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1.- JUSTIFICACION




En la linea de investigacion gue se desarrolla en
nuestra Catedra, se encuentra el estudio de la funcionalidad
de 1la gotera reticular y su implicaciéon en procesos

farmacocineticos y terapeuticos.

La gotera reticular es un segmento del canal gastrico,
con capacidad para cerrarse y conducir la leche en el animal
prerrumiante desde el esofago hasta el abomaso. En el animal
adulto, aungue pierde funcionalidad, ésta no desaparece y
puede vehicular ciertos farmacos y nutrientes directamente al

abomaso.

Es una 3zona de transicién entre musculc estriado
(eséfago)} y musculo liso (rumen-reticulo). Ademas presenta un
componente de motilidad refleja y autdénoma (células de
Auerbach}, gue en cierto modo la asemejan a la musculatura

cardiaca.

En los primeros trabajos realizados en la musculatura
lisa del suelo de la gotera reticular bovina, se ha estudiado
la motilidad espontanea y los receptores presentes en esta
estructura. Un estudio mas profundo sobre los mecanismos que
regulan su funcionamiento, podria dar lugar a importantes
mejoras desde el punto de vista farmacoldgico y terapéutico,

ademas de servir como un nuevo modelo de experimentacion.



Por todas estas razones y teniendo en cuenta 1la
importancia de los movimientos del calcio en el proceso de
contraccion de la musculatura lisa y que solamente existe un
trabajo sobre los mismos (LOPEZ y cols. 1992), pretendemos
estudiar la influencia del calcio extracelular (canales de
calcio voltaje dependientes y canales de calcio operados por
receptor) y de los depositos intracelulares del mismo en el
mecanismo intrinseco de la contracciéon de este tipc de

fibras.



2.- REVISION BIBLIOGRAFICA




2.1. GOTERA RETICULAR

2.1.1. Anatomia

La gotera reticular, gotera esofagica, surco reticular
o "sulcus reticuli" es una estructura anatdomica que comienza
en el cardias y termina en el orificio reticulo-omasal:
podriamos considerarla como una prolongacion del esofago
hasta el omaso (Figura 1). Desde 1983 y segun la Noémina
Anatomica Veterinaria, el "sulcus reticuli" se considera que
constituye la primera porcion de una estructura anatomica
denominada "sulcus ventriculi" o canal gastrico. Es una via
directa para el paso de liquidos y solidos desde el esofago

hasta el abomaso.

El surco reticular esta constituido por dos pliegues o
labios, derecho e izguierdo ("labium dextrum, labium
sinestrum"), en relaciodon a su posicion, tomando como punto de
referencia el cardias, y entre ambos se encuentra el suelo de
la gotera (Figura 2) ("fundus sulci reticuli") (HOFMANN,
1969; SISSON y GROSSMAN, 1982). Tiene una disposicidn espiral
de unos 180°, de manera que sus pliegues o labios se
proyectan primero caudalmente, luego hacia la izquierda vy
finalmente adgquieren un sentido c¢raneal, invirtiendo su
posicion relativa en el extremo ventral de forma dgue, el

labio derecho sclapa el orificio reticulo-omasal, es decir,



........ cavity of rumen (atrium)
- m_ obliquus intemus

FIGURA 1: Disposicién de 1la gotera reticular

en la cavidad abdominal de los bévidos

(ASHDOWN y DONE, 1984).




FIGURA 2: Gotera reticular bovina: labios derecho e izquierdo, suelo, cardias

y orificio reticulo-omasal.



en su ultima porcidn los labios se cruzan y unen formando un
rodete muscular denominado esfinter reticulo-omasal (HABEL,

1982; KRAHMER, 1982; SEREN, 1975).

La longitud de los labios en el ganado vacuno, segun
autores, es variable, aunque se mantiene siempre dentroc de
unos limites. Para SISSON y GROSSMAN (1982), su longitud
oscila entre 18-20 cm. Segun BRUNI y ZIMMERL (1947) el tamano
de los labios se situa entre 15-20 cm y para FLORENTIN
(1952), seria de 15-18 cm de longitud por 2~3 cm de grosor

(SEREN, 1975; S5ISSON y GROSSMAN, 1982).

E]l segundo segmento del canal gastrico se corresponde
con el "sulcus omasi"™ o surco omasal, gotera omasal o canal
del librillo, dque se extiende desde el orificio reticulo-
omasal hasta el omaso-abomasal, midiendo entre 10-12 cnm de
longitud por 3-~4 cm de grosor. Presenta una disposicion
inclinada caudal y ventralmente (HABEL, 1982). El1 ultimo
tercio de esta estructura lo forma el "sulcus abomasi", surco
abomasal o canal abomasal, que segun NICKEL y WILKINS (1955)
es un complejo muscular oblicuo gque comienza poco antes del
final de la gotera omasal y discurre a lo largo de la pared
lateral del abomaso (SEREN, 1975; KRAHMER, 1982; HABEL,

1982).



La inervacidn de la gotera reticular es llevada a cabo
por dos sistemas, uno extrinseco y otro intrinseco. E1
sistema extrinseco de inervacidn corre principalmente a cargo
de los troncos vagales. Del tronco vagal ventral parten
varias ramas que se despliegan por todo el reticulo, de forma
paralela a las de la arteria reticular. lLas ramas que se
dirigen al labio izquierdo se originan a partir del mismo. E1
tronco dorsal del vago desciende unido al plexo simpatico
sobre la arteria ruminal izgquierda, para dirigirse hacia el
lado visceral del cuello del omaso, lugar del gue parten unas
pequenas ramas, gue inervan el labio derecho del surco
reticular. Varias ramas grandes se distribuyen en 1la

superficie visceral del reticulo (SISSON y GROSSMAN, 1982).

El sistema intrinseco de inervacion de la gotera corre
a cargo del plexo subseroso, Qque a su vez posee dos
componentes: el plexo micenterico o de Auerbach y el plexo
submucoso o de Meissner. El primero se localiza a nivel de la
capa muscular y el segundo a nivel de la tunica submucosa

(SCHENK-BABER y cols., 1985).

GIROLAMO (1952) describido gque a partir del plexo
miocentérico parten haces de fibras que se dirigen hacia la
musculatura lisa y estriada. A nivel de la capa externa del
misculo 1liso, adguieren una configuracion de abanico,

llegando algunas de ellas a la submucosa. En la musculatura



estriada de los bovidos las placas motoras pueden aparecer

expandidas o con morfologia lobular (SEREN, 1975).

Tambiéen procedentes del plexo de Auerbach se demostrd en
1956 por FILOTTO, NEGRI y MIRAVAL, la existencia de redes
neurofibrilares en las papilas y corpusculos sensitivos de la
submucosa del piloro, orificios omaso-abomasal, reticulo-
omasal y porcion distal de la gotera reticular. Se piensa que
juegan un papel muy importante en los procesos de apertura y

cierre de los orificios y esfinteres (SEREN, 1975).

PELAGALLI y cels. en 1974, cbservaron gue el componente
nervioso vedgetativo del plexo mioentérico, esta constituido
por una densa trama de fibras largas dque en sus puntos de
ramificacion constituyen pequenos ganglios. Asi mismo,
tambien observaron pedquenas formaciones ganglionares en la
parte central de la fibra muscular longitudinal de los labios

de la gotera.

El plexo submucoso se forma a partir de una serie de
haces de fibras que se extienden por la submucosa y la lamina
propia hasta el epitelio, originando una red amielinica
subpapilar y presentando en las fibras, expansiones con forma
de arabescos o en corpusculos de Ruffini simples o

ultraexpansivos (PELAGALLI et col., 1974, 1975; HABEL, 1982).
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La irrigacion sanguinea de la gotera reticular, fue
descrita por HABEL en 1970. Depende de una rama de la arteria
ruminal izquierda gque se denomina arteria reticular, ésta,
tras bifurcarse a los 3-4 cm de su origen, se proyecta sobre
la curva dorsal del rumen y desciende hacia el surco rumino-
reticular para seguir ventralmente hacia el lado derecho del

mismo.

La vena ruminal izquierda y la omasoc abomasica, que son
afluentes de la vena reticular, se encargan del retorno

venoso sanguineo procedente de esta estructura.

SCHUMMER y cols. (1981) describieron que la linfa de 1la
gotera reticular, drena a los linfonddulos reticulares. Estos
se situan en la superficie dorsal y posterior del reticulo,
en su zona de transicidn con el abomaso. Son pequenos nodulos
de 0,5-1,5 cm de diametro y su numero oscila entre 1 y 7.
Recogen la linfa del reticulo vy también la procedente de los
linfonodulos reticulo-abomasales y rumino-abomasales. Desde
los linfonodulos reticulares la linfa se dirige hacia los
linfonédulos espléenicos o directamente al tronco gastrico,
gue a su vez drena en el visceral y finalmente en la cisterna

del guilo (NICKEL y cols., 1981).

11



2.1.2. Histologia

La gotera reticular, desde el punto de vista
histologico, presenta cuatro tunicas o capas gue son comunes
en todas 1las estructuras del aparato digestivo: mucosa,

submucosa, muscular y serosa (SISSON y GROSSMAN, 1982).

La mucosa en los proventriculos de los rumiantes esta
formada por tres estratos: epitelio escamoso, muscular de la
mucosa y la lamina propia. Su coloracion es mas oscura en los
labios que en el suelo, presentando pliegues longitudinales
en 1los primeros y papilas corneas en el segundo, muy préximas

al orificio reticulo-omasal (LEWIS, 1962).

El epitelioco escamoso estratificado gque recubre Ila
totalidad del surco reticular, en el caso de los bovidos,
carece de glandulas (SISSON y GROSSMAN, 1982); no siendo asi
en el ganado lanar gque segun MUTOH y WAKURI (1988), presenta
sobre todo en animales Jjovenes, unas glandulas mucosas,
serosas y mixtas en el labio izguierdo y alrededor del
orificio reticulo-omasal, habiendo un predomio de las serosas
y mixtas en animales jovenes y de mucosas en los adultos,

siendo su funciéon meramente lubricante.

La tunica muscular de la mucosa es incompleta y menos

evidente en el suelo que en los labios; procede de la capa

12



muscular que reviste el esofago y se continua en forma de
tiunica completa a nivel del omaso (OSMAN y BERG, 1982). La
lamina propia presenta fibras colagenas vy elasticas,
encontrandose unida a la submucosa de composicidén semejante,

en cuanto al tipo de fibras.

La tunica muscular de los labios esta formada por fibras
musculares lisas gque discurren longitudinalmente, en igual
sentido que éstos. Dan lugar a la formacidn de dos asas, una
alrededor del cardias y otra alrededor del orificio reticulo-
omasal. Lateralmente van a perderse en la capa interna de la

tunica muscular del reticulo (DELLMAN, 1971).

En el suelo se pueden distinguir una capa muscular
interna y otra externa. La interna 1la conforman fibras
musculares lisas transversales al eje mayor de la gotera. Un
pegueno numero revierte hacia los labios insertandose entre
sus fibras longitudinales; las restantes se dirigen hacia la
capa externa de la tunica muscular del reticulo, para acabar
fundiéndose en la misma. La muscular externa del suelo esta
formada por fibras lisas y estriadas, distribuidas de forma
irreqular por su estructura. En la zona proxima al cardias
hay un predominio de las estriadas y proceden de la
musculatura esofagica, apareciendo progresivamente un aumento

del tejido lisc (DELLMANN, 1971).
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2.1.2.1. Estructura del miasculo liso

El musculo liso presenta una estructura semejante a la
del estriado. Estudios de microscopia electrdnica vy
difraccion de rayos X, han demostrado gque contiene a las
proteinas actina y miosina distribuidas en forma de
filamentos (LOWY y cols. 1970; SOMLYO y cols. 1973;

SHOENBERGZ y HASELGROVE, 1974).

Las moleculas de miosina de la musculatura lisa se
presentan constituyendo los filamentoes gruesos.
Estructuralmente esta conformada por un par de cadenas de
alto peso molecular, 200.000 daltons y dos pares de cadenas
ligeras que tienen un peso de 20.000 y 17.000 daltons
respectivamente (HARTSHORNE, 1980). El1 contenido de miosina
es menor que en el musculo estriado, pero a pesar de ésto, es
capaz de desarrollar una tension similar (HARTSHORNE vy

GORECKA, 1980).

La actina es una proteina globular de 43.000 daltons de
peso molecular gue se polimeriza en forma de doble filamento
para constituir los llamados filamentos delgados (VIBERT y
cols, 1982); estos filamentos ademas de actina contienen
tropomiosina y carecen de la troponina presente en el musculo

estriade (HARTSHORNE, 1980).

14



Los cambios de longitud del masculo 1liso, se deben a
fenomenos de union y separacidon de la molécula de miosina y
los filamentos de actina, formando puentes cruzados gque
determinan un deslizamiento de los filamentos delgados vy

gruesos, sin gue se modifique su longitud (HUXLEY, 1977).

HARTSHORNE (1980), expuso que la formacion de dichos
puentes para mantener la misma tension, requiere un menor
gasto de ATP para el masculo liso gue para el estriado,
debido a gue su velocidad de formaciodon es mas lenta. SIEGMAN
y cols. (1976), al igual gque DILLON ¥y cols. (1981)
postularon que este menor gasto de ATP se debia a 1la

formacion de puentes cruzados fijos, no ciclicos.

En cuanto a la distribucién espacial de los filamentos
gruesos Yy delgados de la célula muscular lisa, no ha podido
demostrarse la existencia de miofibrillas y sarcomeros
separados por lineas Z, va que bajo microscopia optica no se
aprecia estriacidon transversal y <con el microscopio
electrdénico no se observa una repeticion regular (GABELLA,

1984) .
Para GABELLA (1984), los filamentos de actina y miosina

durante el reposo, se disponen paralelamente entre ellos, e

igualmente con respecto al eje longitudinal de la celula.

15



SMALL (1974), determind que estos filamentos forman un Angulo

de unos 10° con el eje celular.

Durante la contraccion, los filamentos se deslizan
permaneciendo paralelos segun GABELLLA (1984); mientras que
SMALL (1974), FAY y cols. (1976) y FISHER y BAGBY (1977)
indican gque forman angulos de 30°, e incluso de 50° con el eje

celular.

COOKE (1976), sugiere que 1la distribucion de 1los
miofilamentos forma una estructura semejante al sarcomero,
debido a la presencia de un citoesqueleto, formado por
filamentos intermedios, cuerpos densos y bandas densas. Los
cuerpos Yy bhandas densas contienen a-actinina, que es el
principal componente de las lineas Z del musculo esqueléetico,
suponiéndose que su funcidon es similar (JOCKUSH e ISENBERG,
1981). Aunque la funcion y la distribucién exacta del
citoesqueleto no son totalmente conocidas, ésta proporciona

el soporte necesario a los miofilamentos {(GABELLA, 1984).

La relacidén existente entre ceéelulas musculares lisas
adyacentes, ha sido descrita como una hendidura de unos 100
nm aproximadamente, en la cual se distribuyen fibras de
colageno, elasticas y otros materiales extracelulares,
constituyendo el estroma. Entre ambas células existen zonas

de contacto que constituyen las llamadas uniones

16



intercelulares, dque pueden ser de dos tipos: uniones de

hendidura o nexus y uniones intermedias (HENDERSON, 1975).

Las uniones en hendidura han sido observadas en muchos
musculos lisos; se caracterizan por una cercana aposicidn de
las membranas, con un espacic entre ambas de 2-3 nmn.
Presentan unass subunidades o puentes que podrian
corresponderse con los canales ionicos (GOODENOUGH y REVELT,

1970; LITWIN, 1980).

Las uniones intermedias se establecen entre dos bandas
densas de celulas vecinas. Son uniones rigidas,
pertenecientes a uniones adherentes, gque se encuentran en
relacion con el citoesqueleto contractil. Su funcidn es
permitir el acoplamiento mecanico entre dos células (GABELLA,

1984).

Finalmente para acabar de describir el aparato
contractil y estructural de la musculatura lisa, hay que
mencionar los estudios de GABELLA (1984), que determinan las
relaciones existentes entre la membrana de la célula muscular
y el estroma. Estas uniones son llevadas a cabo por la lamina
basal que rodea la superficie celular y las fibras de
colageno del estroma. Tambien pueden ser realizadas mediante
una glucoproteina de 220.000 daltons de peso, que es la

fibronectina. La fibronectina apararece alrededor de las

17



celulas musculares lisas, vasculares Yy Viscerales (STENMAN vy
VAHERI, 1978), aunque su funcion no ha sido totalmente

determinada.
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2.1.3. Embrioleogia

La morfogénesis e histogénesis de la viscera gastrica de
los rumiantes ha sido ampliamente estudiada, girando
alrededor de aspectos tanto generales, como concretos de este
desarrollo (HENRICKSON, 1970; STINSON vy CALHOUN, 1976;
PANCHAMUKHI y cols. 1975, 1977; PANCHAMUKHI y MUDHOLKAR,
1978; PANCHAMUKHI y SRIVASTAVA, 1982; VIVO y ROBINA, 1990,

1991).

La gotera reticular y sus labios derivan de las crestas
mesodermicas dorsal y ventral (SCHWARZE, 1984). Numerosos
autores consideran gue los proventriculos de los rumiantes
proceden de un estomago primordial simple fusiforme y gue no
hay ninguna aportacion esofagica en dicho desarrollo
(PERNKCPH, 1931; MARTIN y SCHAUDER, 1935; HOFMAN, 1969;

ELLENBERGER y BRAUM, 1974).

Frente a esta idea de no participacion del eséfago en la
organogénesis de la viscera gastrica de los rumiantes, MUTOH
y WAKURI en 1988, demostraron mediante tecnicas de
microscopia optica y electronica, la similitud existente
entre las glandulas presentes en la gotera reticular de la
oveja, las glandulas esofagicas bovinas (WAKURI y MUTOH,
1972) y las glandulas de la base del omaso de las cabras

(WAKURI, 1980). Estos autores sugieren que el area del surco
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reticular que contiene estas glandulas (labio izgquierdo vy
proximidades del orificio reticulo-omasal) puede proceder del

esofago en la organogénesis de los proventriculos ovinos.

Estudios embriologicos sobre el origen del estémago de
los rumiantes han demostrado que las goteras reticular vy
abomasal se extienden a lo largo de la curvatura menor del
primordio simple de 1los proventriculos, mientras que 1la
omasal esta situada en la curvatura mayor. MARTIN y SCHAUDER
{1935) y WARNER (1958) describieron que en el primordio de la
viscera gastrica de los rumiantes, la gotera primitiva
flanqueada por dos crestas, estaba presente desde el cardias
hasta el piloro por la curvatura menor. También apuntaban que
el asentamiento inicial de las goteras reticular y abomasal
coincidia con los segmentos craneal y caudal del surco
primitivo y que la gotera omasal se situaba frente a la parte
media. Estas observaciones dieron lugar al planteamiento de
la hipotesis gque apuntaba a que las laminas omasales se
extienden y originan a partir del surco gastrico; fue
confirmado por KANO y cols en 1988, considerando al omaso una
parte aumentada del surco gastrico. Asi mismo, en animales
adultos, los pliegues de la gotera reticular son el resultado
de la unién de los pliegues esofagicos y las laminas

omasales.
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La histogéenesis de la gotera reticular del bufalo
(Bubalus bubalis) fue determinada por PANCHAMUKHI vy
SRIVASTAVA en 1982. Sus estudios comprendian todo el
desarrollo desde el estado de primodio del individuo, hasta
el nacimiento del mismo. Hasta que el embrion alcanzaba un C-
R (craneo-caudal o corona-rabadilla) de 2,2 cm, el epitelio
del suelo y de los labios fue identificado como un epitelio
embrionariamente temprano. En estadios posteriores hasta un
C~R de 3,2 cm fue considerado como un epitelio uniformemente
distribuido, y a partir de este momento se apreciaba una
clara diferenciacion en dos estratos: basal y superficial. El
estrato basal del suelo, cuando la longitud del C-R del feto
era de 10,2 cm, sufria evaginaciones para dar lugar a la
aparicion de pliegues longitudinales. A C-R 25,5 cm, el
estrato basal de los labios formaba papilas. Tanto los
pliegues como las papilas estaban constituidas por la lamina
propia, la muscular de la mucosa y la submucosa. Cuando el
tamano era de 50,5 cm el epitelio presentaba celulas
escamosas estratificadas con queratinizacidn semejante a las
de los animales adultos, que después se extendian a los demas
compartimentos y finalmente al esofago. Este estudio esta en
contra de la teoria de la saculacion (SISSON y GROSSMAN,
1953) que defendia que el epitelio estratificado de los
proventriculos es continuacion del epitelio esofagico

(LAMBERT, 1948; WARNER, 1958).
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Las observaciones hechas por PANCHAMUKHI y cols. en
1975, sobre la morfogénesis del estdmago del bufalo en
comparacion con las hechas en terneros, dieron lugar al
pensamiento de que la diferenciacion regional del rumen tiene

lugar antes en el bufalo.

Estas aportaciones no estan en concordancia absoluta con
los recientes y exhaustivos estudios de VIVO y ROBINA (1990,
1991) sobre el desarrollo del estomage en el vacuno,
inspirados en los realizados por DEL RIO ORTEGA en 1973 en
ovinos. Se ha demostrado que el primer segmento del surco
gastrico comienza a hacerse patente en fases tipicamente
embrionarias de 42 dias y C-R de 3,3 cm, apreciandose como
una comunicacion entre el atrio del estdmago y el omaso en
crecimiento. En este mismo estadio existen indicios del surco
omasal. En periodos posteriores de feto precoz con 57 dias y
un C-R de 6,5 cm, el surco gastrico se observa con nitidez
apareciendo una gotera reticular evolucionada, portadora de
dos labios, derecho e izquierdo. El1 labio izquierdo termina
integrandose en la pared reticular y el derecho se situa
adyacente a la cara visceral de la pared omasal, para
posteriormente ir decreciendo y terminar circunscrito en los

niveles gue marca el pilar del omaso.
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2.1.4. Fisio-farmacologia de la funcion motora

El funciocnamiento de la gotera reticular, merece una
atencion especial dentro de este apartado. La gotera puede
determinar el lugar del estomago en que se van a localizar
los liquidos ingeridos, es decir, en el reticulo-rumen o en
el abomasco. Cuando los labios de la misma se cierran, se
forma un tubo dque <conduce los liquidos deglutidos
directamente hacia el sulcus omasal y finalmente al abomaso.
En el animal lactante prerrumiante la leche y otros

sucedaneos liquidos siguen este camino.

