sánchez et al., 2012a), informando una menor 
actividad y captación de calcio de la enzima en 
comparación al músculo esquelético rápido. 
Dado que la presencia de una combinación 
particular de SERCAs, propia de los músculos 
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masticadores, podría explicar dichas diferencias, 
el objetivo del trabajo fue identificar las 
isoformas de la SERCA presentes en el músculo 
masetero de conejo y correlacionarlas con la 
distribución del tipo de fibra muscular, actividad 
enzimática y capacidad de transporte de calcio.
 
MATERIALES Y METODOS

Se disecaron músculos maseteros y 
músculos esqueléticos rápidos de espalda de 
conejo macho neozelandés (2 kg de peso y 6 
meses de edad). Identificamos los tipos de fibras 
musculares presentes usando la técnica descripta 
por Brooke y Kaiser (1970). Paralelamente, 
aislamos membranas de retículo sarcoplásmico 
por centrifugación diferencial según la técnica de 
Champeil et al. (1985). La concentración de 
proteínas se determinó por el método de Lowry 
et al. (1951), empleando seroalbúmina bovina 
como estándar. El protocolo para el cuidado y 
manejo de los animales de experimentación fue 
aprobado por la Comisión de Etica de la Facultad 
de Odontología de la UBA.

La identificación de las isoformas de la 
Ca-ATPasa se realizó por el método de ELISA, 
utilizando la técnica descripta por Leberer y Pette 
(1986), empleando IgG anti-SERCA1/2/3.
Para la determinación de la actividad enzimática 
de la Ca-ATPasa, incubamos las vesículas de 
retículo sarcoplásmico (1 mg/ ml) durante 2 
minutos y a 37oC en medios conteniendo buffer 
MOPS-TRIS 50 mM (pH 7.2), ATP 3 mM, KCl 
100 mM, MgCl2 3 mM, CaCl2 0,1 mM, EGTA 
0,1 mM  y 10 ? M calcimicina (ionóforo de calcio 
A 23187). La reacción se inició por adición de las 

Figura 2. Disribución del tipo de fibras en músculo masetero 
y esquelético rápido. Proporción de fibras blancas rápidas (IIB) 
y rojas lentas (I) obtenida según técnica histológica. Las barras 
de error indican el error estándar (n = 8). M. Rápido: músculo 
esquelético rápido. ***Diferencia estadísticamente significativa, 
p< 0.001.

Figura 1. Identificación de fibras tipo I y IIB en músculo 
masetero. Corte transversal de una muestra tipo de músculo
masetero procesada según Brooke et al. (1970). Barra: 100 mm

membranas de retículo sarcoplásmico y se detuvo 
por adición de ácido tricloroacético 5 % 
(concentración f inal) .  Posteriormente,  
centrifugamos los medios y determinamos la 
concentración de fosfato inorgánico (Pi) en los 
sobrenadantes usando el método de Baginski et 
al. (1967). Dicha concentración de Pi se tomó 
como índice de la actividad enzimática. 
Paralelamente se ensayaron blancos sin 
membranas de retículo sarcoplásmico y se 
restaron a los datos experimentales.

La determinación de la captación de 
calcio dependiente de ATP se realizó por método 
radioisotópico. Se incubaron vesículas de retículo 
sarcoplásmico a 37oC durante 30 segundos en 
presencia de 45Ca(CaCl2) 0,1 mM,  EGTA 0,1 
mM, ATP 3 mM, MgCl2 3 mM, buffer MOPS-
TRIS 50 mM (pH 7,2). Las reacciones se iniciaron 
por la adición de vesículas de retículo 
sarcoplásmico (1 mg/ ml) al medio de reacción y 
se detuvieron filtrando el medio a través de filtros 
Millipore (poro promedio de 0,45 ? m). Los 
filtros se lavaron profusamente con solución de 
LaCl3 3mM. La radiactividad retenida en los 
filtros se midió en un contador de centelleo 
líquido Beckman LS 6500. Blancos sin ATP se 
ensayaron en paralelo y se restaron a los valores 
experimentales.

En este trabajo utilizamos reactivos de 
calidad analítica. La seroalbúmina bovina, los 
buffers MOPS y TRIS, el ATP disódico y la 
calcimicina se adquirieron a Sigma (St. Louis, MO, 
USA). Los anticuerpos IgG anti-SERCA1/2/3 se 
adquirieron a Santa Cruz Biotechnology Inc. 
(Santa Cruz, CA, USA).

