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1. -JUSTIFICACION



En la línea de investigación que se desarrolla en

nuestra Cátedra, se encuentra el estudio de la funcionalidad

de la gotera reticular y su implicación en procesos

farmacocinéticos y terapéuticos.

La gotera reticular es un segmento del canal gástrico,

con capacidad para cerrarse y conducir la leche en el animal

prerrumiante desde el esófago hasta el abomaso. En el animal

adulto, aunque pierde tuncionalidad, ésta no desaparece y

puede vehicular ciertos fármacos y nutrientes directamente al

abomaso.

Es una zona de transición entre músculo estriado

(esófago> y músculo liso (rumen—retículo). Además presenta un

componente de motilidad refleja y autónoma (células de

Auerbach), que 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 espontánea y los receptores presentes en esta

estructura. Un estudio más profundo sobre los mecanismos que

regulan su funcionamiento, podría dar lugar a importantes

mejoras desde el punto de vista farmacológico y terapéutico,

además de servir como un nuevo modelo de experimentación.
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Por todas estas razones y teniendo en cuenta la

importancia de los movimientos del calcio en el proceso de

contracción 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 depósitos intracelulares del mismo en el

mecanismo intrínseco de la contracción de este tipo de

fibras.
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2.- REVISION BIBLIOGRAFICA



2.1. GOTERARETICULAR

2.1.1. Anatomía

La gotera reticular, gotera esofágica, surco reticular

o “sulcus reticuli” es una estructura anatómica que comienza

en el cardias y termina en el orificio retículo—omasal;

podríamos considerarla como una prolongación del esófago

hasta el omaso (Figura 1). Desde 1983 y según la Nómina

Anatómica Veterinaria, el “sulcus reticuli” se considera que

constituye la primera porción de una estructura anatómica

denominada “sulcus ventriculi” o canal gástrico. Es una via

directa para el paso de líquidos y sólidos desde el esófago

hasta el abomaso.

El surco reticular está constituido por dos pliegues o

labios, derecho e izquierdo (“labiun dextrum, labiun

sinestrum”), en relación a su posición, 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 disposición espiral

de unos 1800, de manera que sus pliegues o labios se

proyectan primero caudalmente, luego hacia la izquierda y

finalmente adquieren un sentido craneal, invirtiendo su

posición relativa en el extremo ventral de forma que, el

labio derecho solapa el orificio retículo—oxnasal, es decir,
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en su última porción los labios se cruzan y unen formando un

rodete muscular denominado esfinter retículo—omasal (MABEL,

1982; KRAHIMER, 1982; SEREN, 1975).

La longitud de los labios en el ganado vacuno, segun

autores, es variable, aunque se mantiene siempre dentro de

unos límites. Para SISSON y GROSSMAN<1982), su longitud

oscila entre 18-20 cm. Según BRUNI y ZIMMERL (1947) el tamaño

de los labios se situa entre 15—20 cm y para FLORENTIN

<1952), sería de 15-18 cm de longitud por 2—3 cm de grosor

(SEREN, 1975; 5155011 y GROSSMAN, 1982).

El segundo segmento del canal gástrico se corresponde

con el “sulcus omasi” o surco omasal, gotera omasal o canal

del librillo, que se extiende desde el orificio retículo—

omasal hasta el omaso—abomasal, midiendo entre 10—12 cm de

longitud por 3—4 cm de grosor. Presenta una disposición

inclinada caudal y ventralmente <HABEL, 1982). El último

tercio de esta estructura lo forma el “sulcus abomasi”, surco

abomasal o canal abomasal, que según NICHEL y WILKINS (1955)

es un complejo muscular oblicuo que comienza poco antes del

final de la gotera omasal y discurre a lo largo de la pared

lateral del abomaso <SEREN, 1975; 1<RAHMER, 1982; MABEL,

1982).
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La inervación de la gotera reticular es llevada a cabo

por dos sistemas, uno extrínseco y otro intrínseco. El

sistema extrínseco de inervación corre principalmente a cargo

de los troncos vagales. Del tronco vagal ventral parten

varias ramas que se despliegan por todo el retículo, de forma

paralela a las de la arteria reticular. Las ramas que se

dirigen al labio izquierdo se originan a partir del mismo. El

tronco dorsal del vago desciende unido al plexo simpático

sobre la arteria ruminal izquierda, para dirigirse hacia el

lado visceral del cuello del omaso, lugar del que parten unas

pequeñas ramas, que inervan el labio derecho del surco

reticular. Varias ramas grandes se distribuyen en la

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

El sistema intrínseco de inervación de la gotera corre

a cargo del plexo subseroso, que a su vez posee dos

componentes: el plexo mioentérico 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> describió que a partir del plexo

mioentérico parten haces de fibras que se dirigen hacia la

musculatura lisa y estriada. A nivel de la capa externa del

músculo liso, adquieren una configuración de abanico,

llegando algunas de ellas a la submucosa. En la musculatura

9



estriada de los bóvidos las placas motoras pueden aparecer

expandidas o con morfología lobular (SEREN, 1975).

También procedentes del plexo de Auerbach se demostró en

1956 por FILOTTO, NEGRI y MIRAVAL, la existencia de redes

neurotibrilares en las papilas y corpúsculos sensitivos de la

submucosa del píloro, orificios omaso—abomasal, retículo—

omasal y porción distal de la gotera reticular. Se piensa que

juegan un papel muy importante en los procesos de apertura y

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

PELAGALLI y cols. en 1974, observaron que el componente

nervioso vegetativo del plexo mioentérico, está constituido

por una densa trama de fibras largas que en sus puntos de

ramificación constituyen pequeños ganglios. Así mismo,

también observaron pequeñas 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 lámina

propia hasta el epitelio, originando una red amielinica

subpapilar y presentando en las fibras, expansiones con forma

de arabescos o en corpúsculos de Ruffini simples o

ultraexpansivos (PELAGALLI et col., 1974, 1975; MABEL, 1982).
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La irrigación sanguínea de la gotera reticular, fue

descrita por MABEL en 1970. Depende de una rama de la arteria

ruminal izquierda que 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 omaso abomásica, que son

afluentes de la vena reticular, se encargan del retorno

venoso sanguíneo procedente de esta estructura.

SCHIJMMERy cols. (1981) describieron que la linfa de la

gotera reticular, drena a los lintonódulos reticulares. Estos

se situan en la superficie dorsal y posterior del retículo,

en su zona de transición con el abomaso. Son pequeños nódulos

de 0,5—1,5 cm de diámetro y su número oscila entre 1 y 7.

Recogen la linfa del retículo y también la procedente de los

linfonódulos retículo—aboxnasales y rumino—abomasales. Desde

los linfonódulos reticulares la linfa se dirige hacia los

linfonódulos esplénicos o directamente al tronco gástrico,

que a su vez drena en el visceral y finalmente en la cisterna

del quilo (NICKEL y cols., 1981).

11



2.1.2. Histología

La gotera reticular, desde el punto de vista

histológico, presenta cuatro túnicas o capas que son comunes

en todas las estructuras del aparato digestivo: mucosa,

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

La mucosa en los proventrículos de los rumiantes esta

formada por tres estratos: epitelio escamoso, muscular de la

mucosa y la lámina propia. Su coloración es más oscura en los

labios que en el suelo, presentando pliegues longitudinales

en los primeros y papilas corneas en el segundo, muy próximas

al orificio retículo—omasal (LEWIS, 1962).

El epitelio escamoso estratificado que recubre la

totalidad del surco reticular, en el caso de los bóvidos,

carece de glándulas (SISSON y GROSSMAN,1982); no siendo así

en el ganado lanar que según MUTOHy WAKURI (1988), presenta

sobre todo en animales jóvenes, unas glándulas mucosas,

serosas y mixtas en el labio izquierdo y alrededor del

orificio retículo—omasal, habiendo un predomio de las serosas

y mixtas en animales jóvenes y de mucosas en los adultos,

siendo su función meramente lubricante.

La túnica muscular de la mucosa es incompleta y menos

evidente en el suelo que en los labios; procede de la capa
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muscular que reviste el esófago y se continua en forma de

túnica completa a nivel del omaso (OSMIAN y HERO, 1982). La

lámina propia presenta fibras colágenas y elásticas,

encontrándose unida a la submucosa de composición semejante,

en cuanto al tipo de fibras.

La túnica muscular de los labios está formada por fibras

musculares lisas que discurren longitudinalmente, en igual

sentido que éstos. Dan lugar a la formación de dos asas, una

alrededor del cardias y otra alrededor del orificio retículo—

omasal. Lateralmente van a perderse en la capa interna de la

túnica muscular del retículo (DELLMAN, 1971).

En el suelo se pueden distinguir una capa muscular

interna y otra externa. La interna la conforman fibras

musculares lisas transversales al eje mayor de la gotera. Un

pequeno numero revierte hacia los labios insertándose entre

sus fibras longitudinales; las restantes se dirigen hacia la

capa externa de la túnica muscular del retículo, para acabar

fundiéndose en la misma. La muscular externa del suelo está

formada por fibras lisas y estriadas, distribuidas de forma

irregular por su estructura. En la zona próxima al cardias

hay un predominio de las estriadas y proceden de la

musculatura esofágica, apareciendo progresivamente un aumento

del tejido liso (DELLMANN, 1971).
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2.1.2.1. Estructura del músculo liso

El músculo liso presenta una estructura semejante a la

del estriado. Estudios de microscopia electrónica y

difracción de rayos X, han demostrado que contiene a las

proteínas actina y miosina distribuidas en forma de

filamentos (LOWY y cols. 1970; SOMLYO y cols. 1973;

SHOENBERGZy HASELGROVE, 1974).

Las moléculas de miosina de la musculatura lisa se

presentan constituyendo los filamentos gruesos.

Estructuralmente está 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). El contenido de miosina

es menor que en el músculo estriado, pero a pesar de ésto, es

capaz de desarrollar una tensión similar (HARTSHORNE y

GORECRA, 1980).

La actina es una proteína globular de 43.000 daltons de

peso molecular que se polimeriza en forma de doble filamento

para constituir los llamados filamentos delgados (VIBERT y

cols, 1982); estos filamentos además de actina contienen

tropomiosina y carecen de la troponina presente en el músculo

estriado (HARTSHORNE, 1980).
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Los cambios de longitud del músculo liso, se deben a

fenómenos de unión y separación de la molécula de miosina y

los filamentos de actina, formando puentes cruzados que

determinan un deslizamiento de los filamentos delgados y

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

HARTSHORNE(1980), expuso que la formación de dichos

puentes para mantener la misma tensión, requiere un menor

gasto de ATP para el músculo liso que para el estriado,

debido a que su velocidad de formación es más lenta. SIEGMALN

y cols. (1976), al igual que DILLON y cols. (1981)

postularon que este menor gasto de ATP se debía a la

formación de puentes cruzados fijos, no cíclicos.

En cuanto a la distribución espacial de los filamentos

gruesos y delgados de la célula muscular lisa, no ha podido

demostrarse la existencia de miofibrillas y sarcómeros

separados por lineas Z, ya que bajo microscopia óptica no se

aprecia estriación transversal y con el microscopio

electrónico no se observa una repetición 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 célula.
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SMALL (1974), determinó que estos filamentos forman un ángulo

de unos 100 con el eje celular.

Durante la contracción, los filamentos se deslizan

permaneciendo paralelos según GABELLLA (1984); mientras que

SMALL (1974), FAY y cois. (1976) y FISHER y BAGBY (1977)

indican que forman ángulos de 300, e incluso de SO~ con el eje

celular.

COOKE (1976), sugiere que la distribución de los

miofílamentos forma una estructura semejante al sarcomero,

debido a la presencia de un citoesqueleto, formado por

filamentos intermedios, cuerpos densos y bandas densas. Los

cuerpos y bandas densas contienen a—actinina, que es el

principal componente de las líneas Z del músculo esquelético,

suponiéndose que su función es similar (JOCKUSH e ISENBERG,

1981). Aunque la función y la distribución exacta del

citoesqueleto no son totalmente conocidas, ésta proporciona

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

La relación existente entre células musculares lisas

adyacentes, ha sido descrita como una hendidura de unos 100

nm aproximadamente, en la cual se distribuyen fibras de

colágeno, elásticas y otros materiales extracelulares,

constituyendo el estroma. Entre ambas células existen zonas

de contacto que constituyen las llamadas uniones

16



intercelulares, que 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 aposición de

las membranas, con un espacio entre ambas de 2—3 nm.