El cierre y control del surco reticular ha interesado a
muchos autores. Los primeros datos sobre este tema, fueron
aportados por JOHANN FABER, citado por PEYER, en 1685, dque
supuso que esta estructura anatomica servia para dirigir la
leche deglutida al abomaso. Para realizar esta aseveracion
tuvo en cuenta las observaciones directas de la gotera, su
disposicién anatomica y el hecho de que en las terneras
sacrificadas solo aparecia leche en el abomaso (NEWHOOK y

TITCHEN, 1976).

FLUORENS en 1844 penso que su funcion estaba relacionada
con la formacion del bolo alimenticio durante el proceso de
la rumia. Esta teoria fue rebatida por COLLEN en 1871, gue

mediante una técnica de sutura de los labios con alambre de
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cobre, observd que los animales seguian regurgitando (LEWIS,

1962).

Estudios realizados por WESTER (1930) indicaron que en
los "rumiantes jovenes" la gotera dirigia 1los 1liquidos
ingeridos hacia el abomaso. También apuntd que el cierre de
esta estructura se debia a un mecanismo reflejo. Al mismo
tiempo, estudio el efecto de distintos compuestos quimicos
presentes en la leche sobre el cierre de la gotera, llegando
a la conclusion que mediante la administracidn de sales de
sodic, se estimulaba su funcionamiento hasta los 2 anos. En
investigaciones posteriores de WATSON y JARRET (1944) los
resultados obtenidos ante 1las sales de sodio fueron
negativos, frente a los de sales de cobre que resultaron

positivos (LEWIS, 1962).

En 1948, ESCURAT establecido qué sales eran capaces de
provocar el cierre y gue concentraciones eran nhecesarias
(ClNa 1%, INa 4%, SONa, 5%, SO,Ag 10%, COjHNa 3%, Sacarosa

10%, NO;Na 1%, C,H,O,Na 2%).
Profundizando mas en esta cuestion, BRUNAUD en 1952

determindé que era necesario aumentar la dosis segun avanzaba

la edad del animal (SEREN, 1975).
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Coincidiendo con las anteriormente mencionadas
aportaciones de FABER, SCHALK y AMADON en 1928 y TRAUTMAN y
SCHMITT en 1933, sostuvieron el punto de vista, de dque
independientemente de 1la forma en gque el 1liquido era
consumido, éste pasaria de forma directa al abomaso,
sosteniendo los primeros la teoria de gque a medida que
aumentaba la edad del animal, el funcionamiento de la gotera
reticular tiende a cesar, atribuyendo este fendémeno, TRAUTMAN
Yy SCHMITT, a una regresion progresiva en el desarrollo de los
labjos y llegando a la conclusion de que el cierre era
controlado por un mecanismo reflejo activade desde boca y

faringe (SEREN, 1975).

WATSON en 1944 hizo una contribucion importante en esta
materia, al relacionar el comportamiento del animal con el
control de cierre, proponiendo que es el resultado del
conjunto de actitudes gque rodean el acto de mamar.
Considerando gue el cierre o apertura se debe a la cantidad
y calidad del liquido ingerido, en los terneros gque succionan
se provoca el cierre, y en los adultos gue beben, la gotera

permanece abierta (SEREN, 1975).

Estas observaciones de WATSON fueron confirmadas por
ORSKOV y BENZIE en 1969 que demostraron que unicamente cuando
el animal mamaba voluntariamente Yy demostraba la

caracteristica "agitacion juvenil", se procedia a un cierre
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eficaz de la gotera. Esto sucedia de una forma independiente
a la composicion quimica del liquido consumido y de la forma
de consumirlo (mamando de una tetina o bebiendo de un cubo),
en cambio, si los animales eran forzados a deglutir el
liquide o bebian para saciar su sed, la gotera permanecia

abierta cayendo la ingesta al rumen.

Trabajos realizados por PHILLIPSON en 1946 y ORSKOV y
cols. 1970 y 1988 y GUILHERMET y cols. en 1974, demuestran la
importancia que tiene el reflejo condicionado (presencia de
la madre o del biberon) para lograr el cierre del surcoe
reticular. La gotera puede llegar a cerrarse en animales
entrenados, mediante reflejos condicionados durante toda la
vida. La administracion de forma regular a cabras lactantes
de liquidos mediante tetinas durante cinco lactaciones -pe-
riodo durante el cual la gotera mantuvo su funcionamiento-
prueban estos hechos; este reflejo puede mantenerse, pero no
se puede provocar eh aguellos animales que no hayan sido
adiestrados para mantener el comportamiento succionador
durante toda su vida. Por todas estas razones, el reflejo
condicionado es uno de los métodos mas eficaces para provocar
el cierre de labios de la gotera (ORSKOV, 1988). CHAPMAN vy
cols., en 1986 apreciaron gque en ovejas puede mantenerse

activo durante cuatro anos.
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COMLINE y TITCHEN (1951), pudieron estudiar en ovidos y
bovidos jovenes descerebrados, las caracteristicas fisicas
del mecanismo reflejo, sus vias aferentes y eferentes, asi
como su relacién con la succion. En estos animales al
administrar adrenalina por via endovenosa se producia una
respuesta refleja de la gotera. También los labios se
contraian cuando se estimulaba el nervio vago en sentido
eferente. Luego demostraron, que fibras parasimpaticas
colinérgicas procedentes del nervie vago abdominal dorsal y
de su rama ventral, aungue en menor proporcion, constituian
la via eferente del reflejo (COMLINE y TITCHEN, 1962; DE

VUYST, 1974).

Estos mimos autores, a partir de experimentos en los que
introducian agua en la zona posterior de la cavidad bucal o
estimulaban directamente esta region, provocaron los reflejos
de deglucidn y cierre de gotera. Por esta razon definieron la
via aferente del reflejo del cierre de la gotera como los

cabos centrales de los nervios laringeos superiores.

Las propiedades de este reflejo son: sumacion de
estimulos sublinminales, fatiga, latencia refleja,

postdescarga e inhibicion.

los reflejos de deglucion y cierre de 1la gotera

comparten una zona reflexdgena comun, encontrandose
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coordinados, aunque resultan totalmente independientes. E1
reflejo de cierre de gotera puede inhibirse mediante el
estimulo del cabo central de la rama abomasal del nervio vago
abdominal ventral, asi como por la estimulacion del nervio
glosofaringeo. En este ultimo caso también seria abolido el
reflejo de  degluciodn. Otros mecanismos serian 1la
administracion endovenosa de adrenalina y noradrenalina y la
estimulacion de la rama periférica del nervio esplacnico.
También existen diferencias, en cuanto a estimulos de
caracter subliminal para la deglucion, que al mismo tiempo
son eficaces para el cierre del surco reticular (COMLINE y

TITCHEN, 1962; HEDDE y WARD, 1973).

Todo este complejo mecanismo reflejo del cierre de 1la
gotera va a provocar un fenomeno de contraccidon de la
musculatura lisa y estriada presente. Segun BORGATTI (1956)
comienza en el esfinter omasal, para propagarse por los
labios, reticulo, atrio ruminal y sacos dorsal y ventral del

rumen (SEREN, 1975}.

Desde un punto de vista wmacroscoépico, el cierre de la
gotera consiste en un primer movimiento de acortamiento y
aposicion de los labios, para continuarse con un segundo
movimiento que determina una inversion de los mismos,
mediante un giro del 1labio izquierdo sobre el derecho

(COMLINE y TITCHEN, 1951). Son movimientos bifasicos con una
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duracion entre 20-35 segundos. Para BORGATTI y MATCHER, sus
registros graficos se representan como mesetas de 3-4
contracciones, separadas por periodos de relajacidn de 10-60

segundos {SEREN, 1975).

Durante la aposicion de los labios, un 40% del liquido
ingerido pasaria directamente al abomaso y cuando el
movimiento de inversion aparece, el porcentaje se eleva hasta

75-90% (RUCKEBUSH y KAY, 1971).

NEWHOOK y TITCHEN (1976) definieron cuales eran los
movimientos que acompanan al cierre de la gotera y que son
necesarios para que se haga efectivo el paso del ligquido
hacia el abomaso. Después de la ingesta liquida, se produce
un acumulo en la porcion caudal del esofago, provocando una
dilatacion o© "ampolla frénica", tras un movimiento de
eversion de la mucosa y ayudada por la musculatura
diafragmatica, el contenido pasa de forma rapida y violenta
a la gotera cerrada, para atravesar el orificioc reticulo-

omasal y llegar finalmente al abomaso.

Al mismo tiempo que se produce este fenoOmeno, aparecen
una serie de cambios en la motilidad de los proventriculos.
Cuando la gotera se contrae, se crea una abolicidén de los
movimientos rumino-reticulares con una duracion de 3-5

minutos, para volver a reaparecer pero con menor fuerza, gue
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aumenta progresivamente (KAY y RUCKEBUSH, 1971); la motilidad
reticular aumenta su frecuencia apreciandose descargas poco
fuertes aisladas sobre una contraccion parcial mantenida (KAY
y cols. 1972). KAY y RUCKEBUSH (1971) atribuyen esta
disminucion de la motilidad rumino-reticular a un proceso
precautorio para no influir en el cierre de la gotera, que es
el movimiento principal y debe coincidir con la apertura del

orificio reticulo-omasal (SEREN, 1975).

Los estudiecs realizados "in vivo", sobre las
modificaciones acontecidas en el cierre de la gotera de
corderos y terneros, se deben a NEWHOOK y TITCHEN (1974);
observaron que los agonistas muscarinicos refuerzan el cierre
de la gotera durante la succion. Tanto las drogas
anticolinérgicas como los estimulantes adrenérgicos reducen
el «cierre del surco reticular, gque esta controlado

directamente por nervios vagales.

La dopamina (0,2 mg/Kg) también inhibe el cierre en
terneros, efecto dque se puede suprimir mediante Ila
administracién de sustancias antidopaminérgicas como la
metoclopramida (6 ug/Kg cada minuto) (BUENOQ y FIORAMONTI,

1983).

En la parte posterior del reticulo, anterior del rumen

y en la gotera reticular de ovidos, FALEMPIN y cols. en 1978,
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describieron la presencia de mecanoreceptores vagales de
adaptacion lenta a estimulos de distensién y contraccién.
Estos pueden presentar fenomenos de actividad espontanea,
coincidentes con las contracciones extrinsecas e intrinsecas

de las visceras.

De las observaciones realizadas por DE VUYST (1974} se
dedujo gue es posible provocar el reflejo de cierre de la
gotera, mediante soluciones de sulfato sodico al 7%
administradas por via oral, siempre y cuando estas soluciones

pasen a traves de la faringe.

BRUGERE y cols. (1987) consiguieron el cierre de 1la
gotera reticular en cabras mediante la administracion de
vasopresina (0,25 U.I./Kg), por via endovenosa, confirmandose
este hecho por MIKHAIL vy cols. (1988), gue aseguran gue esta
sustancia administrada por via endovenosa es el procedimiento
mas satisfactorio para favorecer el paso de liquidos y otros
compuestos a traves de la gotera reticular. También indujeron
la liberacién de vasopresina endogena, incrementando la
osmolaridad plasmatica mediante la administracion
intracarotidea de una solucion hipertonica de clorure sodico
(1,5 ml a saturacion o 10,5 ml al 1,5%), aunque los
resultados se consideraron menos satisfactorios. SCHOLZ ¥
MIKHAIL (1987), consiguieron un efecto semejante en

terneros con vasopresina administrada por via endovenosa
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(0,03 U.I/Kg), manteniéndose la contraccién de la gotera
durante un periodo entre 10-15 minutos, e interrumpiéndose
mediante la excitacion del animal o la manipulacién de su
esofago. El cierre total de la gotera no se obtuvo con la
administracion oral de sulfato cliprico (20 ml al 10%), o la

administracion endovenosa de cloruro soédico (100 ml al 10%).

NICHOLSON y BELKHIRI (1991), mediante la administracién
intravenosa de c¢lonidina (agonista «,), con dosis de 2-4
4g/Kg, inhibieron la activacion del reflejo del cierre de la
gotera reticular de ovejas adultas, inducidoc por sales de
sulfato de cobre. Esta inhibicién puede ser prevenida

mediante la administracidén de idazoxan (antagonista a,).

VAN ROGEN y OFFERMEIER (1981), consideran la importancia
que deriva de la posibilidad del cierre de 1la gotera
reticular via receptorial excitacion-inhibicion (RUCKEBUSH,

1983).

También se han realizado estudios "in vitro" sobre la
motilidad de las fibras musculares lisas gue constituyen el
suelo de la gotera (KOPER y MUCHA, 1983; ENCINAS y cols.,
1989). Presentan una fuerte motilidad espontanea con
caracteristicas propias e identificables, como es un periocdo
corto de contraccion sequida de un tiempo de relajacion entre

2 y 4 veces mayor. Esta fuerte actividad junto con la
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abundante inervacion vagal, esta en concordancia con les
altos niveles de colinesterasa presentes en esta region y el
reticulo, siendo mucho mayor que para otras zonas de los
proventriculos (BEGHELLI vy cols., 1975). Otro enzima, la MAO
(mono amino oxidasa)}, tambien presenta actividad, pero mas
baja que en el rumen y su distribucion es mas homogénea.
Existen variaciones en cuanto a su frecuencia y tension,
entre las procedentes de animales jovenes y adultos, de
manera que inducen a que el transito sea mas lento y mas

potente en los jovenes.

La existencia de receptores colinérgicos y adrenérgicos
en la musculatura lisa del suelo de la gotera de bovidos
adultos, fue puesta de manifiesto por ENCINAS y cols. en
1989. Estos estudios han sido confirmados, demostrandose la
presencia, tanto en el suelo como en los labios, de

receptores de ambos tipos.

Recientes estudios demuestran gque la noradrenalina
conduce a la contraccion, tanto de la fibra lisa muscular de
los labios come del suelc en bovidos adultos, siendo mas
efectiva la respuesta de las fibras transversales del fundus.
En terneros la respuesta a la adrenalina y noradrenalina solo
se obtuve a partir de las fibras del suelo y no de los
labios. Este efecto, fue antagonizado  por bajas

concentraciones de prazosin (antagonista «,) y altas
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concentraciones de yohimbina (antagonista a,), asi como por
atropina (antagonista colinergico). La tetrodotoxina vy
latrotoxina no afectan a la respuesta contractil conducida
por la noradrenalina. Todos estos resultados sugieren que la
noradrenalina produce un aumento de la contraccidon de este
tipo de fibras, a través de la estimulacién de los receptores
@, con claro predominio de los ;. Los fenomenos de
relajacion estan mediados por los receptores § (DENAC y cols.

1990, 1991).

Mediante tecnicas de inmunocitoquimica, se ha descrito
la distribucion de nervios inmunoreactivos (IR}, a las
sustancia P (SP), polipéptidos vasocactives (VIP), leucina-
encefalina (L.En.XK.), polipeptido gastro-liberador (GRP) y
somatostatina (SOM), en el reticulo-rumen y gotera reticular
de terneros y vacas. Los nervios inmunoreactivos a GRP y SOM
solo fueron detectados en la gotera; los demas se distribuyen
en todos los segmentos estudiados. Los mas abundantes en los
labios son los inmunoreactivos a SP y en orden decreciente
VIP, LENK, SOM, y GRP. Todos fueron encontrados en un numero
mucho mayor en terneros ¢(ue en vacas, existiendo una marcada
diferencia, principalmente en los inmunoreactivos a SP. Otros
nervics inmunoreactivos descritos en la gotera son los IR a
la metionin*encefalin-Arg‘—GlyJ—Leua). Los cuerpos celulares
y las fibras de estos, son mas abundantes en los labios de

los terneros lactantes que en las vacas y terneros
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destetados. Los ganglios conteniendo uno o varios cuerpos
celulares se localizaron en la capa de la musculatura lisa de
los labios, junto con una alta densidad de haces de fibras
nerviosas situadas alrededor de los haces musculares. En el
suelo de la gotera, las fibras inmunoreactivas presentaban
una densidad muy baja y no se detectd ningun cuerpo celular

(XKITAMURA v cols., 1986, 1987).
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2.2. INFLUENCIA DEL CAICIO EN LA CONTRACCION DEL

MUSCULO LISO

El calcio ionizado del citosol, juega un papel muy
importante en una gran variedad de procesos celulares
(contraccion, secrecion, etc.), transportandce senales
quimicas y eléctricas a la maquinaria biogquimica intracelular

(RUBIN, 1982}.

La célula posee una serie de proteinas solubles en el
citoplasma e interior de los organulos, con puntos de union
de alta afinidad al calcio (107-10"% M), capaces de formar
complejos con el mismo (MEYER y cols., 1964). Estos complejos
pueden actuar directamente ejerciendo su funcion, o bien, ser
mediadores de otros enzimas. También existen otras proteinas
incorporadas a la membrana de la célula gque actuan de
transportadores del calcio, desde la membrana al citoplasma
e interior de los organulos intracitoplasmaticos, y asi

regular la concentracidén citosodlica.

En el mecanismo de la contraccion muscular, el calcio
ionizado presente en el citoplasma, es el factor regulador
mas importante para lograr la interaccion de los filamentos
de actina y miosina (BOLTON, 1979; ADELSTEIN y EISENBERG,

1980).
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En la musculatura lisa, este fenomeno de interaccidn,
esta determinado por la presencia de un activador dependiente
del calcio., Existen dos teorias distintas sobre la naturaleza
del mismo. Para EBASHI (1980), seria la leiotonina, que en
presencia de calcio daria lugar a la interaccion actina-
micsina, sin que se produzca la fosforilizaciéon de 1la
miosina. Frente a esta teoria se encuentra 1la de 1la
fosforilizacion, en la que se postula que la miosina en
presencia de calcio y en concentraciones similares a las
necesarias para lograr la contraccidon del musculo liso, es
fosforilada por una guinasa especifica de la cadena ligera de
miosina (KCLN). El paso siguiente a la fosforilizaciodn, seria
la formacidon del complejo actomiosina, permitiéndose 1la
hidrolisis del ATP mientras el calcio esté presente.
Finalmente cuando el calcio desaparece, la dguinasa se
inactiva y la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina
(PCILM), elimina los grupos fosfato de la miosina, dando lugar
a la relajacién del masculo por la disgregacion del complejo
actomiosina (HARTSHORNE, 1980; DISALVO y cols., 1983; STEWART

y cols., 1983, KAMM y STULL, 1985).

DABROWSKA y cols. en 1977 describen que la quinasa de la
cadena ligera de la miosina esta formada por dos subunidades:
una de 105.000 daltons de peso molecular y otra pequena de

16.680 daltons.
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La calmodulina es una proteina acidica termoestable de
16,7 kKD gue posee 148 aminoacidos. Presenta cuatro puntos de
union con el calcio por el que tiene una especial afinidad a
concentraciones uM. Su cinética de union no es totalmente
conocida, no sabiéndose si esta union es independiente en
cada punto, si se produce conjuntamente o si la afinidad por
el calcio es la misma o diferente en los distintos lugares de
union (CROUCH y KLEE, 1980; KLEE Y VANAMAN, 1982; COX y

cols., 1984).

Hay muchos procesos en los gue la participacion del
complejo Ca®*~calmodulina es esencial, como son el metabolismo
de los nucledtidos ciclicos, el transporte de Ca® a través

de membrana y la contraccion de la musculatura lisa.

Para MEANS vy cols. (1991) la fijacion del calcio a la
calmodulina induce cambios conformacionales que le permite
interactuar con una serie de proteincinasas. Unas son
especializadas y dedicadas a la regulacioén de una sola
funcion, como es el caso de la cinasa de la cadena ligera de
miosina (que activa la fosforilasa b), la fosforilasa-cinasa
y la Ca®/calmodulin-proteincinasas I y III; la otra es la
ca® /calmodulin-proteincinasa II o multifuncional que

fosforila un gran numero de sustratos proteicos.
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Algunas son enzimas que intervienen en el metabolismo de
principios inmediatos y en la sintesis de neurotransmisores,
mientras otras son de caracter estructural, como la sinapsina

I, que se encuentra asociada a las vesiculas sinapticas.

Algunas de las proteinas fosforiladas por las cinasas
Ca®-dependientes son idénticas a las fosforiladas por las
proteincinasas A y C, pero el sitio de fosforilacidon es

diferente (FLOREZ, 1992).

La fosfatasa de la cadena ligera de miosina, es activa
en todo momento, independiente de la presencia de calcio. Su
misién es conducir a la relajacidn del musculo liso por
defosforilizacion de la miosina, pero solamente puede
conseguirlo cuando la accion de la quinasa desaparece por
eliminacion del calcio (HARTSHORNE, 1980; WALSH y cols.,

1982a).

La concentracion citosdlica de calcio ionizado para el
buen funcionamiento del metabolismo del fosfatoc, ha de ser
baja. Ademas este hecho permite disponer de un mensajero

intracelular de bajo coste energetico.

En las células musculares en reposo, la concentracion de
calcio en el citosol es 107'M; por el contrario, en el medio

extracelular es 107>M, luego el gradiente de concentracién a
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través de la membrana es de 5.000-10.000 veces. La célula
para mantener este gradiente cuenta c¢on la membrana
plasmatica que es muy impermeable al calcic v con un sistema
transportador gue elimina al exXterior el calcio citosélico,
o bien los deposita en los organulos intracelulares (BORLET,

1981; RASMUSSEN, 1986).

Para que se produzca la activacion de la fibra muscular
lisa, es necesario que la concentracion de ca® ascienda a
10°-10°M (FILO y cols., 1965). Este calcio puede proceder
del medio extracelular entrando en la celula a traves de los
canales de calcio o por medio del intercambiador Na*-Ca® de
la membrana plasmatica (BOLTON, 1979); o del medio
intracelular, liberandose del reticulo sarcoplasmico
principalmente, las mitocondrias y membrana plasmatica.

(BOLTON, 1986) (Figura 3).
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FIGURA 3: Esquema del movimiento del calcio en la célula (BOLTON, 1979).




2.2.1. Canales de calcio

La entrada del Ca® al interior celular, se realiza entre
otros mecanismos, gracias a la apertura de unos canales

especificos para este ion presentes en la membrana celular.

Los canales de calcio pueden definirse, al igual que
otros canales idnicos, como grandes moléculas glicoproteicas
que se distribuyen en la superficie de la membrana celular,
permitiendo de una forma controlada la entrada de ca® desde
el medio extracelular al interior de la celula (HILLE, 1984;

TOWART y SCHRAMM, 1984).