Músculo Masetero, expresión de la Bomba de Calcio
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El análisis de los datos incluyó el cálculo de la 
media aritmética y del error estándar 
correspondientes a la actividad enzimática y a la 
captación de calcio. Las diferencias entre medias 
se analizaron mediante la prueba t de Student 
haciendo uso de GRAPHPAD Prism versión 5.03 
para Windows (GraphPad Software, San Diego, 
CA, USA). La distribución de las isoformas de las 
SERCAs se analizó aplicando la prueba exacta de 
Fisher. Los diferentes tipos de isoformas de la 
SERCA se correlacionaron con la actividad 
enzimática y el transporte de calcio, usando el 
análisis de correlación de Spearman. El nivel de 
significación empleado fue p < 0,05.

RESULTADOS
La Figura 1 muestra una imagen típica de 

la distribución de fibras musculares en el músculo 
masetero de conejo. Las fibras de color blanco o 
gris claro corresponden a fibras musculares tipo I 
(fibras lentas), mientras que las fibras de color gris 
oscuro corresponden a fibras musculares tipo IIB 
(fibras rápidas). A diferencia del músculo 
esquelético rápido, la proporción de fibras tipo I 
resultó significativamente mayor en el músculo 
masetero (figura 2).

El contenido de SERCA de las 
membranas aisladas de músculo esquelético 
rápido fue de un 70%, mientras que en el músculo 
masetero fue del 66%. Sin embargo, el contenido 
de SERCA no fue significativamente diferente 
entre los músculos (figura 3A).

El método de ELISA permitió identificar 
y determinar la distribución de las diferentes 
isoformas de SERCA (figuras 3B, C y D). El 
contenido de SERCA3 fue prácticamente 
despreciable (< 1 %) en ambos tipos de músculo. 

En el músculo masetero se observó una mayor 
proporción de SERCA2, mientras que el  
músculo esquelético rápido predominó la 
isoforma SERCA1 (figura 3B). De la isoforma 
SERCA1, se halló una mayor proporción de 
SERCA1a en ambos tipos de tejido muscular 
(figura 3C). En cuanto a la SERCA2, el músculo 
m a s e t e r o  e v i d e n c i ó  u n  e x p r e s i ó n  
significativamente mayor de las isoformas 
SERCA2a y SERCA2b en comparación con el 
músculo esquelético rápido (figura 3D).

La actividad Ca-ATPásica del músculo 
masetero resultó significativamente menor (t(14) 
= 9,28) que la encontrada en el músculo 
esquelético rápido (figura 4A) al igual que la 
capacidad de transporte de calcio (t(14) = 6,68; 
Figura 4B).

La Tabla 1 muestra la matriz de 
correlaciones entre las isoformas de la SERCA, 
tipo de fibras musculares, actividad enzimática y 
capacidad de transporte de calcio. Los resultados 
ind ican  que  l a  i so for ma SERCA2b,  
substancialmente presente en músculo masetero, 
se correlaciona significativamente con la 
disminución de la actividad enzimática y del 
transporte de calcio, mientras que la isoforma 
SERCA1a, principalmente presente en el 
músculo esquelético rápido se correlaciona 
significativamente con el incremento de la 
actividad de la enzima y de la captación de calcio.

DISCUSIÓN
En este trabajo describimos la 

distribución de las isoformas de la SERCA en el 
músculo masetero de conejo y su impacto sobre 
la actividad enzimática y la capacidad de 
transporte de calcio, siendo este el primer estudio 

Tabla 1. Correlación entre isoformas de la SERCA, tipo de fibras musculares, actividad enzimática y transporte de calcio. 
Se indican los valores del coeficiente rho de Spearman. ***Estadísticamente significativo, p< 0,001.
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que, de modo preliminar, aborda este tema de 
interés odontológico. El conocimiento acerca de 
la distribución de la SERCA no solo contribuye a 
mejorar la comprensión de la fisiología de los 
músculos masticadores, sino que también 
permite interpretar su comportamiento en 
condiciones patológicas o ante la administración 
infiltrativa de fármacos en la región masticatriz 
(Sánchez et al., 2010a; Sánchez et al., 2010b; 
Sánchez et al., 2012b).

La distribución del tipo de fibras 
musculares tipo I y tipo IIB en el músculo 
masetero que informamos en este trabajo, refleja 
la composición heterogénea de dicho músculo de 
acuerdo con publicaciones previas (Korfage et al., 
2005; Sano et al., 2007).