Presentan unas subunidades o puentes que podrían

corresponderse con los canales iónicos (GOODENOUGHy REVELT,

1970; LITWIN, 1980).

Las uniones intermedias se establecen entre dos bandas

densas de células vecinas. Son uniones rígidas,

pertenecientes a uniones adherentes, que se encuentran en

relación con el citoesqueleto contráctil. Su función es

permitir el acoplamiento mecánico entre dos células (GABELLA,

1984)

Finalmente para acabar de describir el aparato

contráctil 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 lámina

basal que rodea la superficie celular y las fibras de

colágeno del estroma. También pueden ser realizadas mediante

una glucoproteina de 220.000 daltons de peso, que es la

fibronectina. La fibronectina apararece alrededor de las

17



células musculares lisas, vasculares y viscerales (STENMAN y

VAHERI, 1978), aunque su función no ha sido totalmente

determinada.
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2.1.3. Embriología

La morfogénesis e histogénesis de la viscera gástrica de

los rumiantes ha sido ampliamente estudiada, girando

alrededor de aspectos tanto generales, como concretos de este

desarrollo (HENRICKSON, 1970; STINSON y CALHOUN, 1976;

PANCHIAMUXHI y cols. 1975, 1977; PANCHAMU?KHI y MUDHOLKAR,

1978; PANCHAMUKHIy SRIVASTAVA, 1982; VIVO y ROBINA, 1990,

1991)

La gotera reticular y sus labios derivan de las crestas

mesodérmicas dorsal y ventral (SCHWARZE, 1984). Numerosos

autores consideran que los proventrículos de los rumiantes

proceden de un estómago primordial simple fusiforme y que no

hay ninguna aportación esofágica en dicho desarrollo

(PERNKOPH, 1931; MARTIN y SOHAUDER, 1935; HOFMAN, 1969;

ELLENBERGERy BRAUN, 1974).

Frente a esta idea de no participación del esófago en la

organogénesis de la víscera gástrica de los rumiantes, MUTOH

y WAKURI en 1988, demostraron mediante técnicas de

microscopia óptica y electrónica, la similitud existente

entre las glándulas presentes en la gotera reticular de la

oveja, las glándulas esofágicas bovinas (WAKURI y MUTOH,

1972) y las glándulas de la base del omaso de las cabras

(WAXURI, 1980). Estos autores sugieren que el área del surco
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reticular que contiene estas glándulas (labio izquierdo y

proximidades del orificio reticulo—omasal) puede proceder del

esófago en la organogénesis de los proventrículos ovinos.

Estudios embriológicos sobre el origen del estómago de

los rumiantes han demostrado que las goteras reticular y

abomasal se extienden a lo largo de la curvatura menor del

primordio simple de los proventrículos, mientras que la

omasal está situada en la curvatura mayor. MARTIN y SOHAUDER

(1935) y WARNER(1958) describieron que en el primordio de la

víscera gástrica de los rumiantes, la gotera primitiva

flanqueada por dos crestas, estaba presente desde el cardias

hasta el píloro 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 hipótesis que apuntaba a que las láminas omasales se

extienden y originan a partir del surco gástrico; fue

confirmado por KANOy cols en 1988, considerando al omaso una

parte aumentada del surco gástrico. Así mismo, en animales

adultos, los pliegues de la gotera reticular son el resultado

de la unión de los pliegues esofagicos y las láminas

omasales.
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La histogénesis de la gotera reticular del búfalo

(Bubalus bubalis) fue determinada por PANCHAMUKHI y

SRIVASTAVA en 1982. Sus estudios comprendían todo el

desarrollo desde el estado de primodio del individuo, hasta

el nacimiento del mismo. Hasta que el embrión alcanzaba un O—

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—Rde 3,2 cm fue considerado como un epitelio uniformemente

distribuido, y a partir de este momento se apreciaba una

clara diferenciación en dos estratos: basal y superficial. El

estrato basal del suelo, cuando la longitud del C-R del feto

era de 10,2 cm, sufría evaginaciones para dar lugar a la

aparición de pliegues longitudinales. A O—E 25,5 cm, el

estrato basal de los labios formaba papilas. Tanto los

pliegues como las papilas estaban constituidas por la lámina

propia, la muscular de la mucosa y la submucosa. Cuando el

tamaño era de 50,5 cm el epitelio presentaba células

escamosas estratificadas con queratinización semejante a las

de los animales adultos, que después se extendían a los demás

compartimentos y finalmente al esófago. Este estudio está en

contra de la teoría de la saculación (SISSON y GROSSMAN,

1953) que defendía que el epitelio estratificado de los

proventrículos es continuación del epitelio esofágico

(LAMBERT, 1948; WARNER, 1958).
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Las observaciones hechas por PANCHAMUXHI y cols. en

1975, sobre la morfogénesis del estómago del búfalo en

comparación con las hechas en terneros, dieron lugar al

pensamiento de que la diferenciación regional del rumen tiene

lugar antes en el búfalo.

Estas aportaciones no están en concordancia absoluta con

los recientes y exhaustivos estudios de VIVO y ROBINA (1990,

1991) sobre el desarrollo del estómago en el vacuno,

inspirados en los realizados por DEL RIO ORTEGA en 1973 en

ovinos. Se ha demostrado que el primer segmento del surco

gástrico comienza a hacerse patente en fases típicamente

embrionarias de 42 días y C—Rde 3,3 cm, apreciándose como

una comunicación entre el atrio del estómago y el omaso en

crecimiento. En este mismo estadio existen indicios del surco

omasal. En períodos posteriores de feto precoz con 57 días y

un C-R de 6,5 cm, el surco gástrico se observa con nitidez

apareciendo una gotera reticular evolucionada, portadora de

dos labios, derecho e izquierdo. El labio izquierdo termina

integrándose 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 que marca el pilar del omaso.
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2.1.4. Fisio—tarmacología de la función motora

El funcionamiento de la gotera reticular, merece una

atención especial dentro de este apartado. La gotera puede

determinar el lugar del estómago en que se van a localizar

los líquidos ingeridos, es decir, en el retículo—rumen o en

el abomaso. Cuando los labios de la misma se cierran, se

forma un tubo que conduce los líquidos deglutidos

directamente hacia el sulcus omasal y finalmente al abomaso.

En el animal lactante prerrumiante la leche y otros

sucedáneos líquidos 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, que

supuso que esta estructura anatómica servía para dirigir la

leche deglutida al abomaso. Para realizar esta aseveración

tuvo en cuenta las observaciones directas de la gotera, su

disposición anatómica y el hecho de que en las terneras

sacrificadas solo aparecía leche en el abomaso (NEWHOOI< y

TITCHEN, 1976).

FLUORENSen 1844 pensó que su función estaba relacionada

con la formación del bolo alimenticio durante el proceso de

la ruta. Esta teoría fue rebatida por COLLEN en 1871> que

mediante una técnica de sutura de los labios con alambre de

23



cobre, observó que los animales seguían regurgitando (LEWIS,

1962).

Estudios realizados por WES92ER (1930) indicaron que en

los “rumiantes jóvenes” la gotera dirigía los líquidos

ingeridos hacia el abomaso. También apuntó que el cierre de

esta estructura se debía a un mecanismo reflejo. Al mismo

tiempo, estudió el efecto de distintos compuestos químicos

presentes en la leche sobre el cierre de la gotera, llegando

a la conclusión que mediante la administración de sales de

sodio, se estimulaba su funcionamiento hasta los 2 anos. En

investigaciones posteriores de WATSONy JARRET (1944) los

resultados obtenidos ante las sales de sodio fueron

negativos, frente a los de sales de cobre que resultaron

positivos (LEWIS, 1962).

En 1948, ESCURAT estableció qué sales eran capaces de

provocar el cierre y que concentraciones eran necesarias

(CíNa 1%, INa 4%, SO4Na2 5%, SO4Ag 10%, CO3HNa 3%, Sacarosa

10%, NO3Na 1%, C2H3O2Na 2%).

Profundizando más en esta cuestión, BRUNAUDen 1952

determinó que era necesario aumentar la dosis según avanzaba

la edad del animal (SEREN, 1975).
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Coincidiendo con las anteriormente mencionadas

aportaciones de FABER, SCBALX y M4ADONen 1928 y TRAUTMANy

SCHMITT en 1933, sostuvieron el punto de vista, de que

independientemente de la forma en que el líquido era

consumido, éste pasaría de forma directa al abomaso,

sosteniendo los primeros la teoría de que a medida que

aumentaba la edad del animal, el funcionamiento de la gotera

reticular tiende a cesar, atribuyendo este fenómeno, TRAUTMAN

y SCHHITT, a una regresión progresiva en el desarrollo de los

labios y llegando a la conclusión de que el cierre era

controlado por un mecanismo reflejo activado desde boca y

faringe (SEREN, 1975).

I9ATSON en 1944 hizo una contribución importante en esta

materia, al relacionar el comportamiento del animal con el

control de cierre, proponiendo que es el resultado del

conjunto de actitudes que rodean el acto de mamar.

Considerando que el cierre o apertura se debe a la cantidad

y calidad del líquido ingerido, en los terneros que succionan

se provoca el cierre, y en los adultos que beben, la gotera

permanece abierta (SEREN, 1975).

Estas observaciones de WATSONfueron confirmadas por

ORSKOVy BENZIE en 1969 que demostraron que únicamente cuando

el animal mamaba voluntariamente y demostraba la

característica “agitación juvenil”, se procedía a un cierre
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eficaz de la gotera. Esto sucedía de una forma independiente

a la composición química del líquido 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

líquido o bebían para saciar su sed, la gotera permanecia

abierta cayendo la ingesta al ruinen.

Trabajos realizados por PHILLIPSON en 1946 y ORSI<OV y

cols. 1970 y 1988 y GUILHERMETy cols. en 1974, demuestran la

importancia que tiene el reflejo condicionado (presencia de

la madre o del biberón> para lograr el cierre del surco

reticular. La gotera puede llegar a cerrarse en animales

entrenados, mediante reflejos condicionados durante toda la

vida. La administración de forma regular a cabras lactantes

de líquidos 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 en aquellos 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 más eficaces para provocar

el cierre de labios de la gotera (ORSKOV, 1988). CHAFMAN y

cols., en 1986 apreciaron que en ovejas puede mantenerse

activo durante cuatro años.

26



COMILINE y TITOHEN (1951), pudieron estudiar en óvidos y

bóvidos jóvenes descerebrados, las características físicas

del mecanismo reflejo, sus vías aferentes y eferentes, así

como su relación con la succión. En estos animales al

administrar adrenalina por vía endovenosa se producía una

respuesta refleja de la gotera. También los labios se

contraían cuando se estimulaba el nervio vago en sentido

eferente. Luego demostraron, que fibras parasimpáticas

colinérgicas procedentes del nervio vago abdominal dorsal y

de su rama ventral, aunque en menor proporción, constituían

la vía eferente del reflejo (COMILINE y TITaREN, 1962; DE

VUYST, 1974).

Estos mimos autores, a partir de experimentos en los que

introducían agua en la zona posterior de la cavidad bucal o

estimulaban directamente esta región, provocaron los reflejos

de deglución y cierre de gotera. Por esta razón definieron la

vía aferente del reflejo del cierre de la gotera como los

cabos centrales de los nervios laríngeos superiores.

Las propiedades de este reflejo son: sunación de

estímulos subliminales, fatiga, latencia refleja,

postdescarga e inhibición.

Los reflejos de deglución y cierre de la gotera

comparten una zona reflexógena común, encontrándose
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coordinados, aunque resultan totalmente independientes. El

reflejo de cierre de gotera puede inhibirse mediante el

estímulo del cabo central de la rama abomasal del nervio vago

abdominal ventral, así como por la estimulación del nervio

glosofaríngeo. En este último caso también sería abolido el

reflejo de deglución. Otros mecanismos serían la

administración endovenosa de adrenalina y noradrenalina y la

estimulación de la rama periférica del nervio esplácnico.