Recientemente se han descrito varios tipos de canales de
calcio dependiendo de sus propiedades funcionaies
(conductancia, voltaje o potencial-dependencia), farmacologia
y distribucion celular. En las células musculares lisas se
han definido dos grandes grupos de cahales de calcio: canales

de goteo (calcium leak) y canales excitables.

Los "leak channels", "calcium leak" o canales de goteo,
estan implicados en la difusion del calcio a través de la
membrana. Se desconoce el mecanismo por el cual el ca?®
atraviesa la membrana celular, penetrando en la celula en
condiciones de reposo. Este goteo de calcio fue definido por

VAN BREEMEN y cols. (1986a) como el influjo del calcio en
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condiciones basales y ausencia de estimulacién no siendo

impedido por los antagonistas organicos del calcio.

Dentro del grupo de canales de calcio excitables podemos
hacer una nueva division en: canales de calcio voltaje-
dependiente (VOC), canales de calcio operados por receptor
(ROC) y canales activados por distensién mecanica (strech-
activated channels o strech channels). Esta clasificacicén se
ha realizado teniendo en cuenta gque los canales de calcio
excitables permiten la entrada de ca® al citosol, siempre que
se produzca un estimulo de tipo electrico (despolarizacion de
la membrana), gquimico, (accion de neurotransmisores,
autaccides, etc.), o mecanico (distensién de la pared

muscular) respectivamente (BOLTON, 1979).

Los primeros canales excitables de calcio encontrados en
la musculatura lisa fueron los VOC y los ROC (VAN BREEMEN y

cols., 1979).

Los canales de calcio voltaje-dependientes o canales de
calcio dependientes de potencial estan presentes en todas las
células excitables eléctricamente (HAGIWARA, 1983). Se

caracterizan segun HAGIWARA y BYERLY (1981) por:

- Las senhales producidas en la membrana celular

(intensidad de la corriente, amplitud del
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potencial de accion o 1la despolarizacion) son
dependientes de la concentracién del ca®* en el

espacio extracelular.

- Son insensibles a la accidén de la tetrodotoxina

(TTX) .

- Son insensibles a la concentracioén extracelular de

sodio.

- Los Ca® pueden ser sustituidos por Ba® y Sr?*.

- Son inhibidos por concentraciones micromolares de

Mn?*, co?, ca¥, La*.

- Son inhibidos por los antagonistas organicos del

calcio.

En condiciones fisioldgicas la penetracién de Na*, K' y

* a través de estos canales de calcio no se produce.

Mg
Resultan ser menos selectivos que los canales de sodio y
potasio, puesto que permiten el paso de iones Ba® y sr¥,
siendo mas permeables para éstos que para Ca®. Sin embargo,
este hecho solo se aprecia en ausencia de calcio, pues la

afinidad del calcio por los puntos de union del canal es

mucho mayor. ctro grupo de cationes compuesto
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fundamentalmente por Co®", Mn®, cd* y La*, inhiben el paso
del calcio por el canal porgue su permeabilidad es menor pero
su afinidad por los puntos de union es mucho wmayor,
derivandose de esta unidén un blogqueo (HESS y TSIEN, 1984;

HAGIWARA, 1983).

La apertura de los VOC, se realiza cuando el potencial
a travées de la membrana se reduce. Existen diferentes
mecanismos que van a influir en este proceso como es el gue
los canales de sodio, responsables del impulso nervioso,
estimulen la apertura de los canales de calcio por la
despolarizacion producida. Esta despolarizacion se ve
favorecida por 1la entrada de nuevos iones calcio, due
permiten y favorecen que sSe abran mas canales, por el
contrario, la despolarizacion puede ser interrumpida por la

apertura de los canales de potasio (HAGIWARA, 1983).

El proceso de activacion de los canales depende del
grado de despolarizacion y aumenta de forma progresiva hasta
un punto maximo, a partir del cual, se produce una
inactivacion dependiente del potencial de membrana y la
acumulacion del calcio en el interior celular. La apertura de
los canales empieza a ser mas probable cuando el potencial se
situa entre ~50 y ~20 mV, alcanzando la maxima probabilidad
de apertura entre 0 y -30 mV (HAGIWARA, 1983; HILLE, 1984;

ECKERD y CHAD, 1984; HESS y cols., 1984). Los canales de
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calcio no permanecen abiertos durante todo el periodo de
despolarizacion sino dgue sSe encuentran en constante
transicion entre varios estadios, dependiendo del potencial

de membrana (CHIN, 1986):

- Reposo (R). La conductancia del canal es minima porque

la compuerta de activacion esta cerrada.

- Activado (A). La activacion se produce por el
potencial de accidon y provoca un breve aumento de la

permeabilidad del canal, por cierre rapido de las compuertas.

- Inactivado (I). Este estado aparece despues del estado
de activado y se produce por el cierre de las compuertas de
activacion. El canal una vez inactivado debe pasar al estado
de reposc antes de volver a ser activado. Este fencomeno se
denomina reactivacion del canal (Figura 4) (TAMARGO vy

VALENZUELA, 1987; TAMARGO y DELFON, 1992).

El fendmeno de cierre de 1los canales de calcio
dependiente del calcio, para OHYO y cols. (1988) se debe a
una unidén entre el propic calcic que entra en la celula y el
canal glicoproteico. ECKERT y CHAD (1984) han postulado dque
la inactivaciédn inducida por el calcio, se produce, mediante
una desfosforilizacion del canal, debida a una fosfatasa

dependiente de la calmodulina. Este dato esta en concordancia
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FIGURA 4: Teoria sobre el mecanismo de apertura de los canales de calcio

dependientes de voltaje (TAMARGO y DELPON, 1992).




con los estudios realizados en musculatura esqueletica por
CURTIS y CATTERALL (1985) due observaron gue para due un
canal fuese activo tenia que sufrir una fosforilizacioén

previa.

Se han descrito distintos tipos de canales de calcio
voltaje-dependientes. Para HESS y cols. (1984) existen tres

tipos diferentes:

- Tipo 0. No presentan aperturas permaneciendo cerrados.

-~ Tipo 1. Presentan aperturas de Dbreve duracion,

permaneciendo cerrados la mayor parte del tiempo.

- Tipo 2. Presentan cierres de corta duracion,

permaneciendo abiertos.

Otra subdivision de los VOC es la que contempla la

existencia de los tipos L, T, N y P.

Los canales tipo L o lentos, constituyen el subtipo mas
conocido en la actualidad. Son definidos como canales
activados por voltajes altos (HVA). Estan presentes tanto en
ceélulas de tejidos no excitables como excitables, siendo la
principal via de entrada voltaje-dependiente del calcio, en

corazon y fibra muscular lisa. Pueden ser bloqueados por
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antagonistas del calcio como el verapamil, diltiazen y
dihidropiridinas como la nifidipina, pero son insensibles a
la accion de toxinas peptidicas como la {J-conotoxina. Su
comportamiento es modal y cumplen todo lo anteriormente
expuesto. Gracias a los avances de la biologia molecular se
ha descrito gue los canales L del musculo esquelético son
heterooligdmeros y estan compuestos por 5 subunidades: a,, o,
B, 6§ ¥y ¥ (Figura 5). Las subunidas a, Yy @, presentan un
elevado pesoc molecular (14%5-175 kb y 135-150 kD,
respectivamente), siendo la o, el punto de union para los
antagonistas del calcio (dihidropiridinas, fenilalkilaminas
y benzotiacepinas), asi como posiblemente la estructura que
forma el poro del idén. La proteina o, es semejante a la o del
canal de sodio, presenta cuatro dominios (I-IV) y cada
segmento posee seis segmentos transmembrana (§,-S,). El cuarto
segmento de cada dominio (§,) contiene residuos cargados
positivamente gue pueden formar parte de la estructura
sensible a los cambios de voltaje (Figura 6). Las subunidades
By é y y tienen un peso molecular tres veces por debajo que
las anteriores (55 kD, 24-29 kXD y 33 kD respectivamente)
(TSIEN y cols., 1991; ZERNING, 1991; WATSON y ABBOTT, 1992;

FLOREZ, 1992).

Los canales tipo T o rapidos son activados por voltajes
bajos (LVA); necesitan potenciales de membrana mucho mas

negativos, abriéndose mediante pequenas despolarizaciones. Su
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inactivacion depende unicamente del voltaje. Son menos
sensibles al ién cd® que los tipo L y mas sensibles al Ni?,
amiloride y octanolol; en general son resistentes a la accidén
de las dihidropiridinas. Han sido descritos en un amplio
grupo de celulas de tejidos excitables, pero no se han
apreciado en células cromafines ni en neuronas simpaticas. La
funcion mas importante de los canales tipo T es favorecer la
entrada de calcio a través de membrana con potenciales
negativos, creando la actividad en espiga de neuronas Yy

celulas endocrinas.

Los canales tipo N son activados al igual que los L por
voltajes altos, pero farmacologicamente son resistentes a la
accion de las dihidropiridinas f son blogueados por la
¢o)-conotoxina. Su conductancia es menor que la de los L. Son
los responsables principales de la entrada de calcio en

neuronas sensoriales, simpaticas y del plexo mioenterico.

Los canales tipo P son los que se han identificado en
ultimo término. Se activan con voltajes altos y aparecen en
gran abundancia en las células de Purkinje. Son insensibles
a la accion de dihidropiridinas y «WJ-conotoxina, pero pueden

ser bloqueados por FTX (Funnelweb Spider Toxin).

Los canales de calcio operados por receptor ROC han sido

ampliamente descritos por BOLTON (1979); en ellos la
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permeabilidad de la membrana al calcio externo es regulada y
activada por la accion de diferentes agonistas sobre el

receptor.

Se ha comprobado dque la estimulacion de ROCs puede
inducir a despolarizacion de la membrana, hiperpolarizacién
o no preoducir cambios en el potencial de membrana (CASTEELS

y cols., 1977; SUZUKI, 1981).

Han sido descritos como <canales catidonices no
selectivos, o menos selectivos que los canales voltaje-
dependiente, porque la corriente calcica que pasa a su traves

va acompanada de Na’ y K (FINKEL y cols., 1984).

El mecanismo de interaccion agonista-receptor que activa
la apertura de los canales y la entrada del calcioc no se ha
podido establecer concretamente. Podria deberse a cambios en
la estructura del receptor o a la participacion de segundos
mensajeros como el IP; e IP,; pero aun se necesitan un mayor
numero de experiencias para poder dilucidar este problema

(BENHAM v TSIEN, 1987; BERRIDGE e TIRVINE, 1984).

En cuanto a la inactivacion farmacolégica de los canales
operados por receptor, presenta controversia. Para KARAKI y
WEISS (1984), el nitroprusiato sodico es el inhibidor

selectivo de estos canales, pero este hecho se cumple

53



solamente en 1la fibra 1lisa de aorta de conejo. EIl
nitroprusiato sodico hiperpolariza la membrana, aumenta los
niveles de calcio de los depositos intracelulares y también
los de GMPc celular (KARAKTI y cols., 1984a,b; ITOH vy cols.,

1983a; KUKCOVETZ y cols., 1981).

KARAKI y WEISS (1984) han clasificado los musculos lisos

con arreglo a los distintos canales de Ca? en:

- Musculos lisos tipo 1. En este grupo puede tomarse
come modelo el musculo liso vascular de aorta de
conejo. En dicho musculo existen dos tipos de
canales, uno de ellos se regula por el potencial
de membrana y se inhibe por los antagonistas
organicos del calcio; el otro canal esta regulado
a traves de los receptores de membrana y es
inhibido especificamente por el nitroprusiato

sodico.

- Musculos lisos de tipo 2. Se incluyen en este
grupo gran parte de los musculos lisos vasculares
y también el misculo liso gastrico. Los dos
canales de Ca® son al menos parcialmente sensibles
a antagonistas organicos y al nitroprusiato

sodico.
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- Musculos 1lisos de tipo 3. Se incluyen en este
apartado los musculos lisos del intestino, aparato
genital y tragquea. En este caso ambos canales solo
son sensibles a los antagonistas organicos y no lo

son al nitroprusiato sodico.

El ultimo tipo de canales de calcio excitables son los
canales activados por distension mecanica "strech cannels".
Su existencia fue senalada por BEVAN y cols. en 1982. Se
ponen de manifiesto al observar que la contraccidn inducida
por estimulos mecanicos es dependiente del calcio
extracelular y no de naturaleza neurogena. Es ademas
insensible al blogqueo de los alfa-receptores y distinta de la

despolarizacién inducida por K.
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2.2.2. Depositos intracelulares de calcio

En el musculeo liso, el calcio del medio extracelular es
la fuente principal para conseguir la contraccidén, y 1la
membrana plasmatica, la encargada del control de los niveles
de calcio citoplasmatico. En la ultima década se ha puesto en
evidencia gue no solamente esta membrana celular es la
responsable, sino gue gran cantidad de organelas
intracelulares presentan calcio, aungue de las gue depende la
movilizacion intracelular del calcio, son el reticulo
sarcoplasmico principalmente, las mitocondrias y la capa

interna glicoproteica de la membrana (IRVINE, 1986).

Esta idea surgido de las experiencias realizadas por
HUDGINS y WEISS (1968), en las que la noradrenalina y 1la
histamina inducian a la contraccion de la fibra muscular lisa
en soluciones libres de calcio o cuya entrada habia sido

blogqueada mediante la adicion de lantano al medio.

El calcio contenido en estas estructuras (reticulo
sarcoplasmico, mitocondrias y superficie interna de 1la
membrana), puede disociarse rapidamente, por encontrarse
ionizado o débilmente unide a compuestos "buffer" (BOLTON,

1986).
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El reticulo sarcoplasmico, estad presente en la
musculatura lisa y es capaz de almacenar calcio, procedente
de soluciones que lo contengan a nivel micromolar (SOMLYO Yy

cols., 1971, 1573).

Se ha demostrado que la cafeina, gque libera calcio del
reticulo sarcoplasmico del musculo esqueletico vy cardiaco,
tambien lo hace en la musculatura lisa, conduciendo a una

contraccion de la misma (ENDO, 1977; KARAKI y cols., 1987).

La liberacion de calcio del reticulo sarcoplasmico puede
ser llevada a cabo de tres formas distintas y que estan en
relacion con la cantidad de calcio presente en el fluido

extracelular.

El calcio puede 1liberarse por depolarizacion del
reticulo sarcoplasmico, por induccion mediada por calcio o

induccién por inositol 1,4,5-trifosfato (IP;).

SAIDA (1981) e ITOH y cols. (1982) demostraron gque la
depolarizacion de la membrana del reticulo sarcoplasmico
puede realizarse, mediante la sustitucion de aniones
propionato (poco permeables) por aniones cloro (mas
permeables). Esta sustitucién provocaba la liberacion de
calcio y la cantidad liberada dependia de la concentracion

del idn Cl°, que es el responsable de la despolarizacidn de
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la membrana. Frente a esta teoria KOBAYASHI y cols. (1985),
postulan que la depolarizacion del reticulo sarcoplasmico es

consecuencia de la depolarizacion de la membrana plasmatica.

La liberacion de calcio inducida por calcio fue
estudiada por SAIDA (1981, 1982) y SAIDA y VAN BREEMEN
(1984). Estos autores propohen que la concentracién de calcio
en el reticulo sarcoplasmico aumenta progresivamente y acorde
con un aumento del Ca® en el medio, pero gue cuando este
altimo excede de 2x10°°M se produce una liberacion del calcio

almacenado.

Las experiencias realizadas por ITOH y cols. (1983b)
demuestran que la cafeina es un activador del proceso de
liberacioén del ca® inducido por ca® al aumentar los niveles
celulares de AMPc, por inhibicidn de la fosfodiesterasa del
AMPc. El1 AMPc disminuye el umbral de la concentracion del
calcio necesario para estimular la liberacion de calcio. El
efecto liberador de calcio de la cafeina es inhibido por la

procaina (SAIDA y VAN BREEMEN, 1984).
El Mg® es inhibidor del proceso de liberacidén de ca®

inducido por ca®*, pues aumenta el umbral de calcio necesario

para su liberacion (SAIDA, 1982).
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La liberacién de Ca®* por el reticulo sarcoplasmico,
debida a la influencia de los niveles de calcio en el medio
proximo al reticulo sarcoplasmico, segun KARAKI y WEISS
(1988), se debe a una entrada de calcio a través de 1los
canales voltaje-dependientes de inactivacién rapida, es
decir, depende del calcio extracelular. Este tipo de apertura
de canales se produce por la accidén de soluciones con altas
concentraciones de K' y también se puede provocar por la
accion de agonistas sobre los canales operados por receptor,
ya que permiten el paso de Na' y K que despolarizan la
membrana, y esta despolarizacion induce a la apertura de los
canales potencial-dependientes de inactivacion rapida (ITOH

y cols., 19823b).

La liberacién de calcio del reticulo sarcoplasmico de la
celula muscular 1lisa inducida por el inositol-1,4,5-
trifosfato (IP;), ha sido demostrada por YAMAMOTO y VAN
BREEMEN en 1985. Esta 1liberacion es capaz de producir
contraccion en tejidos en los que el reticulo sarcoplasmico

esté cargado de calcio e intacto (JOHNS y cols., 1987).

El wecanismo de accion del IP;, en cuanto a la
liberacion del calcio intracelular, no es totalmente
conocido. Autores como IRVINE (1986) y KHALIL y cols. (1987)
postulan gue se debe a la accion del IP; sobre receptores

especificos presentes en la membrana del reticulo
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endoplasmico. Estos receptores han sido purificados vy
caracterizados en el musculo liso por CHADWICK y cols.

(1990).

La accidon del IP; no es inactivada por la accidn de la
procaina, ni del Mg?, 1lo gque induce a pensar que en el
reticulo sarcoplasmico existen dos tipos de canales de
calcio: canales por "goteo" y canales operados por receptor,
puesto que los otros dos mecanismos de liberacion del calcio
del reticulo sarcoplasmico si son inhibidos por la procaina

y el Mg®* (VAN BREEMEN y cols. 1987).

IINO (1990) en relacion con este fendmeno de liberacion
del calcio intracelular, propone la existencia de dos
compartimentos de almacenamiento del calcio: §, y Sp- En el
compartimento S, el calcio puede liberarse tanto por
induccién mediada por calcio como por induccidon por IPg;
mientras que en el 5; solamente puede liberarse por induccion
dependiente del IP;. Las propiedades de la liberacion de
calcio inducido por calcio, son semejantes a las de 1la
musculatura estriada, siendo modificadas por la ryanodina, de
manera dque el compartimento S, pierde su capacidad de
almacenar calcio, mnientras que el §; queda intacto. La

liberacion inducida por IP;, es también dependiente de la

concentracién del ién Ca®'; concentraciones inferiores a
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300 nM favorecen este mecanismo, mientras que si son

superiores lo inhiben.

El fenomeno de recaptacion del calcio por el reticulo
sarcoplasmico en el musculo liso, segun WIBO y cols. (1981),
se realiza, entre otros mecanismos, gracias a una Ca®*-ATPasa
semejante a la del musculo cardiaco y esguelético. Los
estudios realizados en la ultima decada por KARAKI y WEISS
(1988), VAN BREEMEN y cols. (1986 a,b); VERBIST y cols.
(1986); DEVINE v cols. (1971), JOHNS y cols. (1987) y KHALIL
y cols. (1987), han demostrado que el reticulo sarcoplasmico
capta el calcio del medio extracelular, para almacenarlo.
Este fenomeno en condiciones de reposo, se realiza a través
de los canales de goteo y los canales voltaje-dependientes de
activacion lenta. Cuando 1los canales activados son los
potencial-dependientes de activacion rapida, se produce una
liberacién de Ca®' en el reticulo sarcoplasmico, mientras que
cuando el calcio penetra a través de los canales operados por
receptor, se bloquea la captacion por elreticulo

sarcoplasmico en la contraccion del musculo liso.

El papel de las mitocondrias como activadores del calcio
citosolico, ocupa un segundo puesto frente al reticulo
sarcoplasmico, aunque las mitocondrias tienen una gran

capacidad para captar el calcio y almacenarlo (SOMLYO, 1985).
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El paso del Ca®*al interior de la matriz mitocondrial es
llevado a cabo por un transportador monoionico, localizado en
la membrana interna de las mitocondrias, con gran capacidad
de transporte. El calcio se va a encontrar en el interior de
la matriz mitocondrial combinado con iones fosfato, de manera
que solamente un 1% del calcio se encuentra en estado libre.
La velocidad de entrada del calcio al interior de las
mitocondrias esta determinada por la concentracidn de calcio
en el citosol, de manera que cuando la concentracidn
citosolica se situa entre 0,1-0,5 uM, la captacion del calcio
aumenta ligeramente, pero cuando es superior a 0,6 uM, hay
una captacion masiva, de manera gue se va a producir
almacenamiento del mismo, puesto gque las vias de salida
formadas por dos tipos de intercambiadores Ca®:2 H' o ca®:2
Na' se saturan. Luego cuando se produce una invasidén masiva
de ca® en la célula, las mitocondrias actuan como protectores
celulares, captando el exceso de Ca®’ y liberandolo después
lentamente, sin alterar el metabolismo celular. En
condiciones fisioldgicas el calcio mitocondrial, es necesario
para el funcionamiento de varias enzimas que intervienen en
la cadena respiratoria para aumentar los niveles de ATP
(CROMPTON vy cols., 1978; CARAFOLIT y LENINGER, 1971; NICHOLLS,

1986) .

Las investigaciones realizadas por BURGUESS y cols. en

1983, demuestran que, excepto en las células en las gque las
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concentraciones de calcio intracelular alcanzan niveles
micromolares, la afinidad de las mitocondrias por el calcio
es muy pequena, de manera gque no pueden ser la principal

fuente de calcio activador, aungque participen en el proceso.

La nmovilizacion de <calcio intracelular por 1la
intervencion de la capa interna glicoproteica de la membrana
plasmatica, presenta condiciones muy inferiores a las del
reticulo sarcoplasmico y las mitocondrias. DANIEL (1985),
considera que se produce liberacion de calcio durante la
activacién del musculo liso, a partir de la capa interna de

la membrana plasmatica.
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2.2.3. Sistemas de eliminacion del calcio citosodlico

La concentracidén citosélica de calcio ionizado para el
buen funcionamiento de las células musculares lisas, ha de
ser baja y el acumulo del mismo en las organelas
intracitoplasmaticas debe evitarse. Si no existiese un
sistema de eliminaciodn, el calcio tenderia a acumularse en el
citoplasma por el goteo pasivo a través de los canales de
goteo (en condiciones de reposo) y por su entrada masiva a
través de los canales excitables (en c¢ondiciones de

estimulacion).