El contenido de la SERCA de una 
preparación de tejido muscular representa una 
variable de interés en el estudio de la actividad 
enzimática, dado que las diferencias observadas 
en la actividad enzimática de diferentes 
preparaciones de tejido muscular pueden 
explicarse en base a esta variable. En este estudio 
no observamos diferencias entre el contenido 
total de la SERCA en el músculo masetero en 
comparación al músculo esquelético rápido. Este 
resultado permite descartar a la variable en 
cuestión como una variable capaz de explicar la 
menor actividad enzimática de la SERCA 
observada en músculos masticadores (Sánchez et 

Figura 3.  Expresión de SERCA en músculo masetero y esquelético 
rápido. 
(A) Proporción de SERCA. (B) Distribución de las isoformas 
de SERCA. 
(C) Distribución de las isoformas de SERCA1. (D) Distribución 
de las isoformas de SERCA2. Las barras de error indican el error 
estándar (n = 8). M. Rápido: músculo esquelético rápido. 
***Diferencia estadísticamente significativa, p< 0,001.

Figura 4. Evidencias funcionales de la SERCA 
en músculo masetero y esquelético rápido. 
(A) Actividad enzimática. (B) Captación de 
calcio ATP-dependiente. Las barras de error 
indican el error estándar (n = 8). 
M. Rápido: músculo esquelético rápido. 
***Diferencia estadísticamente significativa, 
p< 0,001.

al., 2004; Sánchez et al., 2012a). Resulta de interés 
mencionar que el contenido de la SERCA del 
músculo esquelético rápido informado en este 
trabajo no difiere del descripto por otros autores 
(Inesi y Toyoshima, 2004).

Un resultado significativo de este estudio 
es la presencia de la SERCA2b en el músculo 
masetero. Si bien esta isoforma ha sido descripta 
en el músculo liso y en tejidos no musculares 
(Vangheluwe et al., 2005; Periasamy et al., 2008), 
nuestros resultados sugieren una localización 
alternativa de la enzima en los músculos 
masticadores. Además, la isoforma SERCA2b no 
ha sido descripta en los músculos esqueléticos 
rápidos de los miembros inferiores y/ o 
superiores (Grover y Khan, 1992). En este 
sentido, nuestro resultado indicaría una nueva 
diferencia fenotípica entre los músculos 
masticadores y los músculos esqueléticos 
rápidos. A su vez, resulta interesante comentar 
que las propiedades fenotípicas de los músculos 
masticadores dependen en gran medida de la 
especie y de la funcionalidad de los mismos, 
evidenciando la expresión de variantes de 
diferentes proteínas miofibrilares no descriptas 
en los músculos esqueléticos rápidos (Kang et al., 
2010). Por consiguiente, podría esperarse 
variabilidad en la expresión de la SERCA de los 
músculos masticadores entre los grupos de 
músculos elevadores y depresores y entre 
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diferentes especies. La presencia prácticamente 
despreciable de la isoforma SERCA3 en el 
músculo masetero concuerda con la localización 
en tejidos no musculares descripta para esta 
isoforma (Dode et al., 2002).

Lytton et al. (1992) describieron las 
propiedades de la SERCA1, SERCA2a y 
SERCA2b. Los autores informaron que la 
SERCA1 y la SERCA2a son idénticas en lo 
referente a la actividad enzimática y a la 
capacidad de transporte de calcio, pero 
describieron una cinética enzimática más lenta 
para la SERCA2b. Ello sugiere que la proporción 
significativa de SERCA2b informada en este 
trabajo en el músculo masetero puede explicar la 
menor actividad enzimática y capacidad de 
transporte de calcio observada en preparaciones 
de este músculo masticador (Sánchez et al., 
2004), y posiblemente la observada en el músculo 
temporal (Sánchez et al., 2012a). El análisis de 
correlación efectuado en este estudio avala esta 
hipótesis. Nótese que la correlación inversa más 
marcada se registró entre la presencia de la 
isoforma SERCA2b y la actividad enzimática y el 
transporte de calcio respectivamente.

Los resultados informados en este 
trabajo nos permiten concluir que la presencia 
substancial de la SERCA2b, junto con la 
combinación de la presencia de la SERCA1 y la 
SERCA2a, explicaría la menor actividad 
enzimática y capacidad de transporte de calcio 
observada en preparaciones del músculo 
masetero en comparación al músculo esquelético 
rápido.
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