También existen diferencias, en cuanto a estímulos de

caracter subliminal para la deglución, 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 la

gotera va a provocar un fenómeno de contracción de la

musculatura lisa y estriada presente. Según BORGATTI (1956)

comienza en el esfinter omasal, para propagarse por los

labios, retículo, atrio ruminal y sacos dorsal y ventral del

ruinen (SEREN, 1975).

Desde un punto de vista macroscópico, el cierre de la

gotera consiste en un primer movimiento de acortamiento y

aposición de los labios, para continuarse con un segundo

movimiento que determina una inversión de los mismos,

mediante un giro del labio izquierdo sobre el derecho

(COMLINE y TITOHEN, 1951>. Son movimientos bifásicos con una
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duración entre 20-35 segundos. Para HORGATTI y MATOHER, sus

registros gráficos se representan como mesetas de 3—4

contracciones, separadas por períodos de relajación de 10—60

segundos (SEREN, 1975).

Durante la aposición de los labios, un 40% del líquido

ingerido pasaría directamente al abomaso y cuando el

movimiento de inversión aparece, el porcentaje se eleva hasta

75—90% (RUCREBUSE y RAY, 1971).

NEWHOOKy TITOHEN (1976> definieron cuales eran los

movimientos que acompañan al cierre de la gotera y que son

necesarios para que se haga efectivo el paso del líquido

hacia el abomaso. Después de la ingesta líquida, se produce

un acúmulo en la porción caudal del esófago, provocando una

dilatación o “ampolla frénica”, tras un movimiento de

eversión de la mucosa y ayudada por la musculatura

diafragmática, el contenido pasa de forma rápida y violenta

a la gotera cerrada, para atravesar el orificio retículo—

omasal y llegar finalmente al abomaso.

Al mismo tiempo que se produce este fenómeno, aparecen

una serie de cambios en la motilidad de los proventrículos.

Cuando la gotera se contrae, se crea una abolición de los

movimientos rumino—reticulares con una duración de 3—5

minutos, para volver a reaparecer pero con menor fuerza, que
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aumenta progresivamente (RAY y RUCKEBUSH, 1971>; la motilidad

reticular aumenta su frecuencia apreciándose descargas poco

fuertes aisladas sobre una contracción parcial mantenida (RAY

y cols. 1972). RAY y RUCREBUSH (1971) atribuyen esta

disminución 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 retículo—omasal (SEREN, 1975).

Los estudios realizados ‘Un vivo”, sobre las

modificaciones acontecidas en el cierre de la gotera de

corderos y terneros, se deben a NEWHOOKy TITCHEN (1974);

observaron que los agonistas muscarínicos refuerzan el cierre

de la gotera durante la succión. Tanto las drogas

anticolinérgicas como los estimulantes adrenérgicos reducen

el cierre del surco reticular, que está controlado

directamente por nervios vagales.

La dopamina (0,2 mg/Kg) también inhibe el cierre en

terneros, efecto que se puede suprimir mediante la

administración de sustancias antidopaminérgicas como la

metoclopramida (6 gg/Kg cada minuto) (BUENO y FIORAMONTI,

1983).

En la parte posterior del retículo, anterior del ruinen

y en la gotera reticular de óvidos, FALEMPIN y cois. en 1978,
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describieron la presencia de mecanoreceptores vagales de

adaptación lenta a estímulos de distensión y contracción.

Estos pueden presentar fenómenos de actividad espontánea,

coincidentes con las contracciones extrínsecas e intrínsecas

de las vísceras.

De las observaciones realizadas por DE VUYST (1974) se

dedujo que es posible provocar el reflejo de cierre de la

gotera, mediante soluciones de sulfato sódico al 7%

administradas por vía oral, siempre y cuando estas soluciones

pasen a través de la faringe.

BRUGEREy cols. (1987) consiguieron el cierre de la

gotera reticular en cabras mediante la administración de

vasopresina (0,25 U.I./Kg>, por vía endovenosa, conf irmándose

este hecho por MIKI-IAIL y cois. (1988), que aseguran que esta

sustancia administrada por vía endovenosa es el procedimiento

más satisfactorio para favorecer el paso de líquidos y otros

compuestos a través de la gotera reticular. También indujeron

la liberación de vasopresina endógena, incrementando la

osmolaridad plasmática mediante la administración

intracarotidea de una solución hipertónica de cloruro sódico

(1,5 ml a saturación o 10,5 ml al 1,5%), aunque los

resultados se consideraron menos satisfactorios. SCHOLZ Y

MIXHAIL (1987), consiguieron un efecto semejante en

terneros con vasopresina administrada por vía endovenosa
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(0,03 U.I/Kg), manteniéndose la contracción de la gotera

durante un período entre 10—15 minutos, e interrumpiéndose

mediante la excitación del animal o la manipulación de su

esofago. El cierre total de la gotera no se obtuvo con la

administración oral de sulfato cúprico (20 ml al 10%), o la

administración endovenosa de cloruro sódico (100 ml al 10%).

NICHOLSONy BELKHIRI (1991), mediante la administración

intravenosa de clonidina (agonista a2), con dosis de 2—4

gg/Xg, inhibieron la activación del reflejo del cierre de la

gotera reticular de ovejas adultas, inducido por sales de

sulfato de cobre. Esta inhibición puede ser prevenida

mediante la administración de idazoxan (antagonista a2).

VAN ROCENy OFFERMEIER(1981), consideran la importancia

que deriva de la posibilidad del cierre de la gotera

reticular vía receptorial excitación-inhibición (RUCXEBUSH,

1983).

También se han realizado estudios “in vitro” sobre la

motilidad de las fibras musculares lisas que constituyen el

suelo de la gotera (ROPER y MUCHA, 1923; ENCINAS y cols.,

1989). Presentan una fuerte motilidad espontánea con

características propias e identificables, como es un periodo

corto de contracción seguida de un tiempo de relajacion entre

2 y 4 veces mayor. Esta fuerte actividad junto con la
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abundante inervación vagal, está en concordancia con los

altos niveles de colinesterasa presentes en esta región y el

retículo, siendo mucho mayor que para otras zonas de los

proventrículos (BEGMELLI y cols., 1975). Otro enzima, la MAO

(mono amino oxidasa), también presenta actividad, pero mas

baja que en el ruinen y su distribución es más homogénea.

Existen variaciones en cuanto a su frecuencia y tensión,

entre las procedentes de animales jóvenes y adultos, de

manera que inducen a que el tránsito sea más lento y más

potente en los jóvenes.

La existencia de receptores colinérgicos y adrenérgicos

en la musculatura lisa del suelo de la gotera de bóvidos

adultos, fue puesta de manifiesto por ENCINAS y cols. en

1989. Estos estudios han sido confirmados, demostrándose la

presencia, tanto en el suelo como en los labios, de

receptores de ambos tipos.

Recientes estudios demuestran que la noradrenalina

conduce a la contracción, tanto de la fibra lisa muscular de

los labios como del suelo en bóvidos adultos, siendo más

efectiva la respuesta de las fibras transversales del tundus.

En terneros la respuesta a la adrenalina y noradrenalina sólo

se obtuvo a partir de las fibras del suelo y no de los

labios. Este efecto, fue antagonizado por bajas

concentraciones de prazosin (antagonista a,) y altas
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concentraciones de yohimbina (antagonista a2), así como por

atropina (antagonista colinérgico). La tetrodotoxina y

latrotoxina no afectan a la respuesta contráctil conducida

por la noradrenalina. Todos estos resultados sugieren que la

noradrenalina produce un aumento de la contracción de este

tipo de fibras, a través de la estimulación de los receptores

a, con claro predominio de los a1. Los fenómenos de

relajación están mediados por los receptores /3 (DENALO y cols.

1990, 1991).

Mediante técnicas de inmunocitoquimica, se ha descrito

la distribución de nervios inmunoreactivos (IR), a las

sustancia P (SP), polipéptidos vasoactivos (VIP), leucina—

encefalina (L.En.K.), polipéptido gastro-liberador <GRP) y

somatostatina (SOM>, en el retículo—rumen y gotera reticular

de terneros y vacas. Los nervios inmunoreactivos a GRP y SOM

sólo fueron detectados en la gotera; los demás se distribuyen

en todos los segmentos estudiados. Los más abundantes en los

labios son los inmunoreactivos a SP y en orden decreciente

VIP, LEN7K, 50>1, y GRP. Todos fueron encontrados en un número

mucho mayor en terneros que en vacas, existiendo una marcada

diferencia, principalmente en los inmunoreactivos a SP. Otros

nervios inmunoreactivos descritos en la gotera son los IR a

la metíonin—encefalin—Arg
6—Gly7--Leu%. Los cuerpos celulares

y las fibras de éstos, son más 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 detectó ningún cuerpo celular

(KITM4URA y cois., 1986, 1987).
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2.2. INFLUENCIA DEL CALCIO EN LA CON’rRACCION DEL

MUSCULO LISO

El calcio ionizado del citosol, juega un papel muy

importante en una gran variedad de procesos celulares

(contracción, secreción, etc.), transportando señales

químicas y eléctricas a la maquinaria bioquímica intracelular

(RUBíN, 1982).

La célula posee una serie de proteínas solubles en el

citoplasma e interior de los orgánulos, con puntos de unión

de alta afinidad al calcio (l07~106 MI), capaces de formar

complejos con el mismo (MEYER y cois., 1964). Estos complejos

pueden actuar directamente ejerciendo su función, o bien, ser

mediadores de otros enzimas. También existen otras proteínas

incorporadas a la membrana de la célula que actuan de

transportadores del calcio, desde la membrana al citoplasma

e interior de los orgánulos intracitoplasmáticos, y así

regular la concentración citosólica.

En el mecanismo de la contracción muscular, el calcio

ionizado presente en el citoplasma, es el factor regulador

más importante para lograr la interacción de los filamentos

de actina y miosina (BOLTON, 1979; ADELSTEIN y EISENDERO,

1980).
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En la musculatura lisa, este fenómeno de interacción,

está determinado por la presencia de un activador dependiente

del calcio. Existen dos teorías distintas sobre la naturaleza

del mismo. Para EBASHI (1980), seria la leiotonina, que en

presencia de calcio daría lugar a la interacción actina—

miosina, sin que se produzca la fosforilización de la

miosina. Frente a esta teoría se encuentra la de la

fosforilización, en la que se postula que la miosina en

presencia de calcio y en concentraciones similares a las

necesarias para lograr la contracción del músculo liso, es

fostorilada por una quinasa específica de la cadena ligera de

miosina (KCLN). El paso siguiente a la fosforilización, sería

la formación del complejo actomiosina, permitiéndose la

hidrólisis del ATP mientras el calcio esté presente.

Finalmente cuando el calcio desaparece, la quinasa se

inactiva y la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina

(PCLM), elimina los grupos fosfato de la miosina, dando lugar

a la relajación del músculo por la disgregación del complejo

actomiosina (HARTSHORNE, 1980; DISALVOycols., 1983; STEWART

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

DABROWSKAy cols. en 1977 describen que la quinasa de la

cadena ligera de la miosina está formada por dos subunidades:

una de 105.000 daltons de peso molecular y otra pequeña de

16.680 daltons.
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La calmodulina es una proteína acídica termoestable de

16,7 kD que posee 148 aminoácidos. Presenta cuatro puntos de

unión con el calcio por el que tiene una especial afinidad a

concentraciones ¡iM. Su cinética de unión no es totalmente

conocida, no sabiéndose si esta unión 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

unión (CROUCH y KLEE, 1980; KLEE Y VANARAN, 1982; COX y

cols., 1984).

Hay muchos procesos en los que la participación del

complejo 2—calmodulina es esencial, como son el metabolismo

de los nucleótidos cíclicos, el transporte de Ca2+ a traves

de membrana y la contracción de la musculatura lisa.