Los sistemas de eliminacién con los que cuentan las
células excitables son dos: la bomba de calcio dependiente de

ATP y el sistema de intercambio Na*-ca®.

En la ultima década, el sistema de eliminacién del
calcio dependiente de ATP ha sido el objeto de estudio de
muchos investigadores. La existencia de la bomba de calcio
dependiente de ATP fue demostrada por SCHATZMANN (1982) en
eritrocitos. EGGERMONT y cols. (1988), entre otros, han
puesto en evidencia la existencia de dos ATPasas
transportadoras de Ca® en el misculo liso. La primera ATPasa
se une a la calmodulina y se 1localiza en 1la membrana
plasmatica; la segunda ATPasa no se une a la calmodulina y

esta localizada en fracciones del reticulo sarcoplasmico.
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La molécula qgue conforma la bomba de calcio, tiene dos
funciones: hidrolizar el ATP y eliminar el Ca® del interior
de la celula. Cuando se produce la hidrolisis del ATP este
enzima se fosforiliza de forma pasajera produciéndose la
traslocacion del ca®*. La energia necesaria para el transporte
de calcio es generada por ella misma. Es electrogénicamente
neutra de forma gue intercambia un Ca® por dos H' (WUYTACK vy

cols., 1982).

La bomba de calcio ha sido elegida como el sistema
principal para mantener la concentracion del calcio
citosolico en condiciones de reposo. DIPOLO y BEAUGE (1987)
determinarcn gue la capacidad de transporte de la ATPasa
calcica es baja pero su afinidad por el ion calcio es muy

fuerte.

La velocidad de eliminacién por este sistema aumenta al
incrementarse la concentracion intracitoplasmatica de calcio

(RASMUSSEN, 1986).

El sistema de intercambio Na*-Ca® se caracteriza porque
necesita ingresar tres Na*, cada vez que elimina un Ca®. La
entrada de Na' esta regida por la bomba de sodio, que por
cada tres iones sodio movilizados requiere una molécula de
ATP. Luego para la eliminacién de un Ca® la energia

necesitada depende de la bomba de sodio, pudiéendose eliminar
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un ion calcio por cada ATP hidrolizado (BLAUSTEIN, 1984).
Este intercambio idnico determina un desequilibrioc con
incremento de carga positiva a través de la membrana; esta
diferencia de carga se traduce en un incremento de energia
que es utilizado por el sistema de intercambio Na*-ca®

(KITAMURA y cols., 1986; CAPUTO y cols., 1986).

El sistema de intercambio puede funcionar en sentido
inverso, favoreciendo la entrada de ca® al citoplasma, cuando
hay una reduccion del gradiente de sodio (SHEU y BLAUSTEIN,

1986).

Los fenomenos de despolarizacion de la membrana tambien
producen un incremento dela entrada de calcio por una via
distinta a los canales. Por el contrario, los fenomenos de
hiperpolarizacion incrementan la eliminacion del calcio
(BAKER y McNAUGHTON, 1976). DIPOLO y BEAUGE (1986),
demostraron que el intercambioc en sentido inverso (influjo de
calcio), depende de la concentracion de calcio intracelular.
El sistema de intercambio Na'-Ca® esta regido por el
potencial de membrana, el gradiente de sodio vy Ila

concentracion intracelular de calcio.

Su funcion principal es eliminar la gran cantidad de
iones presentes en las ceélulas tras su estimulacion. Esta

funcidn deriva de su gran capacidad de transporte y su baja
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afinidad por el calcio, actuando sclo en concentraciones de

calcio citosdlico de 10°°M.

La existencia del sistema de intercambio de Na'-Ca® en
el musculo 1liso ha sido ampliamente discutida. Las
experiencies de BOVA y cols. (1986, 1988) y ASHIDA vy
BLAUSTEIN (1987), sugieren que al disminuir el gradiente de
sodio se produce una contraccion ténica de la musculatura
lisa, debida a la entrada de calcio en este sistema, de
manera que la actuacion del sistema Na’-Ca®* aparece en
celulas estimuladas, favoreciendo la entrada de calcio cuando
ya se ha producido un aumento de la concentracion citosodlica
del mismo a partir de su influjo a traveés de los canales y de
la liberacion del reticulo sarcoplasmico. La despolarizacion
de la membrana determina la inversion de la actuacion del
sistema, aunque algunos musculos lisos permanecen relajados
en estas condiciones (ITOH y cols., 1282). También ha sido
puesto de manifiesto mediante la realizacion de medidas
directas de la actividad del sodio intracelular (AICKIN,

1987).

Otros autores consideran qgue el sistema de intercambio
Na*-Ca® carece de un papel importante en la fisiologia de la
regulacion del calcio intracelular del musculo liso. Esta
aseveracion deriva de estudios que determinan gque: este

sistema esta menos desarrollado en el masculo liso que en la
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musculatura esqueletica, que la actividad de la Na'-K'ATPasa
es mas baja que la de Ca**-Mg®*ATPasa y que ademas la bomba de
calcio dependiente de ATP esta muy desarrollada en la
musculatura lisa (SOMLYO y cols., 1986; MOREL y GODFRAIND,

1984; VERBIST y cols., 1986; WUYTACK, 1982).
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2.3. SUSTANCIAS QUE INFLUYEN EN LOS MOVIMIENTOS DEIL CALCIO

Dentro del grupo de sustancias gue influyen en los
movientos del calcio encontramos, entre otras, los llamados
antagonistas del calcio. Este término lo introdujeron vy
defendieron FLECKENSTEIN vy cols. (1969). Para estos autores
este grupo engloba a todas agquellas sustancias que bloguean
la corriente lenta de calcio, de una manera dosis-dependiente

y cuyo efecto debe ser revertido por iocnes ca®.

Actualmente incluye a los compuestos que afectan a la
funcion celular del calcio, bien disminuyendo la
concentracion de calcio citosolico por blogqueo del influjo a
traves de membrana, favoreciendo el eflujo, inhibiendo 1la
liberacién de calcio intracelular o incrementando el
secuestro o almacenamiento en las ordanelas
intracitoplasmaticas, o bien interfiriendo la relacién y
accicn del calcio con las proteinas contractiles (NAYLER,

1980).

La terminologia empleada para la definicion de estos
compuestos, a lo largo de la decada de los ochenta, ha
sufrido una variacion importante, que ha evolucionado de
manera acorde con los nuevos conocimientos. Para VANHOUTTE y
BOHR (1981), el termino empleado para designar estas

sustancias ha de ser "bloqueantes o blogqueadores de la
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entrada de calcio" y para NAYLER y POOLE~-WILSON (1981) ha de
ser "bloqueantes de los canales de calcio. CAUVIN y cols.

(1983) puntualizaron aun mas, recomendando la utilizaciodn de

los terminos "blogueantes organicos de la entrada de calcio”

o Mantagonistas organicos del calcio" para referirse a

agquellos compuestos cuyo mecanismo de accion principal es
inhibir el infiujo de calcioc, a través de 1los canales
especificos de 1la membrana celular, en presencia de
estimulacion, estableciendo de esta manera, una neta
separacion con un grupo formado por cationes polivalentes,
que también impiden la entrada del calcio al interior celular

pero por mecanismos totalmente distintos: los antagonistas

inorganicos del calcio.

VAN ZWIETEN (1985) propuso la siguiente definicion: Los
blogqueantes o bloqueadores de la entrada del ca®* son
compuestos cuyc mayor efecto es la inhibicion selectiva del
flujo lento de la entrada de ca® gue atraviesa la membrana
celular por un canal apropiado, en condiciones fisiologicas.

El efecto debe ser reversible por iones ca®.

GODFRAIND y cols. (1986) aunan los grupos anteriormente
mencionados, en el termino moduladores de calcio, junto con
otros grupos gque también afectan a los movimientos del
calcio. Dentro de los moduladores del calcioc encontramos,

entre otros: los antagonistas organicos del calcio, los

70



antangonistas inorganicos del calcio, los antagonistas de la

calmodulina y los facilitadores del calcio.

Los antagonistas de la calmodulina incluyen aquellas
sustancias gque interfieren la relacion del calcioc y esta

proteina (GODFRAIND y cols., 1986).

E1 termino facilitadores del calcio empleado por

GODFRAIND y cols. (1986), agrupa a una serie de compuestos
cuya accioén final es aumentar la concentracion de calcio
citoplasmatico. Los agonistas del calcio, definidos por
SCHRAMM y cols. (1983 a y b) como sustancias favorecedoras de
la entrada de calcio a travées de los canales especificos de

la membrana, se encuentran incluidos en este grupo.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), sugirié al
comité de expertos, discutir la definicion y clasificacion de
los farmacos utilizados para interferir el manejo del idn ca®
por los distintos tejidos. Dicho comité 1llego a la
conclusion, que el teérmino "antagonistas del calcio" aungue
no es totalmente correcto, por razones historicas, y sobre
todo, con el fin de simplificar el tema, debia utilizarse
preferentemente a la denominacion de bloqueantes a la entrada
de calcio o bloqueantes de los canales de calcio u otros

similares (VAN HOUTTE, 1987).
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El grupo farmacologico de los antagonistas del calcio,

ha sido clasificado de distintas maneras segun autores.

FLECKENSTEIN (1981} los divide en dos grupos, de acuetrdc con

la especificidad para inhibir la corriente lenta de Ca® que

poseen estos farmacos:

Grupo A:

Grupo B:

- Se incluyen farmacos especificos y de potente
accion gue inhiben el complejo
excitacién/contraccién dependiente del Ca®* hata un
90% antes de afectar a la corriente rapida de Na'.
- Se sudividen en tres grupos:
I.~ Farmacos "Verapamilo-like": Verapamilo y
Gallopamil.
II.- Farmacos *"Nifedipino-~like": Nifedipino,
Nitrendipino, Nisoldipino, Nimodipino,
Nicardipino, etec...

IIT.- Farmacos "Diltiazen~like": Diltiazen.

- Son farmacos menos potentes y especificos que
los del grupo A. Inhibken el compleijo
excitacién/contraccién dependiente de Ca® en un
50-60% antes de afectar a la corriente rapida de
Na'.

- Se incluyen: Prenilamina, Perhexelina, Bepridil,

Cinarizina, Flunarizina.
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Otra clasificaciodn es la propuesta por KAUFFMANN y cols.

(1982). Se basa en los efectos de los antagonistas del calcio

sobre el denominado fenomeno Bowdirch en preparaciones de

misculo papilar aislado de gato. E1l aumento de la amplitud de

la contraccidn provocada al aumentar la frecuencia se puede

modificar de tres maneras por los antagonistas del calcio:

- Grupo I.-

- Grupo II.-

- Grupo IIT.-

Disminuyen o revierten la relacién amplitud-
frecuencia.

Se incluyen: Verapamil, Piltiazen Yy

Fendiline.

Tienen poco efecto sobre la relacion
amplitud-frecuencia.

Se incluyen: Nifedipino y Prenijialmina.

Provocan un incremento en 1la respuesta
contractil. Su efecto inotropo (-) desparece
a altas frecuencias.

Se incluyen: Perhexelina y Benciclan.

la caracteristica de tiempo-dependencia Y la

reversibilidad de los efectos inhibitorios de los farmacos

antagonistas del Ca®" en preparaciones de ciego de cobayo,

fueron los fundamentos para la clasificacion que propuso

SPEDDING en 1982:

73



1.- Dihidropiridinas (DHP):
- Se unen a algun punto especifico del canal.
- Se incluyen: Nifedipino, Nimodipino,

Nisoldipino, Nitrendipino, etc...

2.- Verapamil y Diltiazen:
- Son farmacos gque pueden regular positiva o
negativamente la union de las
dihidropiridinas en su lugar especifico por

un mecanismo alosterico.

3.- Difenilpiperacinas:
- Son farmacos con una marcada Cab/dependencia.

Se incluyen Flunarizina y Cinarizina

GODFRAIND y cols. (1986) propusieron la siguiente

clasificacién:

Grupo I. - Bloqueantes de la entrada de ca®:
- Subgrupe I-A:
Sustancias selectivas para los canales lentos del
ca® en el miocardic (bloqueadores de los canales
lentos:
- Fenilalquilaminas: Verapamil y Gallopamil.
~ Dihidropiridinas: Nifedipino, Nitrendipino,

Nisoldipino, Nimodipino, Nicardipino, etc.
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- Benzotiacepinas: Diltiazen.

— Subgrupc I-B:
Sustancias c¢on accion no percibida sobre 1la
corriente lenta de entrada de Ca® en el miocardio.

- Difenilpiperacinas: Cinarizina y Flunarizina.

Grupo II.- Blogueantes no selectivos de la entrada de Ca®':
- Subgrupo II-A:
- Sustancias que actuan en los canales del Ca® y
en los canales rapidos de Na'.
- Bepridil.
- Subgrupo II-B:
- Sustancias que actuan sobre los canales de ca®

teniendo otro lugar primarioc de accion.
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2.3.1. Antagonistas organicos del calcio

Es un grupo formado por diversas sustancias de
estructura quimica muy diferente, pero cuyo principal
mecanismo de accion consiste en inhibir el influjo de calcio,

durante los procesos de activacion de la célula.

De acuerdo con su haturaleza quimica existen cuatro

subgrupos:

- Fenilalgquilaminas, cuyos representantes

principales son el Verapamil y D60O.

- Dihidropiridinas, como la Nifedipina.

- Benzotiacepinas, como el Diltiazem.

- Difenilpiperacinas, como la Funaricina, Cinaricina

y Lidoflacina.

BRAUNWAID (1982) sugiere que, teniendo en cuenta la
diversidad de estructura quimica y gque los mecanismos de
accion para inhibir la corriente calcica no son totalmente
coincidentes, los lugares de union de estos compuestos a los
canales de la membrana, deben ser diferentes. En el mismo

ano, GLOSSMAN y cols., apuntaron gque las dihidropiridinas
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tienen su lugar de unién en la parte externa del canal, el
Verapamil en la interna y el diltiazen en ninguna de estas

zonas.

Para realizar el estudio de los lugares especificos de
union de estos compuestos, se han utilizados técnicas de
union con radioligandos (binding) [(’H)-dihidropiridinas,
(*H)-verapamil y (°H)-diltiazem], demostrandose gque las
hipotesis anteriores eran correctas (JANIS y TRIGGLE, 1984;

BAIWIERZAK y SCHWARTZ, 1985).

Una vez determinados los puntos de interaccion entre el
antagonista organico y el canal, las experiencias han sido
dirigidas hacia la determinacion de cual es el mecanismo
intimoc de 1la interaccion. SANGUINETTI vy KASS (1984a)
postularon que la interaccidon entre un antagonista de calcio
y su lugar de union en el canal, depende de los cambios del
potencial de membrana. Estas variaciones, en los canales
dependientes de potencial, van a determinar si el estado en
gue se encuentra dicho canal es de reposo, abierto o
inactivado. Los canales en estado de reposo se encuentran
cerrados; la apertura se produce cuandoe la membrana se
despolariza. Si la despolarizacion permanece se inactivan y
solamente podran abrirse o activarse, siempre y cuando
mediante una repolarizacidon previa, adguieran previamente el

estado de reposo.
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Las sustancias que a pH fisiologico se encuentran
ionizadas (verapamil) solo pueden acceder a su punto de union
con el canal, cuando este se encuentra abierto (ruta
hidrefilica). Los compuestos neutros (dihidropiridinas)
pueden acceder por esta misma via o a traves de la membrana
lipidica que rodea el canal inactivado (ruta hidrofébica)
(MCDONALD y cels., 1984). En el caso del verapamil 1la
probabilidad de que los canales esten abiertos aumentara de
acuerdo con un incremento en la frecuencia de estimulacién:

no siendo asi para las dihidropiridinas.

En contraposicion a esta teoria, KANAYA y cols. (1983)
exponen que el verapamil y el diltiazem siempre se unen a los

canales cuando se presentan en estados de inactivacion.

Aun no estando totalmente establecido cual de estos
postulados es el correcto, la accion de los blogqueantes de la
entrada de calcio es dependiente del potencial de membrana y
su efectividad sobre los canales independientes de potencial
es grande, aboliendo las contracciones de la fibra lisa

producidas por altas concentraciones de potasio.

En el caso de los canales operados por receptor, también

presentes en la membrana plasmatica, el grado de eficacia de

estas sustancias es generalmente mucho menor, aunque existe
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una gran variabilidad en cuanto al bloqueo de las respuestas

inducidas por agonistas en la fibra lisa muscular.

Los canales operados por receptor presentan dos estadios
de activacion frente a los bloqueantes de la entrada de
calcio: sensibilidad e insensibilidad. La induccidn a
cualquiera de estos dos estadios, esta determinada por la
liberacion de calcio producida por el agonista a partir del
reticulo sarcoplasmico y por la concentracion de dicho
agonista. El estado de activacion sensible, aparece a bajas
concentraciones del agonista, en los musculos lisos capaces
de liberar calcio intracelular y a cualquier concentracion
cuando no hay liberacion de calcio almacenado. El estadio de
insensibilidad apareceria cuando las concentraciones son
altas en los musculos gue liberan calcioc desde el reticulo

sarcoplasmico (CAUVIN y cols., 1983).

CAVERQ Vv cols. (1983) sugieren gque el drado de
sensibilidad de los canales operados por receptor, al bloqueo
con antagonistas del calcio, se debe a 1la activacion
particular de los receptores «a, adrenergicos o @,
adrenergicos. Son mas sensibles a los antagonistas las
respuestas inducidas por la estimulacion de los o,, mientras
gue la activacion de los «, es mas resistente. Este autor
sugiere que la activacion de los receptores a, provoca la

entrada de calcio extracelular y la de los «, la de calcio

79



intracelular. Pero también SKARBY y cols., (1984) han
observado que las respuestas inducidas por estimulacién de
receptores a, son dependientes del calcio extracelular y se

pueden bloquear por antagonistas del calcio.

Ya hemos mencionado gque la accidon principal de 1los
blogqueantes de la entrada de calcio, es impedir la entrada
del mismo a traves de los canales especificos de la membrana
celular y fundamentalmente de los voltaje dependientes de
potencial; pero existen una serie de acciones secundarias,
can respecto del calcio come son: interacciones con 1la
calmodulina, estimulacién de la bomba de sodio, aumento de la
salida de calcio e interaccidén <c¢con las proteinas
contractiles, gque van a participar de manera secundaria en su

accion farmacologica general (GODFRAIND y cols., 1986).

Estos autores opinan gque 1la efectividad de los
antagonistas del calcio esta en relacidn con su tropismo por
el tejido, la selectividad de accidn sobre los canales, la
dependencia del potencial de membrana, la dependencia de 1la
frecuencia de estimulacion y las acciones secundarias frente

al calcio.
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2.3.2. Antagonistas inorganicos del calcio

En este grupo pueden incluirse el La®, Mn?, ca® y co?.
Estos cationes polivalentes son antagonistas del calcio no
selectivos y presentan una mayor afinidad que el calcio por
sus puntos de unidén, desplazandolo o bloqueando su

transporte.

El antagonista inorganico mas utilizado ha sido el La*.
Este cation se une fuertemente a los lugares de la membrana
que participan en el transporte del calcio, desplazandolo de
los lugares de la superficie a los gque se ha unidc (HAGIWARA,
1983). Blogquea la entrada de calcio a través de los canales
de goteo, los operados por receptor y los dependientes de
potencial (RAEBURN, 1987). Inhibe totalmente la respuesta
inducida por altas concentraciones de potasio y disminuye las
que son producidas por la movilizacion de los depodsitos
intracitoplasmaticos. Asi como el influjo de Ca® a través de
la membrana plasmatica, se encuentra muy comprometido por la
accién del La’, la salida del calcioc persiste puesto que el
mecanismo de transporte del calcio dependiente de ATP no
sufre ninguna modificacion (DROOGMANS y cols., 1977; CAUVIN

y cols., 1983).

El Mn* también modifica la respuesta inducida por el

potasio, y por la noradrenalina en el musculo liso. Al igual
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que el lantano es considerado como un inhibidor no selectivo
que impide la aparicién del potencial de accién en 1a
musculatura lisa (SULLIVAN y cols., 1968; KEENE y cols.,

1972).
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2.3.3. Nitrocompuestos

El grupo de los nitrocompuestos esta formade por el
nitroprusiato sodico, la nitroglicerina y el nitrito de
iscamilo. Desde el puntc de vista de su estructura quimica
tienen en comun la presencia de oxido de nitrégeno en su
molécula. Producen relajacion de la fibra lisa muscular, pero
sus efectos pueden ser variables. En aorta de conejo inhiben
las contracciones inducidas por noradrenalina, histamina y
angiotensina II, pero no ejercen bloqueo alguno sobre las
respuestas producidas por concentraciones elevadas de potasic
(OHASHI y cols., 1983; WATKINS y DAVIDSON, 1980; KARAKI y

cols., 1984a).

El nitroprusiato sodico es el nitroferricianuro sodico,
cuya accion vasodilatadora es consecuencia de la presencia
del ion nitrico. Su mecanismo de accion no se conoce
completamente. KARAKI y WEISS (1984) consideran gue el
nitroprusiato sodico es un inhibidor selectiveo de la entrada
de calcio al citosol a traves de los canales operados por
receptor. En contraposicion con esta idea, experiencias
realizadas en tejido liso no vascular demuestran que el
nitroprusiato sdédice no produce ninguna inhibicién de 1las
respuestas provocadas por agonistas; por esta razon su

mecanismo de accidén no puede centrarse unicamente en el
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blogueo propuesto por KARAKI y WEISS (1984). (KREYE, 1980;

ROSENGERG y cols., 1979; BRADING y SNEDDON, 1980).

ITOH y cols. (1983a) proponen gque ademas de interferir
el influjo de calcio a traves de canales operados por

receptor, impiden la liberacidon del calcio intracelular.

En la ultima década, ha sido demostrado, gue los
nitrocompuestos son sustancias relajantes de la musculatura
lisa porque provocan una elevacion de los niveles de GMPc,
por activacidn directa de la guanilato ciclasa. La activacion
de esta enzima esta mediada por el oxido nitrico que los
nitrocompuestos generan en las células (GRUETER y cols.,

1980, 1981).