Para MEANS y cois. (1991) la fijación del calcio a la

calmodulina induce cambios contormacionales que le permite

interactuar con una serie de proteincinasas. Unas son

especializadas y dedicadas a la regulación de una sola

función, 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 1 y III; la otra es la

Ca2/calmodulin-proteincinasa II o multifuncional que

fostorila un gran número de sustratos proteicos.
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Algunas son enzimas que intervienen en el metabolismo de

principios inmediatos y en la síntesis de neurotransmisores,

mientras otras son de carácter estructural, como la sinapsina

1, que se encuentra asociada a las vesículas sinápticas.

Algunas de las proteínas fosforiladas por las cinasas

ca2~—dependientes son idénticas a las fosforiladas por las

proteincinasas A y O, pero el sitio de fosforilación es

diferente (FLOREZ, 1992).

La fosfatasa de la cadena ligera de miosina, es activa

en todo momento, independiente de la presencia de calcio. Su

misión es conducir a la relajación del músculo liso por

defosforilización de la miosina, pero solamente puede

conseguirlo cuando la acción de la quinasa desaparece por

eliminación del calcio (HARTSHORNE, 1980; WALSH y cois.,

1982a).

La concentración citosólica de calcio ionizado para el

buen funcionamiento del metabolismo del fosfato, ha de ser

baja. Además este hecho permite disponer de un mensajero

intracelular de bajo coste energético.

En las células musculares en reposo, la concentración de

calcio en el citosol es 10 7M; por el contrario, en el medio

extracelular es l0~M, luego el gradiente de concentración a
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través de la membrana es de 5.000—10.000 veces. La célula

para mantener este gradiente cuenta con la membrana

plasmática que es muy impermeable al calcio y con un sistema

transportador que elimina al exterior el calcio citosólico,

o bien los deposita en los orgánulos intracelulares (BORLEI,

1981; RASMUSSEN, 1986).

Para que se produzca la activación de la fibra muscular

lisa, es necesario que la concentración de Ca2~ ascienda a

l0ó~l05M (FILO y cols., 1965). Este calcio puede proceder

del medio extracelular entrando en la célula a través de los

canales de calcio o por medio del intercambiador Na~—Ca2~ de

la membrana plasmática (BOLTON, 1979); o del medio

intracelular, liberándose del retículo sarcoplásmico

principalmente, las mitocondrias y membrana plasmática.

(BOLTON, 1986) (Figura 3>.
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2.2.1. Canales de calcio

La entrada del Ca2 al interior celular, se realiza entre

otros mecanismos, gracias a la apertura de unos canales

específicos para este ión presentes en la membrana celular.

Los canales de calcio pueden definirse, al igual que

otros canales iónicos, como grandes moléculas glicoproteicas

que se distribuyen en la superficie de la membrana celular,

permitiendo de una forma controlada la entrada de 2+ desde

el medio extracelular al interior de la célula (HILLE, 1984;

TOWARTy SCHRAMM, 1984).

Recientemente se han descrito varios tipos de canales de

calcio dependiendo de sus propiedades funcionales

(conductancia, voltaje o potencial—dependencia), farmacología

y distribución celular. En las células musculares lisas se

han definido dos grandes grupos de canales de calcio: canales

de goteo <calcium leak) y canales excitables.

Los “leak channels”, “calciuma leak” o canales de goteo,

están implicados en la difusión del calcio a través de la

membrana. Se desconoce el mecanismo por el cual el Ca2

atraviesa la membrana celular, penetrando en la célula en

condiciones de reposo. Este goteo de calcio fue definido por

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

impedido por los antagonistas orgánicos del calcio.

Dentro del grupo de canales de calcio excitables podemos

hacer una nueva división en: canales de calcio voltaje—

dependiente (VOC), canales de calcio operados por receptor

(ROO> y canales activados por distensión mecánica (strech—

activated channels o strech channels). Esta clasificación se

ha realizado teniendo en cuenta que los canales de calcio

excitables permiten la entrada de Ca2+ al citosol, siempre que

se produzca un estimulo de tipo eléctrico (despolarización de

la membrana), químico, (acción de neurotransmisores,

autacoides, etc.), o mecánico (distensión de la pared

muscular) respectivamente (HOLTON, 1979).

Los primeros canales excitables de calcio encontrados en

la musculatura lisa fueron los VOC y los ROO (VAN BREEMENy

cols.., 1979).

Los canales de calcio voltaje—dependientes o canales de

calcio dependientes de potencial están presentes en todas las

células excitables eléctricamente (HAGIWARA, 1983). Se

caracterizan según HAGIWARAy HYERLY (1981) por:

— Las señales producidas en la membrana celular

(intensidad de la corriente, amplitud del
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potencial de acción o la despolarización) son

dependientes de la concentración del Ca en el

espacio extracelular.

— Son insensibles a la acción de la tetrodotoxina

(TTX).

— Son insensibles a la concentración extracelular de

sodio.

2-.- 2+
— Los Ca pueden ser sustituidos por Ba~ y Sr

— Son inhibidos por concentraciones micromolares de

Mn2~, Co2~, Cd2~, La

— Son inhibidos por los antagonistas orgánicos del

calcio.

En condiciones fisiológicas la penetración de Na~, K~ y

a través de estos canales de calcio no se produce.

Resultan ser menos selectivos que los canales de sodio y

potasio, puesto que permiten el paso de iones Ba2~ y Sr2%

siendo más permeables para éstos que para ~ Sin embargo,

este hecho solo se aprecia en ausencia de calcio, pues la

afinidad del calcio por los puntos de unión del canal es

mucho mayor. Otro grupo de cationes compuesto
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fundamentalmente por Co2t Mn2t Cd2 y Lah inhiben el paso

del calcio por el canal porque su permeabilidad es menor pero

su afinidad por los puntos de unión es mucho mayor,

derivándose de esta unión un bloqueo (HESS y TSIEN, 1984;

IIAGIWARA, 1983).

La apertura de los VOC, se realiza cuando el potencial

a través de la membrana se reduce. Existen diferentes

mecanismos que van a influir en este proceso como es el que

los canales de sodio, responsables del impulso nervioso,

estimulen la apertura de los canales de calcio por la

despolarización producida. Esta despolarización se ve

favorecida por la entrada de nuevos iones calcio, que

permiten y favorecen que se abran más canales, por el

contrario, la despolarización puede ser interrumpida por la

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

El proceso de activación de los canales depende del

grado de despolarización y aumenta de forma progresíva hasta

un punto máximo, a partir del cual, se produce una

inactivación dependiente del potencial de membrana y la

acumulación del calcio en el interior celular. La apertura de

los canales empieza a ser más probable cuando el potencial se

sitúa entre -50 y -20 mv, alcanzando la máxima probabilidad

de apertura entre O y -30 mV <HAGIWARA, 1983; HILLE, 1984;

ECKERD y CHAD, 1984; HESS y cols., 1984). Los canales de

45



calcio no permanecen abiertos durante todo el periodo de

despolarización sino que se encuentran en constante

transición entre varios estadios, dependiendo del potencial

de membrana (CHIN, 1986):

— Reposo <R). La conductancia del canal es mínima porque

la compuerta de activación está cerrada.

- Activado (A). La activación se produce por el

potencial de acción y provoca un breve aumento de la

permeabilidad del canal, por cierre rápido de las compuertas.

— Inactivado (1). Este estado aparece después del estado

de activado y se produce por el cierre de las compuertas de

activación. El canal una vez inactivado debe pasar al estado

de reposo antes de volver a ser activado. Este fenómeno se

denomina reactivación del canal (Figura 4) (TAMARGO y

VALENZUELA, 1987; TAMARGOy DELFON, 1992>.

El fenómeno de cierre de los canales de calcio

dependiente del calcio, para OHYO y cols. (1988) se debe a

una unión entre el propio calcio que entra en la célula y el

canal glicoproteico. ECKERT y CHAD (1984) han postulado que

la inactivación inducida por el calcio, se produce, mediante

una desfosforilización del canal, debida a una fosfatasa

dependiente de la calmodulina. Este dato está en concordancia
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con los estudios realizados en musculatura esquelética por

CURTíS y CATTERALL (1985) que observaron que para que un

canal fuese activo tenía que sufrir una fosforilización

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 breve duración,

permaneciendo cerrados la mayor parte del tiempo.

— Tipo 2. Presentan cierres de corta duración,

permaneciendo abiertos.

otra subdivisión 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 más

conocido en la actualidad. Son definidos como canales

activados por voltajes altos (HVA>. Están presentes tanto en

células de tejidos no excitables como excitables, siendo la

principal vía de entrada voltaje—dependiente del calcio, en

corazón 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 acción de toxinas peptidicas como la CJ—conotoxina. Su

comportamiento es modal y cumplen todo lo anteriormente

expuesto. Gracias a los avances de la biología molecular se

ha descrito que los canales L del músculo esquelético son

heterooligómeros y están compuestos por 5 subunidades: a1, a2,

/3, 6 y y (Figura 5). Las subunidas a1 y a2 presentan un

elevado peso molecular (145—175 10 y 135—150 lcD,

respectivamente), siendo la a1 el punto de unión para los

antagonistas del calcio (dihidropiridinas, fenilalkilaminas

y benzotiacepinas), así como posiblemente la estructura que

forma el poro del ión. La proteina a1 es semejante a la a del

canal de sodio, presenta cuatro dominios <1—1V) y cada

segmento posee seis segmentos transmembrana (S1—56). El cuarto

segmento de cada dominio (S4> contiene residuos cargados

positivamente que pueden formar parte de la estructura

sensible a los cambios de voltaje (Figura 6). Las subunidades

fi y 6 y y tienen un peso molecular tres veces por debajo que

las anteriores (55 lcD, 24—29 kD y 33 lcD respectivamente)

(TSIEN y cols., 1991; ZERNING, 1991; WATSONy ABBOTT, 1992;

FLOREZ, 1992).

Los canales tipo T o rápidos son activados por voltajes

bajos (LVA); necesitan potenciales de membrana mucho más

negativos, abriéndose mediante pequeñas despolarizaciones. Su

49



o,<u-loo’‘aenclO‘3-4‘aO‘3o-.cl
.0

‘o
<A

oo-4<uOo,‘uen‘3-4‘aO‘aOcao-4

6
o’‘a‘a1.4

44o‘444en

c
t

~
Z

zzD

zz~o
)zzz
p

z

te
-¿e

—
e

—
—

<a

~
Z

z1
Zrzc

2
-

-o

a.

¡

No
’

a’H

~
o

u,
-~

-4e’4



O
C

o
>

o>
o>

‘a
‘4

O
4->

UI
--4

0
0

0
‘4

0
>

-.4
0

0
c
’a

<
n

o
~

4->
O

te
o

>
O

en
o>

‘a
it

--4

u
o

o
o

<e
‘4

•~
rH

44
-

0
04

o
o0

o
<u

<e

~44
o

’a
Oa

,0
0

itt
‘4

a,
a>

~
zita,

U)
-4

‘-4
<e

O
~

1
~

<
e

>
<e

o
‘4

4
4

-4
‘4

te
~

~
‘0

~
o

HH
0

~
<

u
>

,
-H~0-.

‘a
U)

,-4
O

U)
-“.4

<e
a>

‘a
e

—
~

<U
<e

~
~

o
-4

o
<e

<e
~

44
<e

e
o>

‘4
~

-

U)Ci
ca

o
>

o>
<u

0
¿

.a
~

‘4
‘4

0
it

O
~

--4
‘4

o,
o

‘3
o

4
4

O
~

O
t’

.r4
U)

44
U

‘4
Cl

~
0

<e
0

4
0

Cl
Ct

E
O

E
‘4

o)
<n

-‘-4
e’

4~>
~

o>
e

’o
>

O
d

ita
,

<
n

O
<JI

<u
‘4

0
rI

‘O
e’~

e
“O‘.0

~
a,

---4

.0
0

W
U

4-)
4

-)..4
u,

U)
0

—
4

0
<e

0
0

><
~

u
>

o’

zooLI

e-21.>
C

C
I

—
c

e
~

.e

4
2

t3xe

e.¿e
¿e

•0
—

D
¿ee

n
¿

e
n



inactivación depende únicamente del voltaje. Son menos

sensibles al ión Cd2~ que los tipo L y más sensibles al Ni2~,

amiloride y octanolol; en general son resistentes a la acción

de las dihidropiridinas. Han sido descritos en un amplio

grupo de células de tejidos excitables, pero no se han

apreciado en células cromafines ni en neuronas simpáticas. La

función más 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 y

células endocrinas.

Los canales tipo N son activados al igual que los L por

voltajes altos, pero farmacológicamente son resistentes a la

acción de las dihidropiridinas y son bloqueados por la

CQ—conotoxina. Su conductancia es menor que la de los L. Son

los responsables principales de la entrada de calcio en

neuronas sensoriales, simpáticas y del plexo mioentérico.

Los canales tipo 2 son los que se han identificado en

último término. Se activan con voltajes altos y aparecen en

gran abundancia en las células de Purkinje. Son insensibles

a la acción de dihidropiridinas y W-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 acción de diferentes agonistas sobre el

receptor.

Se ha comprobado que la estimulación de ROCs puede

inducir a despolarización de la membrana, hiperpolarización

o no producir cambios en el potencial de membrana (CASTEELS

y cols., 1977; SUZUKI, 1981).

Han sido descritos como canales catiónicos no

selectivos, o menos selectivos que los canales voltaje—

dependiente, porque la corriente cálcica que pasa a su través

va acompañada de Na~ y iC (FINREL y cols., 1984>.

El mecanismo de interacción agonista—receptor que activa

la apertura de los canales y la entrada del calcio no se ha

podido establecer concretamente. Podría deberse a cambios en

la estructura del receptor o a la participación de segundos

mensajeros como el IP3 e IP4; pero aún se necesitan un mayor

número de experiencias para poder dilucidar este problema

(BENHAM y TSIEN, 1987; BERRIDGE e IRVINE, 1984).

En cuanto a la inactivación farmacológica de los canales

operados por receptor, presenta controversia. Para KARALKI y

WEISS (1984), el nitroprusiato sódico es el inhibidor

selectivo de estos canales, pero este hecho se cumple
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solamente en la fibra lisa de aorta de conejo. El

nitroprusiato sódico hiperpolariza la membrana, aumenta los

niveles de calcio de los depósitos intracelulares y también

los de GMPc celular (KARAKI y cols., 1984a,b; ITOH y cols.,

1983a; KUXOVETZy cols., 1981).

KARA.KI y WEISS (1984) han clasificado los músculos lisos

con arreglo a los distintos canales de Ca2 en:

— Músculos lisos tipo 1. En este grupo puede tomarse

como modelo el músculo liso vascular de aorta de

conejo. En dicho músculo existen dos tipos de

canales, uno de ellos se regula por el potencial

de membrana y se inhibe por los antagonistas

orgánicos del calcio; el otro canal está regulado

a través de los receptores de membrana y es

inhibido específicamente por el nitroprusiato

sódico.

— Músculos lisos de tipo 2. Se incluyen en este

grupo gran parte de los músculos lisos vasculares

y también el músculo liso gástrico. Los dos

canales de Ca2~ son al menos parcialmente sensibles

a antagonistas orgánicos y al nitroprusiato

sódico.
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— Músculos lisos de tipo 3. Se incluyen en este

apartado los músculos lisos del intestino, aparato

genital y tráquea. En este caso ambos canales sólo

son sensibles a los antagonistas orgánicos y no lo

son al nitroprusiato sódico.

El último tipo de canales de calcio excitables son los

canales activados por distensión mecánica “strech canneis”.

Su existencia fue señalada por BEVAN y cols. en 1982. Se

ponen de manifiesto al observar que la contracción inducida

por estímulos mecánicos es dependiente del calcio

extracelular y no de naturaleza neurógena. Es además

insensible al bloqueo de los alfa—receptores y distinta de la

despolarización inducida por K~.
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2.2.2. Depósitos intracelulares de calcio

En el músculo liso, el calcio del medio extracelular es

la fuente principal para conseguir la contracción, y la

membrana plasmática, la encargada del control de los niveles

de calcio citoplasmático. En la última década se ha puesto en

evidencia que no solamente esta membrana celular es la

responsable, sino que gran cantidad de organelas

intracelulares presentan calcio, aunque de las que depende la

movilización intracelular del calcio, son el retículo

sarcoplásmico principalmente, las mitocondrias y la capa

interna glicoproteica de la membrana (IRVINE, 1986).

Esta idea surgió de las experiencias realizadas por

HUDGINS y WEISS (1968), en las que la noradrenalina y la

histamina inducían a la contracción de la fibra muscular lisa

en soluciones libres de calcio o cuya entrada babia sido

bloqueada mediante la adición de lantano al medio.

El calcio contenido en estas estructuras (retículo

sarcoplásmico, mitocondrias y superficie interna de la

membrana), puede disociarse rápidamente, por encontrarse

ionizado o débilmente unido a compuestos “buffer” (BOLTON,

1986).
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El retículo sarcoplásmico, está presente en la

musculatura lisa y es capaz de almacenar calcio, procedente

de soluciones que lo contengan a nivel micromolar (SOMLYO y

cols., 1971, 1973).

Se ha demostrado que la cafeína, que libera calcio del

retículo sarcoplásmico del músculo esquelético y cardiaco,

también lo hace en la musculatura lisa, conduciendo a una

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

La liberación de calcio del retículo sarcoplásmico puede

ser llevada a cabo de tres formas distintas y que están en

relación con la cantidad de calcio presente en el fluido

extracelular.

El calcio puede liberarse por depolarización del

retículo sarcoplásmico, por inducción mediada por calcio o

inducción por inositol l,4,5—trifosf ato (IP3).

SAIDA (1981) e ITOI-I y cols. (1982) demostraron que la

depolarización de la membrana del retículo sarcoplásmico

puede realizarse, mediante la sustitución de aniones

propionato (poco permeables) por aniones cloro (más

permeables). Esta sustitución provocaba la liberación de

calcio y la cantidad liberada dependía de la concentración

del ión Clj que es el responsable de la despolarización de
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la membrana. Frente a esta teoría KOBAYASHI y cois. (1985),

postulan que la depolarización del retículo sarcoplásmico es

consecuencia de la depolarización de la membrana plasmática.

La liberación de calcio inducida por calcio fue

estudiada por SAIDA (1981, 1982) y SAIDA y VAN BREEMEN

(1984). Estos autores proponen que la concentración de calcio

en el retículo sarcoplásmico aumenta progresivamente y acorde

con un aumento del Ca2~ en el medio, pero que cuando este

último excede de 2xl06M se produce una liberación del calcio

almacenado.

Las experiencias realizadas por ITOH y cols. (1983b)

demuestran que la cafeína es un activador del proceso de

liberación del Ca2 inducido por Ca2~ al aumentar los niveles

celulares de AMPc, por inhibición de la fosfodiesterasa del

AMPc. El AMPc disminuye el umbral de la concentración del

calcio necesario para estimular la liberación de calcio. El

efecto liberador de calcio de la cafeína es inhibido por la

procaina (SAIDA y VAN BREEMEN, 1984).

2+

El Mg es inhibidor del proceso de liberación de Ca2~

inducido por Ca2~, pues aumenta el umbral de calcio necesario

para su liberación (SAIDA, 1982).
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La liberación de Ca2 por el retículo sarcoplásmico,

debida a la influencia de los niveles de calcio en el medio

próximo al retículo sarcoplásmico, según KARAIKI y WEISS

(1988), se debe a una entrada de calcio a través de los

canales voltaje—dependientes de inactivación rápida, es

decir, depende del calcio extracelular. Este tipo de apertura

de canales se produce por la acción de soluciones con altas

concentraciones de K~ y también se puede provocar por la

acción de agonistas sobre los canales operados por receptor,

ya que permiten el paso de Na~ y K~ que despolarizan la

membrana, y esta despolarización induce a la apertura de los

canales potencial—dependientes de inactivación rápida (ITOH

y cols., 1983b).

La liberación de calcio del retículo sarcoplasmico de la

célula muscular lisa inducida por el inositol—l,4,5-

trifosf ato (IP
3), ha sido demostrada por YAMAMOTOy VAN

BREEMEN en 1985. Esta liberación es capaz de producir

contracción en tejidos en los que el retículo sarcoplásmico

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

El mecanismo de acción del IP3, en cuanto a la

liberación del calcio intracelular, no es totalmente

conocido. Autores como IRVINE (1986) y KHALIL y cols. (1987)

postulan que se debe a la acción del IP3 sobre receptores

específicos presentes en la membrana del retículo
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endoplásmico. Estos receptores han sido purificados y

caracterizados en el musculo liso por CHADWICK y cols.

(1990>.

La acción del IP3 no es inactivada por la acción de la

procaína, ni del Mg
2~, lo que induce a pensar que en el

retículo sarcoplásmico existen dos tipos de canales de

calcio: canales por “goteo” y canales operados por receptor,

puesto que los otros dos mecanismos de liberación del calcio

del retículo sarcoplásmico si son inhibidos por la procaína

y el Mg2 (VAN BREEMENy cols. 1987).

lINO (1990) en relación con este fenómeno de liberación

del calcio intracelular, propone la existencia de dos

compartimentos de almacenamiento del calcio: 8a y S,~. En el

compartimento S~ el calcio puede liberarse tanto por

inducción mediada por calcio como por inducción por IP
3;

mientras que en el S~ solamente puede liberarse por inducción

dependiente del IP3. Las propiedades de la liberación de

calcio inducido por calcio, son semejantes a las de la

musculatura estriada, siendo modificadas por la ryanodina, de

manera que el compartimento Sa pierde su capacidad de

almacenar calcio, mientras que el
5B queda intacto. La

liberación inducida por IP3~ es también dependiente de la

concentración del ión Ca2+; concentraciones inferiores a
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300 nM favorecen este mecanismo, mientras que si son

superiores lo inhiben.

El fenómeno de recaptación del calcio por el retículo

sarcoplásmico en el músculo liso, según WIBO y cols. (1981),

se realiza, entre otros mecanismos, gracias a una Ca2~—ATPasa

semejante a la del músculo cardiaco y esquelético. Los

estudios realizados en la última década por KARAKI y WEISS

(1988), VAN BREEMEN y cols. (1986 a,b); VERBIST y cols.

(1986); DEVINE y cols. (1971), JOHNS y cols. (1987) y KHALIL

y cols. (1987), han demostrado que el retículo sarcoplásmico

capta el calcio del medio extracelular, para almacenarlo.

Este fenómeno en condiciones de reposo, se realiza a traves

de los canales de goteo y los canales voltaje—dependientes de

activación lenta. Cuando los canales activados son los

potencial—dependientes de activación rápida, se produce una

liberación de Ca2~ en el retículo sarcoplásmico, mientras que

cuando el calcio penetra a través de los canales operados por

receptor, se bloquea la captación por elreticulo

sarcoplásmico en la contracción del músculo liso.

El papel de las mitocondrias como activadores del calcio

citosólico, ocupa un segundo puesto frente al retículo

sarcoplásmico, aunque las mitocondrias tienen una gran

capacidad para captar el calcio y almacenarlo (SOMLYO, 1985).
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El paso del Ca2%l interior de la matriz mitocondrial es

llevado a cabo por un transportador monoiónico, 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 está determinada por la concentración de calcio

en el citosol, de manera que cuando la concentración

citosólica se situa entre 0,1—0,5 gM, la captación del calcio

aumenta ligeramente, pero cuando es superior a 0,6 gM, hay

una captación masiva, de manera que se va a producir

almacenamiento del mismo, puesto que las vías de salida

formadas por dos tipos de intercambiadores Ca2+ :2 H~ o Ca2+ :2

Na~ se saturan. Luego cuando se produce una invasión masiva

de Ca2+ en la célula, las mitocondrias actuan como protectores

celulares, captando el exceso de ~ y liberándolo después

lentamente, sin alterar el metabolismo celular. En

condiciones fisiológicas el calcio mitocondrial, es necesario

para el funcionamiento de varias enzimas que intervienen en

la cadena respiratoria para aumentar los niveles de ArE’

(CROMPTONy cols., 1978; CARAFOLI y LENINGER, 1971; NICHOLLS,

1986).