El mecanismo por el cual el GMPc disminuye fuertemente
los niveles de calcio citosolico, relajando la musculatura
lisa, no ha sido determinado. Son varias las sugerencias
sobre el desarrollo del mismo, pero no estan confirmadas.
Para SARMIENTO y cols. (1981), se trata de fenomenos de
captacion del calcio por los microsomas. El secuestro del
calcio esta mediado por una proteinguinasa dependiente del
GMPc. ITOH y cols. (1985) sugieren que el GMPc activa la
eliminacién del calcio de la célula. En esta linea la
proteinquinasa  dependiente del GMPc catalizaria la

fosforilizacion de varias proteinas que podrian participar en
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un aumentc del eflujo de calcio o una disminucion de 1la
sensibilidad de las proteinas contractiles al Ca®* (MORGAN y

MORGAN, 1984).

SYBERTZ y cols. (1986) proponen gue el GMPc, y por tanto
los nitrocompuestos, no modifican la movilizacion del calcio,
sino que alteran la senal del calcio necesaria para gque

aparezca la contraccion.
En general podemos decir que los nitrocompuestos son

relajantes de la musculatura lisa que elevan los niveles de

GMPc y disminuyen la concentracion de calcio citosolico.
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3.- MATERIAL'Y METODO




3.1. MATERIAL

3.1.1. Material biologico

Goteras reticulares de bovidos adultos de distintas

razas, principalmente cruces industriales (Matadero Municipal

de Madrid).

3.1.2. Material diverso

- Material quirargico.
- Recipientes isotermos.

- Copa de bano de organos (25 ml).

3.1.3. Aparataje

- Poligrafo (Grass 79 D).

- Preamplificadores (Grass 7P.1).

- Amplificadores (Grass 7.D.A.).

- Transductores isométricos (Grass FTO 3).

- Estimulador (Grass S.D.9).

- Temporizador (Cibertec).

- Termostate (Tectrom S. 473.100).

- Electrodos de plata en forma de anillo.

- Balanza analitica electroénica (Mettler A.E. 160).

- Ordenador (Netset 3865X/600).
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- Programas (W.P. 5.1.; Harvard Graphics; Sigma:
Lotus Freelance plus).
- Micrapipetas de 20, 100, 200 y 1.000 pul (Pipetman

Gilson).

3.1.4. Soluciones

- Ringer Tyrode sin glucosa (RT).

- Ringer Tyrode sin glucosa rico en K' (RTK').

- Ringer Tyrode sin glucosa libre de Ca® (RTo0Ca®).

- Ringer Tyrode sin glucosa libre de Ca® rico en K'
(RTK'0Ca®).

- Ringer Tyrode sin glucosa libre de ca® con EGTA
(RTOCa®1,) .

- Ringer Tyrode sin glucosa libre de Ca®* con EGTA
rico en K' (RTK0Ca® ).

- Ringer Tyrode sin glucosa hiperténico rico en K":

se preparo adicionando KC1 (42,4 mM) al RT sin

reducir la cantidad de NacCl.
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— —H—————] = ————————
+ 2+ 2+ 2+ 2+
RT RTK RTOCa RTOKCa RTOCa EGTA RTKOCEGTA
mM
_CaCl, 3.5 3.5 | --
Nacl 136.7 Alf 136.7 ] 136.7
KCl 2.6 | 139.3 2.6 139.3 2.6 139.3
MgS0, 2.1 2.1 2.1 2.1 2.1 2.1
NaH,PO, 1.0 1.0 1.0 ] 1.0 1.0 1.0
| _NakCog 11.9 11.9 11.9 11.9 11.9 11.9
Glucosa ﬁt
EGTA -- 0.1 0.1
3.1.5. Sustancias y reactivos
- CaCl, (Panreac).
- NaCl (Panreac).
- KC1l (Panreac).
- Mg SO, (Panreac).
- NaH,PO, (Panreac).
- NaHCO; (Panreac).
- Acido etilen glicol-bis (g-amino-etil

N,N,N’,N’-tetra acetico) (EGTA) (Sigma).

- Verapamil (Sigma).

- Nitroprusiato sodico (Sigma).

- Tetrodotoxina (TTX)

- cafeina (Sigma).

(Sigma).

- Carbogeno (95% 0, Yy 5% CO,}.

~ Fenilefrina (F.E.) (Sigma).
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3.1.6. Dilucion de reactivos y sustancias

Todas las soluciones fueron realizadas y almacenadas de

acuerdo con la normativa recomendada por MARTINDALE (1989).
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3.2. METODO

3.2.1. Aislamiento y montaje de la preparacion

La recogida del material biocldgico se realizaba en el
Matadero Municipal de Madrid a diario. Durante 1la
evisceracion de los animales, recién sacrificados, se extraia
la gotera reticular de forma que no se lesionara la misma. El
traslado al laboratorio se realizaba en termos estanceos gque

contenian Ringer Tyrode (4°%; 38%).

Para aislar los haces de fibras lisas del suelo de la
gotera reticular, se procedia a la exéresis de todos los
tejidos circundantes. Los 1labios de 1la gotera una vez
separados, se fijaban a una tabla de diseccion,
evidenciandose claramente la mucosa del suelo. Mediante una
cuidadosa diseccion con tijera, evitando lesionar las fibras
lisas, se retiraba dicha mucosa. Del tercio anterior de cada
gotera extraiamos dos haces musculares de 15 a 20 mm de
longitud por 2 a 5 mm de diametro, que se colocaban en una
placa de Petri con RT a 37+1% (Figura 7) (adaptacion del

método de ENCINAS y col. 1989).

Estas preparaciones se unian por un extremo mediante una
ligadura inextensible, a un soporte, para ser posteriormente

introducidas en una copa de bano de organos conteniendo 20 ml

21



FIGURA 7: Diseccidn y obtencién de las fibras musculares lisas transversales

del suelo de la gotera reticular bovina, segun ENCINAS y cols. (1989).




de RT (37,5x1°%C) y oxigenadas con un burbujeo micronizado de
carbogeno. El otro extremo del haz de fibras se fijaba a un
transductor isometrico, con un hilo inextensible. Las piezas
eran sometidas a una tension inicial de 0,02 Nw y 1la
sensibilidad se fijaba a 5 mV/cm, estableciéndose un periodo

de adaptacion a estas condiciones de 60 minutos.
En todas las experiencias se constataba el buen
funcionamiento de las fibras utilizando, solamente agquellas

cuya respuesta era estable y duradera.

El volumen adicionado a la copa de sustancias vy

reactivos no supero nunca los 500 ul.
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3.2.2. Contraccion inducida por KC1

La respuesta contractil inducida por KCl se llevaba a
cabo mediante la sustitucion del RT por RTK' (42,4 mM). A
continuacién se lavaban las preparaciones tres veces con RT

(3 Lv).

* Naturaleza de la respuesta:

+ Evolucidén en el tiempo (esquema 1lA).
= Repreducibilidad.
- Doble despolarizacion (esquema 1A).
- Concentraciones crecientes de KCl1 {esquema
24).

« Soluciones hiperténicas de KCl (esquema 1B).

* Supresion del ca® en el medio (esquema 2B y 2B’).

* Adicion de verapamil y nitroprusiato sobre la

contraccion inducida por KCl (esquema 3A y 3B).

* Incubacion con nitroprusiato sodico previa a la

depolarizacion por KCl (esquema 2A’).
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* Incubacion con verapamil y nitroprusiato sodico
previa a la depolarizacion por KCl en ausencia de

calcio {esquema 2C y 2D).

* Influencia del calcio sobre la depolarizacion
inducida por KCl (esquema 4).
« Reproducibilidad (esquema 5A).
« Incubacion con verapamil y nitroprusiato

sodico (10°°M) (esquema 5B y 5C).
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3.2.3. Contraccién inducida por fenilefrina (F.E.)

Las respuestas contractiles inducidas por fenilefrina se
llevaban a cabo mediante la adicidon en la copa del bano de
brganos de fenilefrina (F.E) (10°®M). A continuacién se
realizaba el lavado de las preparaciones de la misma forma

que en el caso anterior (3 Lv).
* Naturaleza de la respuesta:
« Evolucion en el tiempo (esquema 6A).
« Reproducibilidad (esgquema 6A).

* Supresion de ca’* en el medio (esquema 6D).

* Incubacioén con verapamil y nitroprusiato sodico

(10°M) (esquema 6B y 6C).
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3.2.4. Contraccion inducida por estimulacion eléctrica

transmural (EET)

Las condiciones generales de trabajo fueron comunes a
las del aparatado 2.1., excepto gue la sensibilidad elegida

era de 10 mV/cm.

Para la estimulacién eléctrica se utilizaron electrodos
de plata en forma de anillo. Los haces de fibras se fijaban
a un soporte por uno de sus extremos, introduciéndose

posteriormente a traves de los anillos inferior y superior.

lLas senales eléctricas emitidas por los electrodos se
producian en un estimulador Grass S.D. 9, gue libera pulsos
de ondas cuadradas, de las gue podiamos modificar: la
diferencia de potencial, la frecuencia, y la duracion de los
impulsos segun los reguerimientos de las distintas

experiencias.

* Determinacion de las condiciones de estimulacion

Para establecer las condiciones idoéneas de trabajo
realizamos una serie de pruebas preliminares con distintos
valores de todos aquellos parametros que influyen en la EET,
de manera que aplicamos diferencias de potencial entre 50 V

y 100 V; frecuencias entre 0,8 Hz y 50 Hz; pulsos entre 0,4
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y 8 ms; duracion del estimulo entre 1 y 5 s, e intervalos

entre 1 y 4 min.

* Supresion del ca® en el medio (esgquema 8).

* Incubacion con verapamil y nitroprusiato calcico

(10*H) (esquema 7B y 7C).

* Incubacidén con cafeina en un medio con y sin ca®

(esquema 8C y 8D).

* Adicion de tetrodotoxina (TTX).

Se realizo una EET continuada con las sigquientes
condiciones: voltaje supramaximal, frecuencia 30 Hz, pulso de
2 ms con una duracién de 5 s e intervalos de 4 min. Después
de 30 min en estas condiciones se procedia a la adicion de
TTX (10°M4), dejandola actuar durante 120 min sin dejar de

estimular electricamente la fibra.
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3.2.5. Analisis estadistico de los resultados

Los resultados fueron sometidos a un estudio
estadistico, mediante el programa SIGMA. Los resultados
mostrados en todo nuestro trabajo se expresan como
Media*+Error standard medio (E.S.M.) de un numero minimo de 5

pruebas.

Para el calculo de la Dosis Efectiva 50 (DEg), Dosis
Inhibitoria 50 (DI,,) y Frecuencia de Estimulacion Eléctrica
50 (FEE;,) se utilizo la ecuacidén de la recta obtenida

mediante regresion lineal para todos los experimentos.
La significacion estadistica de 1los resultados se

calculé mediante la comparacion de medias independientes

(Test de la "t" de Student}.
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4.- RESULTADOS




4.1. RESPUESTA DE LAS PREPARACIONES DEL SUELO DE LA GOTERA

RETICULAR FRENTE AL EKCl

El XKCl (42,4 mM), provoca 1la aparicién de una
respuesta contractil excitatoria de la fibra lisa del suelo
de la gotera reticular, que se caracteriza por ser una
contraccion de tipo fasico seguida de una peguena
relajacion y un mantenimiento de tipo toénico (Grafica 1,

Registro 1).

La evolucion de la respuesta al KCl en el tiempo es
reproducible, ya que si se repite la administracidén de KCl
(42,4 mM) ©pasados treinta minutos de incubacion en RT,
induce una nueva contraccidn, no apreciandose diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05 ) entre S, y S, .

Se realizaron curvas dosis-respuesta a
concentraciones crecientes de KCl entre 8,8 y 42,4 mM, no
existiendo tampoco diferencias estadisticamente
significativas entre las curvas 8, y S,. La CE;, calculada
para la curva S, es igual a 23,39 mM K, y para la S, es

igual a 26,90 mM K' (Grafica 2A, Tabla 1A).

La respuesta contractil inducida por solucicnes

isotonicas de KCl1 es semejante a la producida por
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soluciones hipertonicas de KCl, no existiendo diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre ambos tipos

de respuesta.

4.1.1 Influencia del calcio extracelular

La supresion de Ca® en el medio (incubacién 30
minutos en un medio RTOCab), determina wuna fuerte
inhibicion de 1la respuesta contractil, produciendo un
desplazamiento de la c¢urva a la derecha y una clara
disminucion del efecto maximo, frente a concentraciones
crecientes de KC1 (8,8; 14,8; 21,7:; 28,6 y 42,4 nM)
(Grafica 2B). La adicidén de EGTA al medio sin calcio no
modifica la respuesta, ya gue no existen diferencias
estadisticamente significativas entre ambas curvas (Grafica
2B, Registro 4A, Registro 4C). Este hecho se verifico
mediante la adicion de EGTA sobre la contraccion inducida

por 42,4 mM en un medio libre de calcio.

El efecto del verapamil y el nitroprusiato sodico
sobre la contraccion inducida por KCl (42,4 mM) nos indica
gue el verapamil tiene un mayor efecto relajante que el
nitroprusiato, ya que al realizar las experiencias con
concentraciones crecientes de estos compuestos (desde 107"

hasta 10° M), se obtuvo una DI, para el verapamil de
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3,89x10°% M y una DI;, para el nitroprusiato sodico de

1,41x10% M (Grafica 3, Registro 2).

La incubacién durante 30 minutos de las preparaciones
en un medio gue contenga nitroprusiato sdédico (10® M) no
influye en la respuesta contractil inducida por
concentraciones crecientes de KCl (desde 8,8 hasta 42,4
mM) ; no existiendo diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre las curvas S, y S, (Grafica

4A, Registro 3, Tabla 1A).

La supresion de ca®® del medio no afecta a la
respuesta del verapamil ni del nitroprusiato, ya gque, no
existen diferencias estadisticamente significativas entre
las pruebas realizadas en un medioc libre de calcic y en un
medio libre de calcio mas nitroprusiato sodico (p<0,05).
El verapamil bloguea completamente la pequena respuesta
observada en el control (0,052p20,01) (Grafica 4B, Registro

4B).
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4.1.2. Influencia de 1la adiciéon de CcA* sobre 1la

despolarizacién (K' 42,4 mM) en un medio libre de calcio

El efecto de la adicidn de concentraciones crecientes

de cacCl, (0,1; 0,25; 0,5; 1; 2; 3; 4; 7; 10 mM) sobre la

-

despolarizacion inducida por KCl (42,4 mM) en un medio
carente de calcio, produce un aumento de la respuesta
contractil, existiendo una clara relacion dosis-respuesta
(Grafica 5). la DE, es 7 mM CaCl,, la DE. es 0,25 mM
CaCl,. El uso de nueve concentraciones crecientes de CacCl,
determina un fenomeno de agotamiento de 1la fibra,
alcanzandose un efecto maximo del 67%. Las concentraciones
crecientes de CaCl, idoneas para conseguir la respuesta
optima fueron 0,25; 1; 3 y 7 mM. Estas curvas dosis-
repuesta al calcio, se reproducen cada 30 minutos sin que
existan diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) entre ellas (Grafica 6, Tabla 1B), alcanzando el

100% de respuesta con estas cuatro adiciones.

La incubacién durante 30 minutos de las preparaciones
con verapamil (10°® M), en las condiciones anteriormente
mencionadas, determinan una inhibicidén de la respuesta
contractil de un 80% aproximadamente para todas las dosis

estudiadas. Si la incubacion se realiza con nitroprusiato
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sédico (107 M) el efecto inhibitorio es aproximadamente un

30%. (Grafica 7, Tabla 1B, Registro 5).

113



O.1N

Smin

i Lv

REGISTRO 1. Contraccion inducida por la despolarizacion del musculo liso del suelo de la

gotera reticular bovina con KCl1 (42,4 mM) ( ).
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REGISTRO 2. Efecto de la adicién de concentraciones acumulativas (107''-107* M) de verapamil
(A) Yy nitroprusiato sodico ( A) sobre la contraccion inducida por KCl (42,4 mM) (i) en

el miusculo liso del suelo de la gotera reticular bovina.
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REGISTRO 3. Efecto de la incubacién con nitroprusiato sédico (10° M) ( A ) sobre la
respuesta inducida por concentraciones crecientes de KCl1 (8,8-42,4 mM) en el miusculo liso

del suelo de la gotera reticular bovina.
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REGISTRO 4A. Contraccion inducida por la adicién de concentraciones crecientes de KCl
(8,8-42,4 mM) ( k) en un medio RTOCa®" y RT0Ca®’ mas EGTA en el musculo liso del suelo de

la gotera reticular bovina.
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REGISTRO 4B. Efecto de la incubacion con verapamil (10® M) (A ) y nitroprusiato sodico
(10® M) (A ) sobre la contraccién inducida por concentraciones crecientes de KCl (8,8-
42,4 mM) en un medio RT0Ca®" mas EGTA en el misculo liso del suelo de la gotera reticular

bovina.
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REGISTRO 4C. Efecto de la adicidén de EGTA (0,1 mM) (<« ) sobre la contraccién inducida por
KCl (42,4 mM) ( A ) en un medio RTOCa’" en el misculec liso del suelo de la gotera reticular

bovina.
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REGISTRO 5. Efecto de la incubacion con verapamil (10° M) (a4 ) y nitroprusiato sddico
(10°®* M) ( A) sobre la contraccidén inducida por la adicion de caCl, (0,25-7 mM)} en un
medio RTKOCa®" (42,4 mM) en el musculo liso del suelo de la gotera reticular bovina.
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GRAFICA 1. Evolucion en el tiempo de la respuesta
contractil inducida por KCl (42,4 mM) en el musculo liso

del suelo de la gotera reticular bovina (n=5).
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GRAFICA 2. Efecto contractil inducido en el musculo liso
del sueloc de la gotera reticular bovina por
concentraciones acumulativas de KCl (8,8-42,4 mM) (curva
S, ¥ S,) en presencia de calcio (A) y ausencia de calcio
con y sin EGTA (B). Los resultados se exXpresan como

media*E.S.M. (n=6-7).




oEfecto Inhibitorio (%)

. == verapamil |
L |
| — .
* 7= nitroprusiato !
I

80 r i i
| T 7
60 - ’i‘/ |
i S -
I ,/’/ /,/“t
sof £ S
e T Ve
20 ;Qdﬂ/
F |
. L
0 . X ! ! | i
-2 -1 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3

Log Dosis (M)

GRAFICA 3. Efecto de concentraciones acumulativas de
verapamil (10''-10% M) y nitroprusiato sédico (10'")
sobre la contraccion inducida por KC1 (42,4 mM) en el
musculo liso del suelo de la gotera reticular bovina. Los

resultados se expresan como mediatE.S.M. (n=5-6).
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GRAFICA 4. Efecto de la incubacion (30 min) con
verapamil* (10® M) y con nitroprusiato sédico (10°¢ M)
sobre la contraccion inducida por KCl (8,8-42,4 mM), en
RT (A) y en medio RT0Ca®** mis EGTA (B) en el miscule liso
del suelc de la gotera reticular bovina. Los resultados
se expresan cono mediatE.S.M. (n=6).

* LOPEZ y cols. 1992
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GRAFICA 5. Efecto de concentraciones crecientes de CaCl2

(0,1-10 mM) sobre la contraccion
(42,4 mM) en RT0Ca® en el musculo liso del suelo de la

inducida por KCl

gotera reticular bovina. Los resultados se expresan como

la media+E.S5.M.

(barras) (n=5).
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GRAFICA 6. Efecto contractil inducido por concentraciones
acumulativas de CacCl, (0,25~7 mM) sobre la
despolarizacién producida por KCl (42,4 mM) (curva S, Y
S,) en el musculo liso del suelo de la gotera reticular

bovina. Los resultados se expresan como mediatE.S.M.

{n=7}.
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GRAFICA 7. Efecto del verapamil (10°® M) y nitroprusiato
sodico (10°® M) sobre la contraccién inducida por cCacCl,
(0,25~7 mM) en un medio RTK' (42,4 mM) en el musculo liso
del suelo de la gotera reticular bovina. Los resultados
se expresan como mediatE.S.M. (n=6).

* p<0,05 **p<0,0]1 ***p<(Q,001.
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TABLAS 1A Y 1B. Concentraciones efectivas 50 (CE;;) obtenidas a partir de la adicion de
concentraciones crecientes de KCl (8,8-42,4 mM) (1A) o por la adicidén de concentraciones
crecientes de CaCl, (0,25-7 mM) (1B) en el musculo liso del suelo de la gotera reticular

de bovidos (curvas S, y S,).




4.2. RESPUESTA DE LAS PREPARACIONES DEL SUELO DE 1A GOTERA

RETICULAR FRENTE A LA FENILEFRINA

El efecto que produce la adicién de fenilefrina (10°¢
M) sobre la actividad mecanica de las preparaciones, es de
tipo excitatorio, induciendo una contraccién fasica,
seguida de una leve relajacion y posteriormente un
mantenimiento ténico creciente. Esta respuesta es
reproducible en el tiempo no existiendo diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre las curvas

S,, S, Y S; (Graficas 8 y 9).

4.2.1. Influencia del calcio extracelular

Para valorar la influencia del Ca® extracelular sobre
la aparicion de la respuesta contractil tras la adicion de
fenilefrina, se valora la respuesta inducida por
fenilefrina tras la incubacion de las preparaciones durante
30 minutos en ausencia de calcio y mas EGTA, observandose
que existen diferencias estadisticamente significativas a
partir de los 8 minutos despues de la adicion de 1la

fenilefrina (Grafica 10, Registro 6A).