Las investigaciones realizadas por BURGUESSy cols. en

1983, demuestran que, excepto en las células en las que las
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concentraciones de calcio intracelular alcanzan niveles

micromolares, la afinidad de las mitocondrias por el calcio

es muy pequeña, de manera que no pueden ser la principal

fuente de calcio activador, aunque participen en el proceso.

La movilización de calcio intracelular por la

intervención de la capa interna glicoproteica de la membrana

plasmática, presenta condiciones muy inferiores a las del

retículo sarcoplásmico y las mitocondrias. DANIEL (1985),

considera que se produce liberación de calcio durante la

activación del músculo liso, a partir de la capa interna de

la membrana plasmática.
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2.2.3. sistemas de eliminación del calcio citosólico

La concentración citosólica de calcio ionizado para el

buen funcionamiento de las células musculares lisas, ha de

ser baja y el acúmulo del mismo en las organelas

intracitoplasmáticas debe evitarse. Si no existiese un

sistema de eliminación, el calcio tendería 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 condiciones de

estimulación).

Los sistemas de eliminación con los que cuentan las

células excitables son dos: la bomba de calcio dependiente de

+ 2+

ATP y el sistema de intercambio Na -Ca

En la última década, el sistema de eliminación del

calcio dependiente de XV? 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. EGGERMONTy cols. (1988), entre otros, han

puesto en evidencia la existencia de dos ATPasas

transportadoras de Ca2+ en el músculo liso. La primera ATPasa

se une a la calmodulina y se localiza en la membrana

plasmática; la segunda ATPasa no se une a la calmodulina y

está localizada en fracciones del retículo sarcoplásmico.

64



La molécula que conforma la bomba de calcio, tiene dos

funciones: hidrolizar el ATP y eliminar el Ca2~ del interior

de la célula. Cuando se produce la hidrólisis del ATP este

enzima se fosforiliza de forma pasajera produciéndose la

traslocación del 2+~ La energía necesaria para el transporte

de calcio es generada por ella misma. Es electrogénicamente

neutra de forma que intercambia un Ca2~ por dos H (WUYTACKy

cols., 1982).

La bomba de calcio ha sido elegida como el sistema

principal para mantener la concentración del calcio

citosólico en condiciones de reposo. DIPOLO y BEAUGE (1987)

determinaron que la capacidad de transporte de la ATPasa

cálcica es baja pero su afinidad por el ión calcio es muy

fuerte.

La velocidad de eliminación por este sistema aumenta al

incrementarse la concentración intracitoplasniática de calcio

(RASI4USSEN, 1986).

El sistema de intercambio Na~—Ca2~ se caracteriza porque

necesita ingresar tres Na~, cada vez que elimina un ~ La

entrada de N& está regida por la bomba de sodio, que por

cada tres iones sodio movilizados requiere una molécula de

ATP. Luego para la eliminación de un Ca2~ la energía

necesitada depende de la bomba de sodio, pudiéndose eliminar
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un jón calcio por cada ATP hidrolizado (BLAUSTEIN, 1984>.

Este intercambio iónico determina un desequilibrio 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 N&—Ca2’~

(RITAMURA y cols.., 1986; CAPUTOy cols., 1986).

El sistema de intercambio puede funcionar en sentido

inverso, favoreciendo la entrada de Ca2 al citoplasma, cuando

hay una reducción del gradiente de sodio (SHEU y BLAUSTEIN,

1986).

Los fenomenos de despolarización de la membrana también

producen un incremento dela entrada de calcio por una vía

distinta a los canales. Por el contrario, los fenómenos de

hiperpolarízación incrementan la eliminación del calcio

(BARER y McNAUGHTON, 1976). DIPOLO y BEAUGE (1986),

demostraron que el intercambio en sentido inverso <influjo de

calcio), depende de la concentración de calcio intracelular.

El sistema de intercambio Na -Ca2+ está regido por el

potencial de membrana, el gradiente de sodio y la

concentración intracelular de calcio.

Su función principal es eliminar la gran cantidad de

iones presentes en las células tras su estimulación. Esta

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

calcio citosólico de 106M.

La existencia del sistema de intercambio de Na—Ca2~ en

el músculo liso ha sido ampliamente discutida. Las

experiencies de BOVA y cols. (1986, 1988) y ASHIDA y

BLAUSTEIN (1987), sugieren que al disminuir el gradiente de

sodio se produce una contracción tónica de la musculatura

lisa, debida a la entrada de calcio en este sistema, de

manera que la actuación del sistema Na~—Ca2~ aparece en

células estimuladas, favoreciendo la entrada de calcio cuando

ya se ha producido un aumento de la concentración citosólica

del mismo a partir de su influjo a través de los canales y de

la liberación del retículo sarcoplásmico. La despolarización

de la membrana determina la inversión de la actuación del

sistema, aunque algunos músculos lisos permanecen relajados

en estas condiciones (ITOH y cois., 1982). También ha sido

puesto de manifiesto mediante la realización de medidas

directas de la actividad del sodio intracelular (AICKIN,

1987).

Otros autores consideran que el sistema de intercambio

Na~—Ca2+ carece de un papel importante en la fisiología de la

regulación del calcio intracelular del músculo liso. Esta

aseveración deriva de estudios que determinan que: este

sistema está menos desarrollado en el músculo liso que en la
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musculatura esquelética, que la actividad de la Na~—K~ATPasa

es mas baja que la de C=—Mg~ATPasay que además la bomba de

calcio dependiente de ATP está 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 DEL CALCIO

Dentro del grupo de sustancias que influyen en los

movientos del calcio encontramos, entre otras, los llamados

antagonistas del calcio. Este término lo introdujeron y

defendieron FLECRENSTEIN y cols. (1969). Para estos autores

este grupo engloba a todas aquellas sustancias que bloquean

la corriente lenta de calcio, de una manera dosis—dependiente

y cuyo efecto debe ser revertido por iones Ca2~.

Actualmente incluye a los compuestos que afectan a la

función celular del calcio, bien disminuyendo la

concentración de calcio citosólico por bloqueo del influjo a

través de membrana, favoreciendo el eflujo, inhibiendo la

liberación de calcio intracelular o incrementando el

secuestro o almacenamiento en las organelas

intracitoplasmáticas, o bien interfiriendo la relación y

acción del calcio con las proteínas contráctiles (NAYLER,

1980)

La terminología empleada para la definición de estos

compuestos, a lo largo de la década de los ochenta, ha

sufrido una variación importante, que ha evolucionado de

manera acorde con los nuevos conocimientos. Para VANHOUTTEy

BOHR (1981), el término empleado para designar estas

sustancias ha de ser “bloqueantes o bloqueadores 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 aún más, recomendando la utilización de

los términos “bloqueantes orgánicos de la entrada de calcio

”

o “antagonistas orgánicos del calcio” para referirse a

aquellos compuestos cuyo mecanismo de acción principal es

inhibir el influjo de calcio, a través de los canales

específicos de la membrana celular, en presencia de

estimulación, estableciendo de esta manera, una neta

separación con un grupo formado por cationes polivalentes

que también impiden la entrada del calcio al interior celular

pero por mecanismos totalmente distintos: los antagonistas

inorgánicos del calcio

.

VAN ZWIETEN (1985) propuso la siguiente definición: Los

bloqueantes o bloqueadores de la entrada del Ca2+ son

compuestos cuyo mayor efecto es la inhibición selectiva del

flujo lento de la entrada de Ca2+ que atraviesa la membrana

celular por un canal apropiado, en condiciones fisiológicas.

2+El efecto debe ser reversible por iones Ca

GODFRAINDy cols. (1986) aunan los grupos anteriormente

mencionados, en el término moduladores de calcio, junto con

otros grupos que también afectan a los movimientos del

calcio. Dentro de los moduladores del calcio encontramos,

entre otros: los antagonistas orgánicos del calcio, los
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antangonistas inorgánicos del calcio, los antagonistas de la

calmodulina y los facilitadores del calcio.

Los antagonistas de la calmodulina incluyen aquellas

sustancias que interfieren la relación del calcio y esta

proteína (GODFRAIND y cols., 1986).

El término facilitadores del calcio empleado por

GODFRAINDy cols. (1986), agrupa a una serie de compuestos

cuya acción final es aumentar la concentración de calcio

citoplasmático. Los agonistas del calcio, definidos por

SCHIRAMMy cols. (1983 a y b) como sustancias favorecedoras de

la entrada de calcio a través de los canales específicos de

la membrana, se encuentran incluidos en este grupo.

La Organización Mundial de la Salud (OMS), sugirió al

comité de expertos, discutir la definición y clasificación de

los fármacos utilizados para interferir el manejo del ión Ca2~

por los distintos tejidos. Dicho comité llegó a la

conclusión, que el término “antagonistas del calcio” aunque

no es totalmente correcto, por razones históricas, y sobre

todo, con el fin de simplificar el tema, debía utilizarse

preferentemente a la denominación de bloqueantes a la entrada

de calcio o bloqueantes de los canales de calcio u otros

similares (VAN HOUTTE, 1987).

71



El grupo farmacológico de los antagonistas del calcio,

ha sido clasificado de distintas maneras según autores.

FLECKENSTEIN (1981) los divide en das grupos, de acuerdo con

la especificidad para inhibir la corriente lenta de Ca2~ que

poseen estos fármacos:

Grupo A: — Se incluyen fármacos específicos y de potente

acción que inhiben el complejo

excitación/contracción dependiente del 0a2 hata un

90% antes de afectar a la corriente rápida de Na~.

— Se sudividen en tres grupos:

1.- Fármacos “Verapamilo—like”: Verapamilo y

Gallopamil.

II.— Fármacos 1Nifedipino-like”: Nifedípino,

Nitrendipino, Nisoldipino, Nimodipino,

Nicardipino, etc...

III.— Fármacos “Diltiazen—lilce”: Diltiazen.

Grupo B: — Son fármacos menos potentes y específicos que

los del grupo A. Inhiben el complejo

excitación/contracción dependiente de Ca2+ en un

50-60% antes de afectar a la corriente rápida de

+Na

— Se incluyen: Prenilamina, Perbexelina, Bepridil,

Cinarizina, Flunarizina.
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Otra clasificación es la propuesta por KAUFFMANNy cols.

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

sobre el denominado fenómeno Bowdirch en preparaciones de

musculo papilar aislado de gato. El aumento de la amplitud de

la contracción provocada al aumentar la frecuencia se puede

modificar de tres maneras por los antagonistas del calcio:

- Grupo 1.- Disminuyen o revierten la relación amplitud—

frecuencia.

-Se incluyen: Verapamil, Diltiazen y

Fendiline.

- Grupo II.-

- Grupo III.-

Tienen poco efecto

amplitud—frecuencia.

- Se incluyen: Nifedipino

sobre la relación

y Prenialmina.

Provocan un incremento en la

contráctil. Su efecto inotropo (—)

a altas frecuencias.

— Se incluyen: Perhexelina y Benciclán.

respuesta

desparece

La característica de tiempo-dependencia y la

reversibilidad de los efectos inhibitorios de los fármacos

antagonistas del Ca2+ en preparaciones de ciego de cobayo,

fueron los fundamentos para la clasificación que propuso

SPEDDING en 1982:
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1,.— Dihidropiridinas (DHP):

— Se unen a algún punto específico del canal.

— Se incluyen: Nifedipino, Nimodipino,

Nisoldipino, Nitrendípino, etc...

2.— Verapamil y Diltiazen:

— Son fármacos que pueden regular positiva o

negativamente la union de las

dihidropiridinas en su lugar especifico por

un mecanismo alostérico.

3 . — Difenilpiperacinas:

— Son fármacos con una marcada Ca2~/dependencia.

Se incluyen Flunarizina y Cinarizina

GODFRAIND y cols. (1986) propusieron la siguiente

clasificación:

Grupo 1. — Bloqueantes de la entrada de Ca2+:

- Subgrupo 1-A:

Sustancias selectivas para los canales lentos del

Ca2+ en el miocardio (bloqueadores de los canales

lentos:

— Fenilalquilaminas: Verapamil y Gallopamil.

- Dihidropiridinas: Nifedipino, Nitrendipino,

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

- Subgrupo I-B:

Sustancias con acción no percibida sobre la

corriente lenta de entrada de 2~ en el miocardio.

- Difenilpiperacinas: Cinarizina y Flunarizina.

Grupo II.— Bloqueantes no selectivos de la entrada de Ca2:

- Subgrupo II-A:

— Sustancias que actuan en los canales del Ca2~ y

en los canales rápidos de Nat

- Bepridil.

- Subgrupo II-B:

— Sustancias que actuan sobre los canales de ca~

teniendo otro lugar primario de acción.
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2.3.1. Antagonistas organicos del calcio

Es un grupo formado por diversas sustancias de

estructura química muy diferente, pero cuyo principal

mecanismo de acción consiste en inhibir el influjo de calcio,

durante los procesos de activación de la célula.

De acuerdo con su naturaleza química existen cuatro

subgrupos:

— Fenilalquilaminas, cuyos representantes

principales son el Verapamil y D600.

— Díhidropiridinas, como la Nifedipina.

— Benzotiacepinas, como el Diltiazem.

— Difenilpiperacinas, como la Funaricina, Cinaricina

y Lidoflacina.

BRAUNWALD(1982) sugiere que, teniendo en cuenta la

diversidad de estructura química y que los mecanismos de

accion para inhibir la corriente cálcica no son totalmente

coincidentes, los lugares de unión de estos compuestos a los

canales de la membrana, deben ser diferentes. En el mismo

año, GLOSSMAiN y cols., apuntaron que las dihidropiridinas
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tienen su lugar de unión 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 específicos de

unión de estos compuestos, se han utilizados técnicas de

unión con radioligandos (binding) [(3H)-dihidropíridinas,

<3H)—verapamil y (3H)—diltiazemJ, demostrándose que las

hipótesis anteriores eran correctas (JANIS y TRIGGLE, 1984;

BALWIERZAK y SCHWARTZ, 1985).

Una vez determinados los puntos de interacción entre el

antagonista orgánico y el canal, las experiencias han sido

dirigidas hacia la determinación de cual es el mecanismo

íntimo de la interacción. SANGUINETTI y KASS (1984a)

postularon que la interacción entre un antagonista de calcio

y su lugar de unión 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

que se encuentra dicho canal es de reposo, abierto o

inactivado. Los canales en estado de reposo se encuentran

cerrados; la apertura se produce cuando la membrana se

despolariza. Si la despolarización permanece se inactivan y

solamente podrán abrirse o activarse, siempre y cuando

mediante una repolarización previa, adquieran previamente el

estado de reposo.
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Las sustancias que a pH fisiológico se encuentran

ionizadas (verapamil) solo pueden acceder a su punto de unión

con el canal, cuando éste se encuentra abierto (ruta

hidrofílica). Los compuestos neutros (dihidropiridinas)

pueden acceder por esta misma vía o a través de la membrana

lipídica que rodea el canal inactivado (ruta hidrofóbica)

(McDONALD y cols., 1984). En el caso del verapamil la

probabilidad de que los canales esten abiertos aumentará de

acuerdo con un incremento en la frecuencia de estimulación;

no siendo así para las dihidropiridinas.

En contraposición a esta teoría, KANAYAy cols. (1983)

exponen que el verapamil y el diltiazem siempre se unen a los

canales cuando se presentan en estados de inactivacion.

Aún no estando totalmente establecido cual de estos

postulados es el correcto, la acción de los bloqueantes 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 plasmática, 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 activación frente a los bloqueantes de la entrada de

calcio: sensibilidad e insensibilidad. La inducción a

cualquiera de estos dos estadios, está determinada por la

liberación de calcio producida por el agonista a partir del

retículo sarcoplásmico y por la concentración de dicho

agonista. El estado de activación sensible, aparece a bajas

concentraciones del agonista, en los músculos lisos capaces

de liberar calcio intracelular y a cualquier concentración

cuando no hay liberación de calcio almacenado. El estadio de

insensibilidad aparecería cuando las concentraciones son

altas en los músculos que liberan calcio desde el retículo

sarcoplásmico (CAUVIN y cols., 1983).

CAVERO y cols. (1983) sugieren que el grado de

sensibilidad de los canales operados por receptor, al bloqueo

con antagonistas del calcio, se debe a la activación

particular de los receptores a1 adrenérgicos o a2

adrenérgicos. Son más sensibles a los antagonistas las

respuestas inducidas por la estimulación de los a2, mientras

que la activación de los a1 es más resistente. Este autor

sugiere que la activación de los receptores a2 provoca la

entrada de calcio extracelular y la de los a1 la de calcio
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intracelular. Pero también SKARBY y cols. (1984> han

observado que las respuestas inducidas por estimulación de

receptores a1 son dependientes del calcio extracelular y se

pueden bloquear por antagonistas del calcio.

Ya hemos mencionado que lá acción principal de los

bloqueantes de la entrada de calcio, es impedir la entrada

del mismo a través de los canales específicos de la membrana

celular y fundamentalmente de los voltaje dependientes de

potencial; pero existen una serie de acciones secundarias,

con respecto del calcio como son: interacciones con la

calmodulina, estimulación de la bomba de sodio, aumento de la

salida de calcio e interacción con las proteínas

contráctiles, que van a participar de manera secundaria en su

acción farmacológica general (GODFRAIND y cols., 1986).

Estos autores opinan que la efectividad de los

antagonistas del calcio esta en relación con su tropismo por

el tejido, la selectividad de acción sobre los canales, la

dependencia del potencial de membrana, la dependencia de la

frecuencia de estimulación y las acciones secundarias frente

al calcio.
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2.3.2. Antagonistas inorgánicos del calcio

En este grupo pueden Inc luirse el La3, Mn2t cd2~ y Co2+.

Estos cationes polivalentes son antagonistas del calcio no

selectivos y presentan una mayor afinidad que el calcio por

sus puntos de unión, desplazándolo o bloqueando su

transporte.

3+

El antagonista inorgánico más utilizado ha sido el La

Este catión se une fuertemente a los lugares de la membrana

que participan en el transporte del calcio, desplazándolo de

los lugares de la superficie a los que se ha unido (HAGIWARA,

1983). Bloquea 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 movilización de los depósitos

intracitoplasmáticos. Así como el influjo de Ca2 a través de

la membrana plasmática, se encuentra muy comprometido por la

acción del La3~, la salida del calcio persiste puesto que el

mecanismo de transporte del calcio dependiente de ATP no

sufre ninguna modificación (DROOGMANSy cols., 1977; CAUVIN

y cois., 1983).

El Mn2~ también modifica la respuesta inducida por el

potasio, y por la noradrenalina en el músculo liso. Al igual
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que el lantano es considerado como un inhibidor no selectivc,

que impide la aparición del potencial de acción en la

musculatura lisa (SULLIVAN y cols., 1968; KEENE y cols.,

1972).
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2.3.3. Nitrocoinpuestos

El grupo de los nitrocompuestos está formado por el

nitroprusiato sódico, la nitroglicerina y el nitrito de

isoamilo. Desde el punto de vista de su estructura química

tienen en común la presencia de oxido de nitrógeno en su

molécula. Producen relajación 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 potasio

(OHASHI y cols., 1983; WATRINS y DAVIDSON, 1980; KARAKI y

cols., l984a).

El nitroprusiato sódico es el nitroferricianuro sódico,

cuya acción vasodilatadora es consecuencia de la presencia

del ión nítrico. Su mecanismo de acción no se conoce

completamente. KARAKI y WIEISS (1984) consideran que el

nitroprusiato sódico es un inhibidor selectivo de la entrada

de calcio al citosol a través de los canales operados por

receptor. En contraposición con esta idea, experiencias

realizadas en tejido liso no vascular demuestran que el

nitroprusiato sódico no produce ninguna inhibición de las

respuestas provocadas por agonistas; por esta razón su

mecanismo de acción no puede centrarse únicamente en el
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bloqueo propuesto por KARAKI y WEISS (1984). (KREYE, 1980;

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

ITOH y cols. (1983a) proponen que ademásde interferir

el influjo de calcio a través de canales operados por

receptor, impiden la liberación del calcio intracelular.

En la última década, ha sido demostrado, que los

nitrocompuestos son sustancias relajantes de la musculatura

lisa porque provocan una elevación de los niveles de GMPc,

por activación directa de la guanilato ciclasa. La activación

de esta enzima está mediada por el oxido nítrico 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 citosólico, relajando la musculatura

lisa, no ha sido determinado. Son varias las sugerencias

sobre el desarrollo del mismo, pero no están confirmadas.

Para SARMIENTO y cols. (1981), se trata de fenómenos de

captación del calcio por los mierosomas. El secuestro del

calcio está mediado por una proteinquinasa dependiente del

GMPc. ITOH y cols. (1985) sugieren que el GMPc activa la

eliminación del calcio de la célula. En esta línea la

proteinquinasa dependiente del GMPc catalizaría la

fosforilización de varias proteínas que podrían participar en
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un aumento del eflujo de calcio o una disminución de la

sensibilidad de las proteínas contráctiles al Ca2 (MORCANy

MORCAN, 1984).

SYBERTZ y cols. (1986) proponenque el GMFc, y por tanto

los nitrocompuestos, no modifican la movilización del calcio,

sino que alteran la señal del calcio necesaria para que

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 concentración de calcio citosólico.
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3.1 - MATERIAL

3.1.1. Material biológico

Goteras reticulares de bóvidos adultos de distintas

razas, principalmente cruces industriales (Matadero Municipal

de Madrid).

3.1.2. Material diverso

- Material quirúrgico.

— Recipientes isotermos.

— copa de baño de órganos (25 mí).

3.1.3. Aparataje

— Polígrafo (Grass 79 D).

— Preamplificadores (Grass 7P.l>.

— Amplificadores (Grass 7.D.A.).

— Transductores isométricos (Grass ETO 3).

— Estimulador (Grass S.D.9).

- Temporizador (Cibertec).

— Termostato (Tectrom S. 473.100).

— Electrodos de plata en forma de anillo.

— Balanza analítica electrónica (Mettler A.E. 160).

— Ordenador (Netset 386SX/600).
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— Programas (W.P. 5.1.; Harvard Graphics; Sigma;

Lotus Freelance plus).

— Micropipetas de 20, 100, 200 y 1.000 p¿1 (Pipetman

Gilson).

3.1.4. Soluciones

- Ringer Tyrode sin glucosa (RT).

- Ringer Tyrode sin glucosa rico en K (RTX).

- Ringer Tyrode sin glucosa libre de 2* (RT0Ca2~).

- Ringer Tyrode sin glucosa libre de Ca2~ rico en

(RTICOCah.

— Ringer Tyrode sin glucosa libre de Ca2~ con EGTA

(RT0Ca2~EGTA)

- Ringer Tyrode sin glucosa libre de Ca2~ con ECTA

rico en i( (RTICOCa2EGTA)

— Ringer Tyrode sin glucosa hipertónico rico en

se preparó adicionando 1<01 (42,4 mM) al RT sin

reducir la cantidad de Nací.
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•______

+ J EGTART RT0Ca
2~RTK ¡ RTOKCa2 RTOCa RTKOC~GTA

wt4

Gatt
2

NaCí

3.5 3.5 -- -- --

136.7 -- 136.7 -- 136.7 --

<Cl 2.6 139.3 2.6 139.3 2.6 139.3

14gS0, 2.1 2.1 2.1 2.1 2.1 2.1

MaH PO 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

NaHC0 11.9 11.9 11.9 11.9 11.9 11.9

Glucosa -- -- -- --

EGTA -- -- 0.1 0.1

3.1.5. Sustancias y reactivos

— CaCl2 (Fanreac).

— Nael (Panreac).

— KC1 (Panreac).

- M~ 504 (Panreac).

- NaH2PO4 (Panreac).

- I4aHCO3 (Panreac>.

— Acido etilen glicol—bis (fi—amino--etil eter)

N,N,N’,N’-tetra acética) (ECTA) (Sigma).

— Verapamil (Sigma).

— Nitroprusiato sódico (Sigma).

- Tetrodotoxina (TTX) (Sigma).

— Cafeína <Sigma).

- Carbógeno (95% 0~ y 5% CO2).