El efecto de la incubacion de las preparaciones con

verapamil 10® M y nitroprusiato sédico 10%® M durante
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30 min, dio lugar a un fenomeno de inhibicidén de respuesta
que oscila entre el 29% y 47% para el verapamil, existiendo
diferencias estadisticamente significativas en todos los
puntos y una inhibicion entre el 15% y 46% para el
nitroprusiato, existiendo diferencias estadisticamente
significativas s6lo durante los 6 primeros minutos de la
respuesta (p<0,05). (Grafica 10, Registro 6B). El estudio
realizado sobre la maxima respuesta obtenida indica que la
presencia de verapamil (10°) y la ausencia de calcio
reducen significativamente la respuesta, siendo reversible

este efecto (Grafica 11, Registro 6).
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REGISTRO 6A. Contraccién inducida por fenilefrina (10° M) (m) en un medio RTOCa’" mas EGTA

en el musculo liso del suelo de la gotera reticular bovina.
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REGISTRO 6B. Efecto de la incubacidn con verapamil (10® M) (A ) y nitroprusiato sédico
(10® M) (A) sobre la contraccién inducida por fenilefrina (10® M) (B ) en el misculo

liso del suelo de la gotera reticular bovina.
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GRAFICA 8. Evolucion en el tiempo de la respuesta
contractil a la fenilefrina (10® M) en el masculo lise

del suelo de la gotera reticular bovina (n=6).
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GRAFICA 9. Efecto contractil inducido por la fenilefrina

(10® M) (curva S,, S, y S5, con intervales de 30 min) en

el musculo liso del suelo de la gotera reticular bovina
(n=6).
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GRAFICA 10. Efecto del verapamil (10°% M), del
nitroprusiato sédico (10® M) y de la ausencia de calcio
en un medio RTOCa?" mas EGTA sobre la contraccién inducida
por fenilefrina (10° M) en el misculo liso del suelo de
la gotera reticular bovina. Los resultados se expresan
como media*E.S.M. (n=5-6).

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.
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GRAFICA 11. Efecto del verapamil (10°® M), del
nitroprusiato sodico (10® M) y de la ausencia de calcio
en un medio RT0Ca®" mas EGTA sobre la contraccion maxima
inducida por fenilefrina (10°® M) (curva S, y S;) en el
musculo liso del sueloc de la gotera reticular bovina
(n=5-6).




4.3. RESPUESTA DE LAS PREPARACIONES DEL SUELO DE LA GOTERA
RETICULAR FRENTE A LA ESTIMULACION ELECTRICA

TRANSMURAL (EET)

4.3.1. Parametros optimos de estimulacion

Los resultados obtenidos de la determinacién de los

parametros optimos para la EET fueron los siguientes:

- Diferencia de potencial supramaximal: 70-~100 V.

- Intervalo entre estimulos para estimulacion
continuada: 4 min.

- Intervalo entre estimulos para realizacion de
trenes de 5 impulsos con descanso de 15 minutos
entre ellos: 3 min. (Grafica 12).

- Duraciéon de los pulsos aplicados: 4 ms. (Grafica
13, Registro 8).

- Duracion del estimulo: 5 s.

- Frecuencia para estimulacién continuada: 30 Hz.

- Frecuencias para trenes de 5 1impulsos con
descansos de 15 minutos: 2 Hz; 6 Hz; 20 Hz y 30

Hz.

En la determinacion de estos parametros se observo que

los intervalos entre estimulos de un minuto, producian
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fenomenos de tetanizacion (Registro 7) y los estimulos
aplicados cada dos minutos originaban fendmenos de

taquifilaxia de la fibra (Grafica 12).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la
curva de la duracidon de los pulsos, se deduce que la
duracién minima es 1 ms, la duracion del pulso submaximal

es 4 ms y la duracién de pulso media es 1,92 ms.

La mayoria de las preparaciones estimuladas
eléctricamente dieron lugar a una respuesta contractil en
primer lugar de tipo fasico y sincronica con el estimulo,
y una vez gue cesa éste, aparece una relajacién rapida
hasta alcanzar el tono inicial, e incluso a veces, este
tono desciende por debajo del mismo para recuperarse

posteriormente (Registro 9).

En algunos casos se produce una contraccion fasica,
rapida y sincronica con el estimulo y finalizado eéste,
aparece una relajacidén, gque se continua con una nueva
contraccion dque puede superar © ho la primera. Esta
respuesta termina con una relajacion que puede alcanzar el
tono inicial o descender por debajo del mismo y recuperarse

posteriormente (Registro 9).
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Teniendo en cuenta que las preparaciones de fibra lisa
del suelo de la gotera reticular pueden presentar motilidad
espontanea, no se observa en ningan caso que ésta sea
abolida por la EET a los valores utilizados. La respuesta
contractil frente al estimulo eléctrico es mayor cuando

coincide con una contraccion espontanea de la fibra.

El efecto de la aplicacion de frecuencias crecientes
(0,8; 2; 4; 6; 8; 10; 15; 20; 30; 40; 50 Hz)} produce un
incremento en la respuesta contractil, siendo la FE , 2Hz,
la FE,,, 40Hz y la FE;; 12,7Hz (Grafica 14). Las frecuencias
idoneas para conseguir una respuesta optima fueron 2, 4,
10, 20 y 30 Hz. Cuando se aplican estimulos con este rango
de frecuencias, con 5 s de duracion, intervalos de 3 min,
diferencia de potencial submaximal y pulsos de 4 ms, no se
observan diferencias estadisticamente significativas entre

la curva S, y S, {p<0,05) (Grafica 15).
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4.3.2. Influencia del calcio extracelular

cuandoc suprimimos el cCa* del medio en gue se
encuentra inmersa la preparacion se aprecian diferencias
estadisticamente significativas en todos los puntos al
comparar las curvas S, y S, (0,052p>0,001) (Grafica 16,
Registro 9). Este fendémeno es reversible, recuperandose
totalmente la respuesta con la adicion de Ca® al medio y
15 minutos de incubacién en el mismo (Registro 10). Al
realizar una estimulacion eléctrica con 30 Hz cada cuatro
minutos durante tres horas, se observo que la fibra sigue
respondiendo aun después de mantenerla durante dos horas
vy media en un medio libre de calcio, pero se aprecia una
disminucion de la misma, siendo este efecto reversible

(Registro 10B).

La adicién al medio tanto de verapamil (10°® M) como
de nitroprusiatoc sédice (10® M), no produce inhibicién de
la respuesta de 1la fibra frente a la estimulacion
eléctrica, no existiendo diferencias estadisticamente
significativas entre la S, y S, en ambos casos (p<0,05)

(Grafica 17, Registro 11, Tabla 2).

La adicion al bano, de cafeina (30 mM), para ver 1la

influencia de esta sustancia en la contraccion inducida por
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estimulacion eléctrica en ausencia de calcio, produjo un
clarco desplazamiento a la derecha de la curva de
frecuencias, con una fuerte disminucion del efecto maximo,
existiendo diferencias estadisticamente significativas en
todos los puntos (0,052p20,001). Es importante mencionar
que la fibra lisa del suelo de la gotera reticular de
bovidos, cuando se anade cafeina al medio, no sufre ningun
tipo de contraccion. El efecto producide por la cafeina es
reversible, despues de quitarla del medio, de manera que
despues de 15 minutos de incubacion al repetir 1la
estimulacion eléctrica, existen diferencias
estadisticamente significativas en los tres primeros puntos
(0,05>p>0,001) que desaparecen a medida que avanza la

prueba. (Grafica 18, Registro 12, Tabla 3).

Al estudiar el efecto de la cafeina en presencia y
ausencia de calcio, se observa dque existen diferencias
estadisticamente significativas, pero el efecto es
reversible al repetir la curva de las frecuencias despues
de haber incubado 15 min con RT (Grafica 18, Registro 12
y Tabla 3). Si se realiza una quinta curva en RT, el tejido

recupera totalmente su capacidad de respuesta a la EET.

La tetrodotoxina (10® M) no inhibe la respuesta a la

estimulacion eléectrica transmural (Registro 14).

141



O.1N

10min

REGISTRO 7. Contraccion inducida por EET con un intervalo entre estimulos de 1 min
(voltaje supramax., 30 Hz, 4 ms, 5s) (e« ) en el musculo liso del suelo de la gotera

reticular bovina.




REGISTRO 8. Contraccion inducida por EET con pulsos de 8, 4, 2 y 0,8 ms (voltaje
supramax., 0,8-50 Hz, 3 min, 5 s) () en el miusculo liso del suelo de la gotera reticular

bovina




REGISTRO 9. Distintos tipos de respuesta inducida por EET
(voltaje supramax., 2-30 Hz, 3 min, 4 ms, 5 s) (e) en el

musculo liso del suelo de la gotera reticular bovina.
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REGISTRO 10A. Efecto de la supresién de Ca® (RTOCa?" mas EGTA) en la respuesta frente a la

EET (voltaje supramax., 2-30 Hz, 4 ms, 3 min, 5s) ()} en el musculo liso del suelo de la

gotera reticular bovina.
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REGISTRO 10B. Efecto de la supresion del Ca® (RT0Ca®* mas EGTA) en la respuesta frente a
la EET (voltaje supramax., 30 Hz, 4 ms, 4 min, 5 s) (s ) en el masculo liso del suelo de

la gotera reticular bovina.
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REGISTRO 11. Efecto de la incubacién con verapamil (10°°® M) (4 ) y nitroprusiato sédico

(10°® M) ( A) sobre la respuesta inducida por EET (voltaje supramax., 2-30 Hz, 4 ms, 3

min, 5 s} (e ) en el masculo liso del suelo de la gotera reticular bovina.
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REGISTRO 12. Efecto de la incubacién con cafeina (30 mM) ( %) en presencia y ausencia de
ca’ sobre la respuesta inducida por EET (voltaije supramax., 2-30 Hz, 4 ms, 3 min, 5§ s)
() en el musculo liso del suelo de la gotera reticular bovina.
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REGISTRO 13. Efecto de la incubacion con TTX (10® M) (%) sobre la respuesta inducida por
EET (voltaje supramax., 2-30 Hz, 4 ms, 3 min, 5s) (e ) en el misculo liso del suelo de la

gotera reticular bovina.
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GRAFICA 12. Influencia del intervaleo de estimulc en la
respuesta contractil a la EET (voltaje supramax., 30 Hz,
4 ms, 5 s) en el muasculo liso del suelo de la gotera

reticular bovina (n=5+-6).
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GRAFICA 13. Influencia de la duracioén del pulso
(0,8-10 ms) sobre la contraccién inducida por EET
(voltaje supramax., 0,8-50 Hz, 3 min, 5s) en el musculo
liso del suelc de la gotera reticular bovina. Los

resultados se expresan como mediat/~E.5.M. (barras) (n=6).
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GRAFICA 14. Influencia de 1la frecuencia de estimulo
(0,8-50 Hz) en la contraccidn inducida por EET (voltaje
supramaX., 4 ms, 3 min, 5s) en el musulo lisoc del suelo
de la gotera reticular bovina. Los resultados se expresan
como media+E.S.M. (n=5).
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GRAFICA 15. Efecto contractil inducido por EET (voltaje
supramax., 4 ms, 3 min, 5 s) con frecuencias crecientes
de estimulo {2-30 Hz) en el musculo liso del suelo de la
gotera reticular bovina (curvas S,, S,, S; y S,}. Los
resultados se expresan como media*E.S.M. (n=6).
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GRAFICA 16. Efecto de la privacioén de calcio en el medio
(RT0Ca®* mas EGTA) en la contraccion inducida por EET
(voltaje supramax., 2-30 Hz, 4 ms, 3 min, 5 s) en el
muscule liso del suelo de la gotera reticular bovina. Los
resultados se expresan como media*E.S.M. (n=6).

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.
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GRAFICA 17. Efecto del verapamil (10°% M) y nitroprusiato
sodico (10® M) sobre la contraccion inducida en el
musculo liso del suelo de la gotera reticular bovina por
EET (voltaje supramax., 2-30 Hz, 4 ms, 3 min, 5s). Los
resultados se expresan comno nediatE.S.M. (n=%-6).
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GRAFICA 18. Efecto de 1la cafeina (30 mM) sobre la
contraccion inducida por EET (voltaje supramax., 2-30 Hz,
4ms, 3 min, 5 s) en el musculo liso del suelo de 1la
gotera reticular bovina, en presencia y ausencia de
calcio en el medio. Los resultados se expresan como
media*E.S.M. (n=4-6).

*p<0,05 **p<0,01 **%*p<0,001.
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TABLA 2. Frecuencia efectiva 50 (FE;,) obtenida a partir de EET (voltaje supramax.,

2-30 Hz, 4 ms, 3 min, 5 s) antes y después de la incubacidén (30 min) con verapamil
(10°®* M) y nitroprusiato sodico (10% M) (curvas S, ¥ S;) en el masculo liso del suelo de
la gotera reticular de bdvidos.
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TABLA 3. Frecuencia efectiva 50 (FE;,) obtenida a partir de EET antes y después de la
incubacion con cafeina (30 mM) en medio RT y RTOCa%® en el miasculo liso del suelo de la

gotera reticular de bovidos.
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5.1. DISCUSION DEI METODO

El cierre reflejo de la gotera reticular, ha sido objeto
de numerosos estudios, y segun autores puede provocarse por
varios mecanismos. Para ORSKOV (1988) se puede estimular
mediante reflejos condicionados; RUCKEBUSCH (1983), logra el
cierre mediante la estimulacidon del reflejo oro-faringeo;
también, con la administracion de acetil colina y otros
farmacos (vasopresina, extractos posthipofisarios...) se ha
llegado a conseguir este cierre (BEGHELLI y cols., 1975;
SCHOLZ y MIKHAIL, 1987; BRUGUERE y cols., 1987). Luego, en el
cierre de la gotera reticular, se aprecia la influencia de
factores psicdogenos y de estimulos gquimicos. ¢Cual de estos
mecanismos es el determinante?. Actualmente no se ha
dilucidado, va que noc se ha realizado un estudio de "mapeo"

receptorial profundo.

A esta controversia inicial hay que sumarle que debido
a su localizacion anatomica, podria ser considerada una
prolongacidon del esofago hasta el omaso, lo que hace que sea
una zona de transicion entre musculatura estriada (esofago)
y musculatura 1lisa (reticulo-rumen). Histologicamente, el
suelo de la gotera reticular presenta en su tercio anterior
fibras musculares lisas, con incursiones de fibras musculares
estriadas. Esta musculatura estriada no se aprecia en el

tercio medio ni en el posterior. Las fibras gque hemos
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utilizado, como hemos descrito en el apartado de material vy
métodos, corresponden al tercio anterior pero proceden de las
capas mas superficiales, donde histoldgicamente no guedan

restos de musculo estriado.

De acuerdo con los resultados dque hemos obtenido,
nuestras preparaciones conservan ciertas caracteristicas que
se corresponden con las del musculo estriado. Entre estas, se
encuentra su gran capacidad de almacenamiento intracelular de
calcio. Para GODFRAIND (1986), es uno de los factores gque

ayudan a distinguir los diferentes tipos de musculatura lisa.

Para la eleccion del liquido nutricio, nos basamos en
los trabajos de ENCINAS y cols. (1989), en los que emplean
Ringer Tyrode sin glucosa, manteniendo sus preparaciones una
buena motilidad espontanea y unas respuestas semejantes a las
obtenidas por otros autores frente a la adicion de distintos
compuestos. En este sentido, Dugherty en 1942, Duncan en
1953 (ARRUEBO 1986), VAN MIERT y HUISMAN (1968) y ARRUEBO
(1986), en preparaciones procedentes de proventriculos
emplean Ringer Tyrode sin glucosa. BURGIN (1979), TANEIKE
y OGHA (1975) y MURILLO (1971) trabajan en musculatura lisa
de rumen con Ringer Tyrode con glucosa; MURILLO (1981)
observa que después de la utilizacion de Ringer Tyrode sin
glucosa no existe diferencia de respuesta utilizando tanto

uno como otro.
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Para las preparaciones de labios y suelo de gotera,
DENAC (1991} emplea glucosa en el ligquido nutricio. Los
resultados de este autor, en cuanto a la respuesta de este
tejido frente a distintos farmacos, son semejantes a los
observados por ENCINAS y cols. (1989) y LUCAS y cols. (1992a
y 1992b). Dado que la presencia o ausencia de glucosa en el
medio no influye de manera decisiva en las respuestas de las
preparaciones, hemos elegido para nuestro estudio el RT sin

glucosa.

E1l hecho de que la glucosa no influya en estos estudios,
podria explicarse por el especial metabolismo de los
rumiantes. Las necesidades metabdlicas de glucosa de estos
animales son muy bajas, puesto que los acidos dJgrasos
volatiles (acetico, propidnico, butirico), son 1la fuente
energetica principal y pueden tener una accion ahorradora de
glucosa, aunque no parecen producir una sintesis neta de la

misma (CHURCH, 1974).

La tensién (0,02 N) que aplicamos a las preparaciones
coinciden con la utilizada por DENAC y cols. (1991}, en el

mismo tejido.

En nuestros experimentos, la refrigeracion durante 8 h
de los haces de fibras extraidas de la gotera reticular, no

implica ningun tipo de inhibicidn en las respuestas inducidas
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por KC1, fenilefrina o EET. MURILLO (1981), trabajando con
preparaciones de pilar de rumen de oveja, observa que se
produce una inhibicion parcial de la respuesta frente a la
EET. DENAC y cols. (1991) utilizan preparaciones de gotera,

sin refrigerar.

Para la preparacion de soluciones libres de calcio a las
que se anadia EGTA (0,1 mM) como gquelante, utilizamos
concentraciones inferiores a las que utilizan otros autores
con este mismo fin. Hemos cobservado que esta concentracion
produce un efecto quelante adecuado, y presenta la ventaja de
poder permanecer en contacto con las fibras largo tiempo sin
alterar el tejido, siendo su efecto reversible. GODFRAIND y
cols. (1983) en sus trabajos utilizan EGTA (0,2 mM); las
concentraciones empleadas por otros autores oscilan entre
0,5=-2 mM (BURGIN, 1979; NOUAILETHAS y cols., 1988; PLAZA vy
cols., 1992). WHEELER y WEISS (1979) determinan que la
corriente de salida de calcioc a traves de la membrana celular
aumenta en medios que contienen EGTA, ésto puede ser debido
a que se incremente la permeabilidad de la membrana al calcio
como resultado del "secuestro" del cCa® extracelular o de

otros efectos inespecificos no determinados.

Elegimos el nitroprusiato sodico y el verapamil, por ser

dos compuestos que influyen en los movimientos del calcio, y
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han sido descritos como farmacos relajantes de la musculatura

lisa.

El verapamil inhibe la contraccion y el flujo de
entrada de Ca® inducida por elevadas concentraciones de K':
sin embargo, ejerce muy poco efecto sobre el influjo del ca?®
provocado por agonistas (VAN BREEMEN y cols., 1981; KARAKI y

cols., 1984).

El nitroprusiato sédico, en algunos tejidos, inhibe 1la
entrada de calcio al citosol a travées de los canales operados
por receptor, aboliendoc en muchos casos la respuesta inducida
por agonistas y no ejerciendo efecto sobre las inducidas por
altas concentraciones de K'. También puede disminuir la
biodisponibilidad de calcio intracelular receptor
dependiente, al incrementar el calcio de los depositos
intracelulares después de reaccionar con 1l0s dgrupos
sulfidrilos presentes en la celula (ITHO y cols., 1983a;

WATKINS y DAVIDSON, 1980; KARAKI y WEISS, 1984)

En los trabajos de MILANOV y STOYANOV (1984) y ARRUEBO
(1986, 1987), llevados a cabo en preparaciones procedentes de
proventriculos de ovidos, el verapamil y el nitroprusiato
fueron utilizados para bloguear la entrada del calcio al

interior celular a través de los VOC y ROC respectivamente.
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5.2 DISCUSION DE LOS RESULTADOS

5.2.1. Contraccion inducida por KCl

La membrana celular es muy permeable al K' y el
potencial de membrana en reposo de la célula es muy cercano
al de equilibrio del K'. La concentracidén del ién K' es alto
en el interior de la célula con respecto de la concentracidn
extracelular. Si aumenta la concentracion de potasio se
produce una despolarizacidn por disminucién del gradiente de

concentracion (KARAKY y cols. 1984).

En la musculatura lisa vascular, intestinal, etc. el
potasio ha sido muy empleado para estudiar los fenomenos de
contraccion. También ha sido utilizado en musculatura lisa de
proventriculos de rumiantes {ARRUEBO, 19873, ' en
preparaciones de suelo de la gotera reticular ha sido

empleado por LOPEZ y cols. (1992).

En general se ha dicho que la contraccion inducida por
soluciones ricas en K se debe fundamentalmente a un efecto
de despolarizacion de la membrana, que determina un aumento
de la permeabilidad del Cca®, ademas de una liberacion del
calcioc ligado a membrana y una liberacion del calcio
intracelular inducida por calcio (HAY y WADSWORTH, 1982). La

respuesta a dosis submaximales de KCl se puede interpretar en
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parte como un fenomeno debido a la liberacién de

neurotransmisores (VAN HOUTTE y VERBECIN, 1976; BORA 1977).

Las concentraciones gue hemos utilizadc en nuestro
trabajo oscilan entre 8,8 mM y 42,4 mM, siendo 42,4 la CE,
de acuerdo con lo expuesto por LOPEZ y cols. (19%2). Esta
dosis 42,4 mM de KCl, es una concentracion baja comparandola

con las empleadas en otros tejidos.

GODFRAIND y cols. (1983) en musculo liso de ileon de
cobaya utiliza 100 mM, VAL ARANDILILA usa 50 mM con Taenia
coli y ARRUEBO (1986 y 1987) en fibras procedentes de

musculatura lisa ruminal de ovidos, emplea 62,68 mM.

KARAKI y <cols. (1984a), realizaron un estudio
comparativo de las concentraciones de K' necesario para
inducir una contraccion por despolarizacion en fibras lisas
de aorta de conejo (65,4 mM), aorta de rata (65,4 mM) e ileon
de cobaya (45,4mM); observando que existe una mayor
sensibilidad del musculo liso digestivo a la despolarizaciodn

por K' qgue el vascular.

Las respuestas de nuestras preparaciones a 42,4 mM,
tanto en presencia como en ausencia de motilidad espontanea
fueron de tipo excitatorio. Se caracterizan por ser una

contraccién de tipo fasico rapido, sequido de una pequena
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relajacion y mantenimiento toénico (Registro 1, Grafica 1).
Siendo coincidentes con las obtenidas por LOPEZ y cols.
(1992) en preparaciones de suelo de gotera reticular bovina

y por ARRUEBO (1986 y 1987) en pared ruminal ovina.

La gran mayoria de los musculos lisos responden al
aumento de K' en el medio con contracciones con dos o mas
componentes (BOLTON 1979) que coinciden con nuestros
resultados (HURWITZ y cols., 1980; KARAKI y cols., 1988;

GABELLA, 1978).

Para BOLTON (1979) 1la respuesta de los distintos
misculos lisos al K" depende del tejido y de la concentracidn

de K'.

Gran numero de nuestras preparaciones mostraron
actividad espontanea, en este caso la respuesta fasica
inicial se acompana de contracciones superpuestas que en el
componente tonico desaparecen. En los tejidos capaces de
generar actividad electrica espontanea la fase inicial de la
respuesta a altas concentraciones de K' parece estar asociada
con una descarga de potenciales en espiga, cuya amplitud
disminuye segun continue la despolarizacidén y desaparecen

finalmente coincidiendo con la fase tonica (BOLTON, 1979).
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En la respuesta a soluciones ricas en K el componente
fasico depende teoricamente de la liberacidén de calcioc por
los depositos intracelulares, mientras que el componente
ténico es debido a 1la entrada de ca® desde el medio
extracelular. HURWITZ (1980) indica que el KCl en ileon de
cobayo induce a la aparicion de estos dos tipos de
componentes que estan mediados por distintos tipos de VOC. La
entrada de Ca’ a través de los canales de inactivacién rapida
daria 1lugar al componente fasico porque producen una
liberacion desde el reticulo sarcoplasmico de calcio inducido
por Calcio, los de inactivacidn lenta serian los responsables
del mantenimiento tonico de la respuesta. Cuando el calcio
penetra a traves de los canales de inactivacion lenta, actua
rellenando los depositos intracelulares y activando los

filamentos contractiles (KARAKI y WEISS, 1988).

En este trabajo, hemos estudiadc las respuestas
producidas también por soluciones hipertonicas de KCl. Una
vez valoradas 1las respuestas, se observa que no hay
diferencias estadisticamente significativas entre 1la
respuesta inducida por soluciones isotdnicas e hipertonicas.
cuando las contracciones inducidas por X' en un medio
hipertonico e isotdnico son egquivalentes, se nos permite
excluir la participacién del sistema de intercambio Na*-Ca®
en este tejido, vya que bajas concentraciones de Na'

extracelular junto con el efecto del K', favorecerian la
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entrada de Ca? por el intercambio con el Na' intracelular

(BOVA y cols. 1988).

Aun teniendo en cuenta estas consideraciones, hemos
elegido inducir la contraccién de la musculatura lisa del
suelo de la gotera reticular con K en medio isotdnico,
puesto que las soluciones hipertdnicas pueden afectar 1la

funcion muscular (KARAKI y cols. 1984b).

El musculo 1liso del suelo de la gotera reticular
presenta una buena reproducibilidad de 1las respuestas
provocadas por K (42,4 mM). Estas respuestas son
reproducibles a intervalos de 30 min, no apreciandose

diferencias estadisticamente significativas.

Cuando en lugar de dosis unicas (42,4 mM) de K se
realizaban curvas dosis-respuesta a concentraciones
crecientes de K' (8,8-42,4 mM), tampoco existian diferencias
estadisticamente significativas. La CE;,, del K para S, es
23,39 mM y para la S5, la CE, es 26,90 mM (Grafica 2A,

Registro 3).

La concentracion de calcio ionizado presente en el
citoplasma va a determinar la tension desarrollada por las
proteinas contractiles. La contraccidon de la fibra muscular

lisa va a estar determinada por la entrada de calcio
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procedente del medio extracelular, y 1la liberacién de ca®

desde los depositos intracelulares (BOLTON, 1979).

El estudio del origen del calcio que influye en la
contraccion de la musculatura lisa del suelo de la gotera,
inducida por K', lo hemos estudiado mediante variaciones en
la concentracidén extracelular de Ca® y también mediante el

empleo de sustancias "antagonistas" del ca®.

La exposicidén de nuestras preparaciones a una solucioén
libre de ca® (RTOCa”), durante 30 min, reduce la respuesta
contractil inducida por K'. Se produce un peguefno componente
fasico y se afecta principalmente el mantenimiento tonico de
la respuesta. Esta respuesta no sdlo se observa en un medio
libre de Ca®, sino también en un medio carente de Ca® mas

EGTA (0,1 mM) (Grafica 2B, Registro 4A y 4C).

KARAKI y WEISS (1988) indican gque en la respuesta
contractil inducida por K' puede participar la liberacion de
calcio desde los depositos intracelulares, cuando se elimina

el calcio del medio extracelular y se le anade EGTA.

La presencia de EGTA en el medic impide que se produzca
la liberacién de Ca® unido a la superficie de la membrana.
Las concentraciones de EGTA utilizado por noscotros (0,1 mM)

es inferior a la empleada por otros autores, en fibras
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procedentes de proventriculos {(1mM) (ARRUEBO, 1986 y 1987).
En nuestra experiencia no hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas entre 1las contracciones
inducidas en presencia y ausencia de EGTA (Grafica 2B). En
este sentido podria ocurrir que la concentracidén de quelante
utilizada no pueda desplazar totalmente el calcio unido a
membrana. Pero en el caso de que fuera suficiente, el EGTA
seria capaz de impedir el empleo de este calcio y por tanto
su influencia del calcio ligado a membrana en la contraccion

inducida por potasio seria minima.

ARRUEBO (1986) observa en muscule liso de pared de rumen
ovino, que la respuesta al K' se anula totalmente en un medio
sin ca®* y sugiere que en la contraccién inducida por
despolarizacion con K* no influyen los depositos

intracelulares de calcio.

También es importante mencionar que las preparaciones de
gotera que presentan motilidad espontanea, no la pierden en

ausencia de calcio.

Teniendo en cuenta que la gotera reticular es una zona
de transicion entre musculatura estriada (esofago) y lisa
(rumen-reticulo); los depositos intracelulares de calcio
podrian tener una importancia similar en la contraccién a los

de la musculatura estriada.
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De acuerdo con 1los resultados expuestos hasta el
momento, podemos indicar que la respuesta de la musculatura
lisa del suelo de la gotera reticular, frente a soluciones
ricas en K' va a depender fundamentalmente, de la entrada de
ca® extracelular y que los depdésitos intracelulares de calcio

pueden tener una ligera influencia.

Cuando el medio libre de cCa® (RTOCa’® mas EGTA) se
sustituye por un medio con calcio (RT) se produce una
recuperacion de la respuesta. El1 efecto inhibitorio de 1la
privacion de calcio en nuestras preparaciones es reversible.
ARRUEBO (1986) indica que el efecto de la privacion de calcio
es reversible en la pared de rumen de oveja, al igual que

sucede en nuestros experimentos.

En un medio libre de calcio (RT0Ca®) se realizaron
curvas dosis-respuesta a la adicion de concentraciones
crecientes de CaCl, (0,1-10 mM), sobre la despolarizaciodn
inducida por KCl (42,4 mM). Se aprecia una clara relacion
dosis-respuesta al calcio obteniéendose una DE ;. de 7 mM, una

DE de 0,25 mM y una DE,; de 1,92 mM. El uso de 9

min
concentraciones de <calcio determina un fencomeno de
agotamiento de la fibra alcanzandose un efecto maximo del
67%, ya que mantenemos la contraccion inducida por potasio

durante mas de una hora, y en parte de este tiempo no hay

calcio en el medio (Grafica 5). Por esta razdn consideramos
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gue para conseguir una curva dosis-respuesta al calcio cuyo
efecto maximo fuese el 100% y ademas fuese reproducible, las
concentraciones iddéneas para la realizacidén de 1los
experimentos deberian ser 0,25 mM, 1 mM, 3 mM y 7 mM (Grafica

6, Registro 5).

La induccion de la contraccion de la musculatura lisa
del suelo de la gotera reticular por altas concentraciones de
potasio, dependen fundamentalmente de la entrada de iones ca®
desde el medio extracelular al citoscl. En este sentido
BOLTON (1979) determina la existencia de dos tipos de canales
de calcio presentes en la membrana celular: los VOC y los
ROC. Los VOC se activan cuando el potencial de membrana
disminuye y los operados por receptor, cuando se emplean
sustancias estimulantes de unos receptores determinadocs,

incluso no habiendo cambios en el potencial de membrana.

En 1977 FLECKENSTEIN describio la existencia de los
denominados "bloqueantes de la entrada de calcio". Dentro de
este grupo uno de los compuestos mas representativos dentro

de las fenilalgilaminas, es el verapamil.

El verapamil bloquea especificamente los VOC y reduce la
entrada de calcio al interior de las celulas que previamente
han sido despolarizadas por soluciones ricas en K

(FLECKENSTEIN, 1977; BOLTON, 1979).
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El verapamil y otros antagonistas organicos del calcio
han mostrado un mayor efecto inhibitorio sobre la contraccion
de la fibra muscular lisa inducida por K', que sobre 1la
inducida por agonistas; siendo su blogqueoc mas selectivo sobre

los VOC (BOLTON, 1979; GODFRAIND, 1986).

En este trabajo hemos verificado el efecto inhibitorio
del verapamil sobre la contraccion inducida por soluciones
ricas en K' en la fibra de la musculatura lisa del suelo de

la gotera reticular.

Se realizaron curvas dosis-efecto al verapamil (10 ''-107*

M), siendo la CI,, de 3,89%x10° M (Grafica 3, Registro 2).

IOPEZ y cols. (1992) observaron que la incubacidén de
preparaciones de suelo de la gotera durante 30 min con
verapamil (10°¢ M), inhibia un 100% la respuesta inducida por

soluciones ricas en K' (42,4 nM).

ARRUEBO (1986) indica gue una concentracion de 10 M de
verapamil tambien inhibe un 100% la respuesta del musculo
liso de pared de rumen ovino al K. Sugiriendo gque la
respuesta de esta fibra al K’ se basa en la entrada de ca®

extracelular a travées de los VOC.
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PLAZA y cols. (1992) observaron gue la actividad
espontanea del ducodeno de oveja, parece estar mediada por la
entrada de calcio extracelular a travées de los canales
voltaje-dependientes, influyendo en cierto modo también la

liberacion de calcio intracelular.

La incubacién con verapamil (10°® M) durante 30 min en
medio libre de calcio inhibe totalmente la leve respuesta
inducida por KC1l (Grafica 4B, Registro 4B). LOPEZ y cols.
(1992), realizando una prueba semejante, pero con presencia
de calcio en el medio, describen una inhibicidn del 100%

(Grafica 4A).

El efecto de la incubacidén con verapamil (10° M) sobre
la adicion de concentraciones crecientes de cCaCl, (0,25 mM,
1 mM, 3 mMy 7 mM), en la despolarizacion inducida por KC1
(42,4 mM) en un medioc RTOCa?, determina una inhibicién de la
respuesta contractil del 80% aproximadamente (Registro 5,
Grafica 7). Observamos gue cuando la concentracion de calcio
supera 3,5 mM (concentracion normal en el RT), se aprecia de

forma mas evidente un pequeno incremento en la respuesta.

Esto pudiera ser debido a qgue la modificacion del
gradiente pudiera activar otros mecanismos de paso de calcio.
Por otro lado, el hecho de que el verapamil inhiba al 100% la

contraccién inducida por KCl (8,8-42,4 mM) (Grafica 4) y tan
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solo alcance un efecto del 80% cuando se estudia el efecto de
dosis a acumulativas de CacCl, sobre la depolarizacion
inducida por 42,4 mM de KC1l (Grafica 7). Pudiera ser debido
a que, como mencionan VAN HOUTTE y VERBEUREN (1976), y BORA
y cols. (1977), esta concentracion elevada de potasio
produzca una liberacion de neurotransmisores que active los

ROC.

TRIGGLE y JANIS (1987), decriben que la afinidad de los
ligandos a los canales puede variar enormemente de acuerdo
con la frecuencia de los estimulos yv el potencial de
membrana. Cuando se realiza un blogqueo, la actividad
inhibitoria de un farmaco aumenta cuando aumenta la
frecuencia de estimulos, reflejando una interaccidn
preferencial del ligando sobre un determinado estado del
canal. Estos hechos también podrian explicar esta diferencia
en la inhibicion del verapamil en la contraccion inducida por

potasio en dosis acumulativas o en dosis unica.

En todos los experimentos en los gue trabajamos con

verapamil su efecto fue irreversible.

Estos resultados gque hemos expuesto sugieren gque la
contraccion del masculo 1liso del suelo de la gotera reticular
de bovidos, es debida principalmente a la entrada de calcio

a través de canales especificos sensibles al verapamil. Estos
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canales son los gue BOLTON (1979) denomina canales voltaje-

dependientes.

El nitroprusiato sodico es una sustancia perteneciente
al grupo de los nitrocompuestos. KARAKI y WEISS (1984)
sugieren que, en algunos tejidos, es un inhibidor de 1los
canales operados por receptor, puesto gue inhibe las
contracciones provocadas por agonistas sin afectar las

inducidas por despolarizacion, en determinados tejidos.

Las curvas dosis-respuesta de concentraciones
acumulativas de nitroprusiato sédico sobre la contracion
inducida por potasio (42,4 mM), dio lugar a una CI;; de 1,9
X 10% M (Grafica 3, Registro 2). Estas concentraciones
pudieran afectar la funcionabilidad celular. Los efectos
conseguidos se podrian achacar bien a una inhibicion por
blogueo o bien a una intoxiccaidon celular. Por todos estos
hechos elegimos una concentracién mas baja, 10% M, y asi
poder comparar con los otros compuestos usados a la misma

concentracion.

Se estudié el efecto del nitroprusiato sobre la
contraccién inducida por KC1l (8,8-42,4 mM), observandose que
no inhibe la respuesta a concentraciones crecientes de
potasio, va que no existen diferencias estadisticamente

sigficativas entre el control y 1la prueba realizada con
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nitroprusiato sodico. La respuesta tampoco se modifica cuando
se trabaja en un medio libre de calcio (Grafica 4, Registros

3 y 4B).

Los resultados obtenidos por otros autores sobre el
efecto que produce la incubacidn con nitroprusiato sédico en
la despolarizacion inducida por K son semejantes a los
nuestros. ARRUEBO y cols. (1987) sugiere que el nitroprusiato
sodico (10°°® M) no ejerce ningin efecto inhibitorio sobre la
contraccion inducida por K" en fibra lisa de pared de rumen
de oveja. KARAKI y cols. (1984) observan gue en Taenia coli
de cobaya y en aorta de conejo el nitroprusiato no inhibe la
respuesta al K', pero si es efectivo en aorta de rata. Pero
IMAT y KITAGAWA (1981) chservaron que el nitroprusiato sodico
no afecta a la contraccion inducida por despolarizacion en
fibras de colon de perro y sin embargo, produce inhibicion
del efecto contractil en las preparaciones de aorta de este

animal despolarizadas con K'.

El hecho de que el nitroprusiato sodico, en nuestras
preparaciones, posea efecto inhibitorio de un 20 %
aproximadamente sobre la contraccion inducida por CaCl, en
solucidn rica en potasio (42,4mM) (Grafica 7), pudiera estar
relacionado con la estimulacidn de los ROC por la liberacion
de neurotransmisores originada por la despolarizacion con una

dosis maxima de potasio (VAN HOOTTE y VERBEUREN, 1976; BORA,
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1977). Estos resultados coinciden con el efecto inhibitorio
observado en la contraccién inducida por fenilefrina (Grafica
10). Estos hechos guardan relacion con los resultados ya

descritos para el verapamil.

Es importante resaltar, que las unicas referencias sobre
la influencia del calcio en la contraccidn de la musculatrua
lisa de gotera, no concuerdan con nuestros resultados. Aungque
son datos citados sin confirmar, OOMS (1987) supone que los
ROC son los maximos responsables de la contraccion del tejido

Yy que los VOC apenas tienen importancia.

Los resultados que hemos obtenide indican la influencia
del calcio extracelular y de los VOC en 1la contraccion

inducida peor KC1.
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5.2.2. Contraccion inducida por fenilefrina

En la musculatura lisa gastro-intestinal la respuesta
contractil adrenérgica se debe fundamentalmente a los
receptores «,; puesto que, la estimulacidn de los a, al igual

que la de los B origina relajacion (FLOREZ, 1992).

ILa musculatura lisa de 1los proventriculeos de 1los
rumiantes se adapta al modelo general de la respuesta
contractil adrenérgica. VAN MIERT y HUISSMAN (1968) y TANEIKE
y OHGA (1975) observan que en los proventriculos de ovidos y
bovidos 1la contraccion se induce por estimulo de los
receptores ¢ y la relajacion por estimulo f. MURILLO (1981)
discrepa de estos resultados indicando gque en las
preparaciones de pared ruminal de ovideo, tanto el estimulo de

receptores a como A da lugar a contraccion.

DENAC (1991) y Lucas (1992) trabajando con preparaciones
de labios y suelo de gotera reticular describen que los
receptores a y mas especificamente 1los «a, son los

responsables adrenérgicos de la actividad contractil.

No se eligido un agonista adrenergico inespecifico como
la noradrenalina ya que en trabajos anteriores se observd que
estos compuestos no producia una respuesta homogénea y

reproducible posiblemente debido a los diferentes predominios
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receptoriales (DENAC, 1991; LUCAS, 1992a y 1992b) Por ello se

ha trabajado con un agonista especifico «,, la fenilefrina.

La fenilefrina induce una contraccién fasica sequida de
relajacion leve y posterior mantenimiento ténico, en las

fibras lisas del suelo de la gotera (Grafica 8, Registro 6).

ARRUEBO (1986 y 1987) wutiliza noradrenalina para
conseguir una respuesta contractil en las preparaciones de

musculo liso de rumen ovino.

La respuesta contractil de nuestras preparaciones a la
fenilefrina es reproducible cada 30 min. soportando al menos

tres estimulaciones (curvas S,, S, y S;) (Grafica 9).

‘En un medio libre de Ca® mas EGTA la respuesta de
nuestras preparaciocnes frente a la fenilefrina se
caracterizan por un marcado descenso en la respuesta tonica
a partir del minuto ocho tras la adicion de esta sustancia

(Grafica 10, Registro 6A).

ARRUEBO (1986 y 1987) indica que la respuesta inducida
por noradrenalina en la pared de rumen de oveja se inhibe un
100% tras su incubacion en un medio libre de calcio. Por ello
sugiere que la contraccion depende de la concentracion de ca®

extracelular.
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BURGIN (1979) observo que la acetilcolina e histamina en
preparaciones de rumen bovino provocan una contraccidén que
también depende de la concentracion de Ca® en el mnedio

extracelular y que son inhibidas en ausencia de calcio.

Las preparaciones de musculatura lisa vascular, cuande
se incuban en un medio libre de Ca® sufren una inhibicién del
mantenimiento ténico de la respuesta a la noradrenalina, no
afectandose el componente fasico de la misma (BEVAN y cols.,

1963, VAN BREEMEN y cols., 1979).

CAVERO y cols. (1983) sugieren que en tejido vascular,
cuando las respuestas contractiles son inducidas por
estimulacion de los receptores a, se produce una liberacion
del calcio almacenado en los depositos intracelulares, y la
activacion de los receptores a, favorece la entrada de calcio

extracelular.

SKARBY y ANDERSON (1984), por el contrario, postulan que
la contraccion inducida en musculatura lisa wvascular por
estimulacion a, va a depender de la entrada al citosol del

calcio presente en el medio extracelular.

Para KARAKI (1984), y KARAKI y WEISS (1988) la
contraccion fasica producida por la noradrenalina se debe

fundamentalmente a la liberacién de Ca?" desde los depositos
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intracelulares. Si se suprime el calcio en el medio y se
anade EGTA, se observa que la respuesta fasica tras la
adicion de noradrenalina no desaparece. Si esta operacidn se
vuelve a repetir hay una inhibicion completa de respuesta,
debido al vaciamiento previo y a la falta de calcioc en los
depositos. Después de un nuevo periodco de incubacion en
presencia de calcio, 1los depésitos intracelulares se
rellenan, respondiendo nuevamente a la noradrenalina con una

respuesta fasica.

En nuestras pruebas hemos observado gque en un medic
libre de calcio, el componente tonico de la respuesta a la
fenilefrina se reduce significativamente. E1 componente
fasico de la respuesta durante los primeros ocho minutos no
sufre una modificacion significativa (Grafica 10); por ello
suponemos que durante este periodo los depositos
intracelulares estan aportando el ca® para que se produzca
la respuesta contractil. El efecto de la privacion de calcio
en el medic es totalmente reversible; de manera gue si la
fenilefrina indujera al vaciamiento de los depositos
intracelulares, estos se rellenarian nuevamente al incubar la
preparacion en un medio RT coincidiendo con lo descrito por

KARAKI y WEISS (1988).

El verapamil (10°® M) produce una inhibicién del 29-47%

sobre la respuesta inducida por fenilefrina en las
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preparaciones del suelo de gotera reticular de bovidos

(Grafica 10 y 11, Registro 6B).

Sin embargo, en la musculatura lisa de rumen de ovino,
la respuesta inducida por noradrenalina no es inhibida por la
incubacidén previa con verapamil (10°% M) (ARRUEBO Yy cols.,

1987).

Para KARAKI y ceols. (1979), el verapamil no inhibe la
contraccién fasica inducida por la noradrenalina en aorta de

coneijo.

En estudios realizados en musculo liso vascular CAVERO
y cols. (1983) y VAN ZWIETEN y cols. (1985), han demostrado
gque las respuestas provocadas por la activacion de los
receptores a,adrenérgicos son mas resistentes a la accion de
los antagonistas organicos del calcio que las inducidas por

estimulacion -

Cuando un agonista induce una respuesta contractil de la
fibra muscular lisa, se pueden provocar entre otros efectos,
cambios en la permeabilidad de la membrana a iones
monovalentes. Estos cambios producen un fendmeno de
despolarizacion de la membrana que abre los VOC (CASTEELS y
cols. 1977). Esto podria acontecer con la estimulacion

provocada por fenilefrina y por este motivo se podria inhibir
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ligeramente la respuesta de la fibra muscular lisa del suelo
de la gotera reticular de los bovidos mediante la incubaciodn

con verapamil (10°° M).

La incubacion durante 30 min de las preparaciones del
suelo de gotera reticular de bovidos con nitroprusiato soédico
(10 M) determina una inhibicién de 1la respuesta a la
fenilefrina que oscila entre el 15-46% durante los seis
primercs minutos de la respuesta. Es decir el componente

fasico se ve disminuideo (Grafica 10, Registro 6B).

ARRUEBO y cols. (1987) describen que la respuesta a la
noradrenalina de sus preparaciones se inhibe al 100% después
de la incubacién con nitroprusiato sédico (10° M), por

blogueo de la entrada de calcioc a traves de los ROC.

Para KARAKI y WEISS (1984) el nitroprusiato sodico
actua, en aorta de conejo, come un inhibidor de la entrada de
calcio a traves de los ROC, y por ello anula la contraccion
inducida por noradrenalina, pero no la inducida por altas

concentraciones de K.

Sin embargo en otros tejidos como Taenia coli, duodeno
o 1leon, el nitroprusiato no ejerce efecto sobre las
contracciones inducidas por agonistas (BRADING y SNEDDON,

1980; KREEYE, 1980; ROSENBERGER y cols., 1979). KARAKI y
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WEISS (1984) explican estos resultados considerando que en
estos tejidos puede haber otra poblacion de canales de calcio

operados por receptor no sensibles al nitroprusiato.

A parte de estas consideraciones los nitrocompuestos
parecen tener un efecto inhibitorio de 1la 1liberacidén de
calcio intracelular o bien favorecer su secuestro, puesto que
inhiben la contraccion provocada por agonistas en medio libre
de calcio (KARAKI y cols., 1984a,b). A este hecho se puede
atribuir 1la inhibicion parcial de la respuesta a la
fenilefrina de las preparaciones de fibra muscular lisa de
suelo de la gotera reticular de bovidos después de su
incubacién con nitroprusiato sodico (10°° M). Ademas KARAKI
y cols. (1979) sugieren due el componente fasico de 1la
respuesta de la fibra lisa a la noradrenalina se debe a la
liberacion de calcio de los depositos intracelulares. Si
tenemos en cuenta que el componente fasico, producido por la
fenilefrina en el tejido objeto de nuestro trabajo, se debe
también a la liberacién de estos depdsitos, estaria

justificada la accién del nitroprusiatec sobre las mismas.

El nitroprusiato carece de efecto sobre la respueta
tonica, que pudiera ser debida a la entrada de calcio a
traves de los ROC. Por 1lo tanto parece ser gque el
nitroprusiatc no ejerce un blogueo eficaz sobre los mismos,

o bien gue 1la entrada de calcic utilice otras vias
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diferentes, para compensar el cierre de este pasc. De
cualquier manera el comportamiento de nitroprusiato sddico en
ciertos tejidos aun no esta suficientemente aclarado por lo
que solo podemos hacer conjeturas sobre su actuacion hasta

que dispongamos de mas datos.
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5.2.3. Contraccion inducida por Estimulacion Eléctrica

Transmural

La estimulacion eléctrica transmural segin BRADING y
SNEDDON (1980) permite estimular de forma selectiva 1la
inervacion intrinseca de la fibra lisa muscular, sin que se

produzcan cambios en el potencial de membrana.

Para realizar la EET de las preparaciones del suelo de
la gotera reticular de los bovidos no disponiamos de ningun
dato previo. Por este motivo fue necesario realizar 1la
busqueda de los parametros optimos de estimulo y la relacidn

existente entre ellos.

Para comenzar nuestras pruebas, teniamos que determinar
con que valores iniciabamos nuestro trabajo. Las condiciones
que elejimos, se basaron fundamentalmente, en los datos de
referencia procedentes de otros tejidos lisos de zonas
proximas a la nuestra (proventriculos de rumiantes). En los
trabajos realizados por MURILLO (1981) sobre fibra lisa de
pilar de rumen de oveja se empleaban diferencias de potencial
de 80 V, freuencias de 10 Hz, pulsos de 40 ms y duracion del
estimulo 10 s. ARRUEBO (1986) en fibra circular de pared de
rumen utilizé 80 Vv, 16 Hz, 40 ms y 10 s. TANEIKE y OHGA
(1975) indican gque 1los parametros iddneos para la

estimulacion electrica transmural para preparaciones
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procedentes de rumen, reticulo y omasc de bovidos son:
voltaje supramaximal, 40-80 Hz, 1 ms Y 2-40 s. Las
condiciones de EET aplicadas sobre fibras lisas musculares
del aparato digestivo de otras especies no rumiantes,
difieren mucho de estas condiciones (KARAKI y WEISS, 1988;

VAL ARANDILLA, 1991).

En nuestros experimentos comenzamos a trabajar con
voltajes medios (50 V) y frecuencias inferiores a 1 Hz, con
impulsos continuados. Elevamos progresivamente el voltaije sin
obtener ningun tipo de respuesta; de manera que la capacidad
de respuesta de nuestro tejido frente a frecuencias muy bajas
es escasa e incluso nula. Contrastando con estos resultados
KARAKI y WEISS (1988) obtienen con frecuencias muy bajas
respuesta a la estimulacion eléctrica en preparaciones de

tejido vascular y en Taenia coli de cobaya.

Las primeras respuestas contractiles frente a la EET las
obtuvimos aplicando diferencias de potencial de 50 V con
frecuencias de 20 Hz, pulsos de 1 ms y una duracion del
estimulo de 3 s. Con estos valores como referencia dejabamos
fijos 3 de los parametros y variabamos el cuarto, hasta que
llegamos a determinar cuales eran las condiciones idéneas

para cada tipo de experimentacion.
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De los resultados obtenidos, observamos gque la
frecuencia es el parametro que mas influye a la hora de
provocar una contraccion por EET en las preparaciones del
suelo de la gotera. En las curvas frecuencia-respuesta a los

herzios se aprecia claramente este hecho (Grafica 15).

Como se observo en el apartado de resultados, 1los
valores utilizados en los distintos tipos de experimentos, no
coinciden con los valores necesarios para obtener una
respuesta maxima. Empleamos estas condiciones porgue la
utilizacion de los parametros maximos de estimulacidén, en
algunos casos determinan un agotamiento prematuro de la fibra
lisa de nuestras preparaciones, que impedian la realizacidn

de las pruebas.

Una vez determinados estos parametros, establecimos la
duracion del intervalo entre impulsos, observando gque si era
de 2 min (Grafica 12), las respuestas no eran homogeneas y se
producia un agotamiento de las fibras muy marcado. E1
intervalo de 4 min, produjo una respuesta que se estabilizaba
a los 30 min; en el tiempo que duro la prueba (2-5 h) no se

observé una disminucién de la respuesta contractil.

Por ello, consideramos que los parametros optimos de

estimulacion en funcion de las pruebas a realizar son:
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- Diferencia de potencial supramaximal: (70-100 V).

- Intervalos entre estimulos para estimulacidn
continuada: 4 min.

- Intervalo entre estimulos para la realizacidén de
trenes de 5 impulsos con descansc de 15 min entre
ellos: 3 min.

- Duracion de los pulsos: 4 ms.

- Duracion del estimulo: 5 s.

- Frecuencia para estimulacion continuada: 30 Hz.

- Frecuencia para estimulacidén de trenes de impulsos

con descansos de 15 min: 2, 6, 10, 20 y 30 Hz.

Bajo estas condiciones los experimentos realizados

fueron homogeneos y reproducibles.

Las respuestas contractiles obtenidas por estimulacion
eléctrica transmural son de caracter fasico y sincronicas con
el estimulo. Una vez finalizado éste aparece una relajacién
rapida que puede continuarse o no de una nueva contraccion
fasica, para finalmente alcanzar el tono inicial o descender

por debajo del mismo (Registro 9).

Este tipo de respuestas es semejante a las obtenidas por

MURILLO (1981) y ARRUEBO (1986) en musculo liso de pilar y

musculo liso circular de rumen de oveja.
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Comparando los parametros, vemos que la gotera reticular
es la que requiere impulsos mas cortos (5 s, frente a 20-40
s en musculo circular de rumen y 8 s en musculo liso de pilar
de rumen). La frecuencia que hemos utilizado es mayor que la
usada por ARRUEBO (1986) y MURILLO (1981) (30 Hz frente a los
10-16 Hz de las preparaciones de rumen) e inferior a las
utilizadas en rumen-reticulo-omaso por TANEIKE Y OGHA (1975)

(40-80 HzZ).

Para poder comparar la energia gue necesita cada tejido
para producir una respuesta contractil, nos basamos en la

siguiente relacién:

E. =V, x T.I. E. = Energia por impulso
Vo = Voltaje supramaximo
T.I. = Tiempo total gue esta

estimulado el tejido (s)

El T.I. se obtiene multiplicando la frecuencia (s') por
la duracion del pulso (ms) y por la duracion de estimulo (s),
todo ello dividido por mil, para expresarlo en segundos.
Mediante este calculo, hemos obtenido los siguientes valores
de E.: 0,6 s en la gotera reticular; 4 s en pilar de rumen;
6,4 s en musculo circular de rumen y desde 0,08 a 3,2 s en

rumen-reticulo-omaso. Por tanto, observamos que la gotera

reticular necesita menos energia que el resto de 1la
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musculatura lisa de proventriculos de rumiantes estudiados,
a excepcion del valor minimo usado por TANEIKE y OGHA

(1975). Se debe tener en cuenta, que el V,  es muy parecido

X

en todos ellos por lo gue no lo hemos tenido en cuenta.

En nuestro trabajo elegiamos preparaciones c¢on escasa o
nula motilidad espontanea, para facilitar la valoracion del
efecto debido a este tipo de estimulacion. Cuando el estimulo
eléctrico coincide con una contraccidén espontanea no se puede
establecer fidedignamente a que se debe el cambio de
amplitud. Esta sumacion de fuerzas es también descrita por

MURILLO (1981) y ARRUEBO (1986) en sus trabajos.

Cuando las fibras presentan motilidad espontanea y se
someten a EET, no se produce una abolicion de la misma. Estos
hechos también han sido descritos por MURILLO (1981) vy
ARRUEBO (1986). Ademas bajo estas condiciones después de una
contraccion inducida por EET, se produce otra espontanea de

caracteristicas variables en cuanto a amplitud y duracion.

Por otro lado en las preparaciones procedentes de
tejidos vascular o intestinal de otras especies podemos decir
gque se suelen asociar descargas puntuales con contracciones
transitorias y descargas mantenidas con contracciones

mantenidas (KARAKI y WEISS, 1988), mientras gque en las

193



preparaciones procedentes del suelo de la gotera reticular de
bovidos se reguieren descargas mantenidas durante 5 s para
conseguir una contraccion transitoria. Para lograr una
contraccion mantenida, nuestras preparaciones necesitaron
estimulos constantes con intervalos muy cortos (menos de 1
min) que inducen una tetanizacion que incapacita a la fibra

para responder.

Para poder determinar si la respuesta a la EET tiene un
origen miogénico o neurogénico incubamos las preparaciones
con TTX (10°° M) observando que no existia ningan tipo de
inhibicién de la respuesta (Registro 13). Teniendo en cuenta
que la TTX es un blogueante de la conduccidon nerviosa gue no
afecta a las ceélulas musculares lisas (RITCHIE y COHEN.,
1975), descartamos la participacioén del componente

neurogeénico.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por MURILLO
(1981) Y ARRUEBO (1986) sobre musculatura de rumen de oveia,

que describen una respuesta a la EET de tipo miogénico.

Por el contrario, TANIEKE y OGHA (1975), indican que la
TTX inhibe totalmente la respuesta inducida por EET en rumen,
reticulo y omaso, describiendo la respuesta de caracter

neurogenico.
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DENAC (1991), en fibras procedentes de preparaciones de
gotera reticular de bovidos observa que la respuesta inducida
por noradrenalina no se modifica por la incubacidn con TTX.
Por esta razon, atribuye la contraccidon obtenida a la
existencia de receptores a noradrenalina en la pared de la
membrana y no a traves de 1la 1liberacion de otros

neurotransmisores por estimuloc presinaptico.

Aungue nuestras pruebas difieren de las de DENAC (1991),
en ambas se pone de manifiesto la naturaleza miogénica de

estos tipos de respuesta.

Descartado el componente neurogenico gque podria inducir
la 1liberacidon de neurotransmisores gque nos condujesen a
conclusiones erroneas sobre la respuesta obtenida, pasamos a
estudiar la influencia del ca® intra o extracelular en los

fenomenos de contraccion.

VAN BREEMEN y cols. (1980, 1981) sugiere gue la
contraccién del musculo liso no vascular inducida por EET,
depende de los movimientos y concentracion de ca®

extracelular e intracelular.

En primer lugar, para determinar la accion del ca® sobre
la respuesta a la EET en muscule liso de gotera reticular,

privamos de este cation a las preparaciones, mediante la
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sustitucién de RT por RT0Ca®® mas EGTA. Se observé una
inhibicion superior al 50% en la curva de frecuencias
(Grafica 16, Registro 10A y 10B). Este hecho sugiere que 1la
influencia del calcio extracelular en este tipo de
contraccion es importante aungue no es mayor que la de los

depositos intracelulares.

ARRUEBO (1986) en preparaciones de musculo liso circular
de rumen de oveja, destaca una fuerte inhibicion de 1la
respuesta a la EET, en ausencia de calcio (83,8%): este
fenémeno es mas marcado cuando se incorpora EGTA (1-2 mM) al
medio (92,1%). En cambio nuestra prueba fue realizada en
presencia de EGTA (0,1 mM), para evitar la reutilizaciodén de
calcio liberado en cada estimulo, asi como para gquelar el

fijado a la membrana.

No podemos determinar si se debe a gque el calcio unido
a membrana tiene una influencia menor en la contraccion de la
gotera reticular y mayor en musculc circular de rumen de
oveja, o bien, si se debe a que las concentraciones de EGTA
en el medio son distintas. En nuestro caso, aungue son
inferiores a las de ARRUEBO (1986), creemos son suficientes
para provocar fenomenos de quelacion y no originar

alteraciones funcionales de la membrana.
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En las pruebas realizadas con estimulos de frecuencia
fija ( 30 Hz, voltaje supramax., 4 ms, 5 s) y en ausencia de
calcio mas EGTA (0,1 M), la preparacidén mantenia una
respuesta equivalente a la obtenida en presencia de calcio
frente a los estimulos durante unos 60 minutos vy
posteriormente producia un descenso progresivo en la amplitud
de la contraccion, pero no desaparecia incluso después de mas
de dos horas de estimulacion eléctrica continuada. Este
efecto de privacion de calcio es totalmente reversible, ya
que al reponer el Ca® en el medio y suprimir el EGTA, la
fibra recuperaba totalmente su capacidad de contraccién
inicial. Este hecho indica fundamentalmente wun rellenado
rapido de los depositos intracelulares de calcio, que podria
entrar a traves de 1los canales convencionales y ademas
pensamos que estarian implicados los canales de goteo, pues
la entrada del cation a traves de ellos se veria favorecido
por la diferencia de gradiente entre ambos lados de la

membrana.

La incubacion de las preparaciones con verapamil vy
nitroprusiato sodico no produjo ninguna inhibicion sobre la
respuesta a la EET, gue fuese estadisticamente significativa

(Grafica 17, Registro 11).

ARRUEBO (1986) describe que el verapamil es capaz de

inhibir la respuesta de la fibra lisa circular de rumen de
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ovido frente a la EET de manera altamente significativa vy
sugiere gque la entrada de calcio al interior de la célula se
produce a través de los VOC, activados por cambios en el
potencial de membrana. Sin embargo, el nitroprusiato sddice
no ejerce efecto alguno en la aparicion de dicha respuesta.
Los resultados que hemos obtenido con el nitroprusiato sodico

coinciden con los de ARRUEBO (1986).

Teniendo en cuenta qgue la ausencia de ca® en el medio
extracelular, permite que se produzca una contraccion cuya
amplitud es el 50% del valor normal v que la utilizacion del
verapamil o el nitroprusiato no modifica este tipo de
respuesta, podriamos considerar que los VOC y los ROC no
estan implicados en los movimientos del calcio a través de la
membrana celular durante la EET. O bien que trabajando con
frecuencias altas (2-30 Hz) la eficacia de los blogueantes
esta disminuida. BEATTIE y cols. (1986) describen 1la
diferente eficacia de los blogueantes en funcion del tipo de

frecuencia empleada para inducir una contraccion.

No obstante queda patente 1la importancia de 1la
participacion de los depdsitos intracelulares de calcio en el
fenémeno de contraccion inducida por estimulacién eléctrica
transmural, gque le confieren caracteristicas de muasculo

estriado.
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En este sentido la adicion de cafeina (30 mM), no
produce una contraccion de las fibras como sucede en otros
tejidos musculares estriados, seguida de un fenomeno de

tetanizacidén (ENDO, 1977; FABIATO, 1%77).

La falta de efecto directo contractil, indicaria que el
posible vaciamiento de los depositos intracelulares de calcio
de forma brusca no es suficiente para desencadenar el

fenomeno de contraccion (Registro 12).

AHN (1988) indica que la cafeina sobre masculo 1liso
tiene efectos duales, sobre tejido wvascular induce una
contraccion transitoria debida a esa liberacion de calcio y
posteriormente un efecto inhibitorio; mientras que en otras
preparaciones de musculo liso tratade con saponinas
desarrolla una potente actividad inhibitoria de 1la

contraccion (SAVINEAU, 1988).

Estos autores dudan de la eficacia del empleo de cafeina
en el estudio de los depositos intracelulares de calcio. En
nuestras preparaciones observamos que la cafeina provoca un
fuerte desplazanmiento de la curva a la derecha, que es mucho
mayor cuando se priva de calcio extracelular a la preparacion

(Grafica 18).
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Es indudable gue se ha producido un vaciamiento
importante de los depositos intracelulares, que parecen ser
los maximos responsables de los fendmenos de contraccion
inducida por EET. Si hay presencia de calcio extracelular, es
posible un rellenado de estos depositos. Por el contrario en
ausencia de calcio extracelular hay una abolicion completa de

la respuesta (Grafica 18).

Teniendo en cuenta lo indicado por ITNO (1990), sobre el
vaciamiento de los depositos S, y S;, a traves de cafeina e
IP; en el primer caso y s0lo por IP; en el segundo, En nuestro
caso los depésitos intracelulares de calcio se
corresponderian con los del compartimento S,. No tenemos
pruebas complementarias suficientes para poder afirmar esta
situacién; siendo solamente una hipdtesis y mas teniendo en
cuenta gue IINO trabaja en un tejido diferente y dque el
comportamiento de las distintas musculaturas lisas no es

siempre el mismo.

Otras teorias ponen de manifiesto que la inhibicion de
la cafeina en el proceso de contraccion, tanto si ha sido
inducida por K, como por noradrenalina o carbacol, (AHN,
1988; NOUAIILHETAS, 1988) podria ser debida a la accion de
ésta sobre la fosfodiesterasa, que a su vez esta implicada en
los procesos de la degradacion del AMPc. Al aumentar la

concentracion de AMPc se produce una fosforilizacion de la
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cadena ligera de miosina impidiendo el proceso de contraccién

(SAVINEAU, 1988).
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6.- CONCLUSIONES




CONCIUSIONES

El XC1 (42,4 mM) induce sobre la musculatura lisa del
suelo de la gotera reticular bovina, una contraccién que
se ve inhibida por el verapamil (10°¢ M), por la
ausencia de Ca® en el medio y no se ve afectada por el

nitroprusiato sodico (107 M).

El verapamil (107® M) y el nitroprusiato (10°®M) inhiben
la contraccion producida por concentraciones crecientes
de CaCl, (0,25-7 mM) en una solucion despolarizante y

libre de calcio, en un 80 % y 20 % respectivamente,

La fenilefrina (10°® M) induce una contraccion con un
compoente fasico y otro tonico en la musculatura lisa de
la gotera reticular bovina. ILa ausencia de ca?,
determina una inhibicion parcial del componente toénico,
el nitroprusiato (10°® M) soédico del fasico y el

verapamil (10* M) de ambos compcnentes.

Los parametros idoneos de estimulacidén electrica
transmural en el musculo liso del suelo de la gotera
reticular bovina son: voltaje supramaximal (70-100 V),
frecuencia 30 Hz, pulso 4 ms, duracion del estimulo 5 s
e intervalo entre estimulos 4 min. La contraccion es

sincronica al estimulo y de tipo fasico.
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La respuesta a la estimulacidon electrica transmural es

de tipo miogénico.

El verapamil (10® M) y el nitroprusiato sédico (107°M)
no modifican la respuesta a la estimulacidon electrica
transmural. En ausencia de ca® extracelular no
desaparece la respuesta de este musculo lise a la
estimulacion electrica transmural, al menos durante 2

h de estimulacidn constante.

La cafeina (30 mM) determina un efecto inhibitorioc de 1la
contraccion inducida por estimulacion electrica

transmural, gue se acentua en ausencia de calcio.

La importancia de la participacion de los depositos
intracelulares de calcic en los fenomenos de contraccion
inducida por estimulacion electrica transmural le

confieren caracteristicas de musculo estriado.
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7.- RESUMEN




Se ha llevado a cabo un estudio sobre el musculo
liso del tercio anterior del suelo de 1la gotera
reticular, con objeto de determinar el papel del calcio
en los fendmenos de contraccion de dicha fibra. Las
respuestas contractiles de esta fibra, han sido inducidas
mediante el empleo de altas concentraciones de K,
fenilefrina (107® M) y estimulacion eléctrica transmural,
en presencia y ausencia de Ca® en el medio extracelular.
Como posibles antagonistas de los movimientos del calcio
a traves de la membrana c¢elular, hemos utilizado
verapamil (10°® M) y nitroprusiato sdédico (10°% M).

En la despolarizacion inducida por K', el verapamil
tiene una CI,, = 3,9x10° M y el nitroprusiato sddico
una CIg, = 1,41x10™* M. La ausencia de Ca®" en el medio y
el verapamil produce una inhibicidon de la contracciodn
inducida por KC1 (8,8-42,4 mM), pero no el nitroprusiato
sodico. Frente a concentraciones crecientes de cCacl,
(0,25-7 mM) en una solucion despolarizante, el verapamil
inhibe un 80% la respuesta y el nitroprusiato sodico un
20%. En la respuesta contractil inducida por fenilefrina
la ausencia de Ca* determina una inhibicién del
componente tonico; el nitroprusiato del componente fasico
y el verapamil de ambos.

Los parametros iddéneos para lograr una respuesta
contractil homogenea y reproducible mediante la
estimulacion eléctrica transmural son: voltaje supramax.,
50-80 V, 30 Hz, 4ms, 5 s. Esta respuesta es inhibida un
50% por la privacion de calcio y no se modifica por 1la
accién del verapamil ni del nitroprusiato sdédico. La
cafeina (30 mM) produce un fuerte efecto inhibitorio de
la respuesta, que es mas evidente en ausencia de calcio
extracelular.

Por todo ello consideramos importante la influencia
del calcio extracelular y la capacidad de almacenamiento
del cation ca® en los depositos intracelulares del
misculo liso del suelo de la gotera reticular bovina, que
le confieren caracteres semejantes a la musculatura
estriada.
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