— Fenilefrina (F.E.) (Sigma).
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3.1.6. Dilución 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. KETODO

3.2.1. Aislamiento y montaje de la preparación

La recogida del material biológico se realizaba en el

Matadero Municipal de Madrid a diario. Durante la

evisceracion de los animales, recién sacrificados, se extraía

la gotera reticular de forma que no se lesionara la misma. El

traslado al laboratorio se realizaba en termos estancos que

contenían Ringer Tyrode (400; 3800).

Para aislar los haces de fibras lisas del suelo de la

gotera reticular, se procedía a la exéresis de todos los

tejidos circundantes. Los labios de la gotera una vez

separados, se fijaban a una tabla de diseccion,

evidenciándose claramente la mucosa del suelo. Mediante una

cuidadosa disección con tijera, evitando lesionar las fibras

lisas, se retiraba dicha mucosa. Del tercio anterior de cada

gotera extraíamos dos haces musculares de 15 a 20 mm de

longitud por 2 a 5 mm de diámetro, que se colocaban en una

placa de Petri con RT a 37±100 (Figura 7) (adaptación del

método de ENCINAS y col. 1989).

Estas preparaciones se unían por un extremo mediante una

ligadura inextensible, a un soporte, para ser posteriormente

introducidas en una copa de baño de órganos conteniendo 20 ml
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de WV (37,5±10C) y oxigenadas con un burbujeo micronizado de

carbógeno. El otro extremo del haz de fibras se fijaba a un

transductor isométrico, con un hilo inextensible. Las piezas

eran sometidas a una tensión inicial de 0,02 11w y la

sensibilidad se fijaba a 5 mV/cm, estableciéndose un período

de adaptación a estas condiciones de 60 minutos.

En todas

funcionamiento

cuya respuesta

las experiencias se constataba el buen

de las fibras utilizando, solamente aquellas

era estable y duradera.

El volumen adicionado a la copa de sustancias y

reactivos no supero nunca los 500 4.
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3.2.2. contracción inducida por KCl

La respuesta contráctil inducida por KCl se llevaba a

cabo mediante la sustitución del RT por RTK (42,4 mM). A

continuación se lavaban las preparaciones tres veces con RT

(3 Lv).

* Naturaleza de la respuesta:

Evolución en el tiempo (esquema lA).

• Reproducibilidad.

- Doble despolarización (esquema lA).

— Concentraciones crecientes de KCl (esquema

2A).

• Soluciones hipertónicas de RCl (esquema lB).

* Supresión del Ca2~ en el medio (esquema 2H y 2W).

* Adición de verapainhl y nitroprusiato sobre la

contracción inducida por KCl (esquema 3A y 311).

* Incubación con nitroprusiato sádico previa a la

depolarización por KCl (esquema 2A’).
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* Incubación con verapaniil y nitroprusiato sódico

previa a la depolarización por KCl en ausencia de

calcio <esquema 2C y 2D).

* Influencia del calcio sobre la depolarización

inducida por KCl (esquema 4).

Reproducibilidad (esquemaSA).

Incubación con verapamil y nitroprusiato

sódico (106M) (esquema5B y 5C).
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3.2.3. Contracción inducida por feniletrina (F - E.)

Las respuestascontractiles inducidas por teniletrina se

llevaban a cabo mediante la adición en la copa del baño de

órganos de fenilefrina (F.E) (106M). A continuación se

realizaba el lavado de las preparaciones de la misma forma

que en el caso anterior (3 Lv).

* Naturaleza de la respuesta:

• Evolución en el tiempo (esquema 6A).

• Reproducibilidad (esquema 6A).

* Supresión de Ca2~ en el medio (esquema 6D).

* Incubación con verapainil y nitroprusiato sódico

(10$!) (esquema 6B y GC).

96



3.2.4. Contracción inducida por estimulación eléctrica

transmural (EET)

Las condiciones generales de trabajo fueron comunes a

las del aparatado 2.1., excepto que la sensibilidad elegida

era de 10 mV/cm.

Para la estimulación 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 través de los anillos interior y superior.

Las señales eléctricas emitidas por los electrodos se

producían en un estimulador Grass S.D. 9, que libera pulsos

de ondas cuadradas, de las que podíamos modificar: la

diferencia de potencial, la frecuencia, y la duración de los

impulsos según los requerimientos de las distintas

experiencias.

* Deterninación de las condiciones de estimulación

Para establecer las condiciones idóneas de trabajo

realizamos una serie de pruebas preliminares con distintos

valores de todos aquellos parámetros que influyen en la EET,

de manera que aplicamos diferencias de potencial entre 50 y

y 100 y; frecuencias entre 0,8 Hz y 50 Hz; pulsos entre 0,4
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y 8 ms; duración del estímulo entre 1 y 5 s, e intervalos

entre 1 y 4 mm.

* Supresión del Ca~ en el medio (esquema8).

* Incubación con verapanil y nitroprusiato cálcico

(10$!) (esquena7B y 7C).

* Incubación con cafeína en un medio con y sin Ca2~

(esquema 8C y 8D).

* Adición de tetrodotoxina (TTX).

Se realizó una EET continuada con las siguientes

condiciones: voltaje supramaximal, frecuencia 30 Hz, pulso de

2 ms con una duración de 5 s e intervalos de 4 mm. Después

de 30 mm en estas condiciones se procedía a la adición de

TTX (10$!), dejándola actuar durante 120 mm sin dejar de

estimular eléctricamente la fibra.
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t2.5. Analisis estadístico de los resultados

Los resultados fueron sometidos a un estudio

estadístico, mediante el programa SIGMA. Los resultados

mostrados en todo nuestro trabajo se expresan como

Media±Error standard medio (E.S.M. ) de un numero mínimo de 5

pruebas.

Para el cálculo de la Dosis Efectiva 50 (DE50), Dosis

Inhibitoria 50 (DI50) y Frecuencia de Estimulación Eléctrica

50 (PEE50) se utilizó la ecuación de la recta obtenida

mediante regresión lineal para todos los experimentos.

La significación estadística de los resultados se

calculó mediante la comparación de medias independientes

<Test de la “U’ de Student).
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4.- RESULTADOS



4 • 1. RESPUESTADE LAS PREPARACIONESDEL SUELO DE LA GOTERA

RETICULAR FRENTE AL KCl

El ROl <42,4 mM), provoca la aparición de una

respuesta contráctil excitatoria de la fibra lisa del suelo

de la gotera reticular, que se caracteriza por ser una

contracción de tipo fásico seguida de una pequeña

relajación y un mantenimiento de tipo tónico (Gráfica 1,

Registro 1).

La evolución de la respuesta al ¡<Cl en el tiempo es

reproducible, ya que si se repite la administración de ¡<Cl

(42,4 nM) pasados treinta minutos de incubación en RT,

induce una nueva contracción, no apreciándose diferencias

estadísticamente significativas (p<0,05 ) entre S~ y S2

Se realizaron curvas dosis—respuesta a

concentraciones crecientes de ¡<Cl entre 8,8 y 42,4 mM, no

existiendo tampoco diferencias estadísticamente

significativas entre las curvas S~ y ~ La CE50 calculada

para la curva es igual a 23,39 mM iC, y para la ~2 es

igual a 26,90 mM K~ (Gráfica 2A, Tabla lA).

La respuesta contráctil inducida por soluciones

isotónicas de ¡<Cl es semejante a la producida por
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soluciones hipertónicas de ¡<Cl, no existiendo diferencias

estadísticamente significativas (pc0,05) entre ambos tipos

de respuesta.

4.1.1 Influencia del calcio extracelular

La supresión de Ca» en el medio (incubación 30

minutos en un medio RTOCa2t, determina una fuerte

inhibición de la respuesta contráctil, produciendo un

desplazamiento de la curva a la derecha y una clara

disminución del efecto máximo, frente a concentraciones

crecientes de ¡<Cl (8,8; 14,8; 21,7; 28,6 y 42,4 mM)

(Gráfica 25). La adición de ECTA al medio sin calcio no

modifica la respuesta, ya que no existen diferencias

estadísticamente significativas entre axibas curvas (Gráfica

2B, Registro 4A, Registro 40). Este hecho se verificó

mediante la adición de EGTA sobre la contracción inducida

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

El efecto del verapamil y el nitroprusiato sódico

sobre la contracción inducida por ¡<Cl (42,4 mM) nos indica

que el verapamil tiene un mayor efecto relajante que el

nitroprusiato, ya que al realizar las experiencias con

concentraciones crecientes de estos compuestos (desde 10.11

hasta í05 M), se obtuvo una DI
50 para el verapamil de
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3,89x106 M y una DI5Q para el nitroprusiato sódico de

l,4lxlGY4 M (Gráfica 3, Registro 2).

La incubación durante 30 minutos de las preparaciones

en un medio que contenga nitroprusiato sódico (10.6 M) no

influye en la respuesta contráctil inducida por

concentraciones crecientes de ¡<Cl (desde 8,8 hasta 42,4

mM); no existiendo diferencias estadísticamente

significativas (p<O,OS) entre las curvas S~ ~ ~2 (Gráfica

4A, Registro 3, Tabla lA).

La supresión de Ca2~ del medio no afecta a la

respuesta del verapamil ni del nitroprusiato, ya que, no

existen diferencias estadísticamente significativas entre

las pruebas realizadas en un medio libre de calcio y en un

medio libre de calcio más nitroprusiato sódico (pcO,05).

El verapamil bloquea completamente la pequeña respuesta

observada en el control (0,05=p=0,0l) (Gráfica 4B, Registro

4B).
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4.1.2. Influencia de la adición de CA» sobre la

despolarización (K 42,4 uN) en un medio libre de calcio

El efecto de la adición de concentraciones crecientes

de CaCl2 <0,1; 0,25; 0,5; 1; 2; 3; 4; 7; 10 luN) sobre la

despolarización inducida por ¡<Cl (42,4 mM) en un medio

carente de calcio, produce un aumento de la respuesta

contráctil, existiendo una clara relación dosis—respuesta

(Gráfica 5). La DEm~ es 7 mM CaCl2, la DEmin es 0,25 mM

CaC2. El uso de nueve concentraciones crecientes de CaCl2

determina un fenómeno de agotamiento de la fibra,

alcanzándose un efecto máximo del 67%. Las concentraciones

crecientes de CaCl2 idóneas para conseguir la respuesta

óptima fueron 0,25; 1; 3 y 7 mM. Estas curvas dosis—

repuesta al calcio, se reproducen cada 30 minutos sin que

existan diferencias estadísticamente significativas

(p<0,05) entre ellas (Gráfica 6, Tabla lB), alcanzando el

100% de respuesta con estas cuatro adiciones.

La incubación durante 30 minutos de las preparaciones

con verapamil (10.6 M), en las condiciones anteriormente

mencionadas, determinan una inhibición de la respuesta

contráctil de un 80% aproximadamente para todas las dosis

estudiadas. Si la incubación se realiza con nitroprusiato
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sódico (10-6 M) el efecto inhibitorio es aproximadamente un

30%. (Gráfica 7, Tabla 111, Registro 5).
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GRAFICA 1. Evolución en el tiempo de la respuesta

contráctil inducida por ¡<Cl (42,4 mM) en el músculo liso

del suelo de la’ gotera reticular bovina (n=5).
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GRAFICA 2. Efecto contráctil inducido en el músculo liso

del suelo de la gotera reticular bovina por

concentraciones acumulativas de ¡<Cl (8,8—42,4 mM) (curva

S~ y S2) en presencia de calcio (A) y ausencia de calcio

con y sin ECTA (11). Los resultados se expresan como

media±E.S.M. (n=6—7).
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GRAFICA 3. Efecto de concentraciones acumulativas de

verapamil (íO.11—ícE4 M) y nitroprusiato sódico (10<1)

sobre la contracción inducida por ¡<Cl (42,4 mM) en el

músculo liso del suelo de la gotera reticular bovina. Los

resultados se expresan como media±E.S.M. (n=5—6).
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GRAFICA 4. Efecto de la incubación (30 mm> con

verapamil* (10.6 ¡4) y con nitroprusiato sódico (10.6 ¡4)

sobre la contracción inducida por 1<01 (8,8—42,4 mM), en

RT (A) y en medio RT0Ca» más EGTA (11) en el músculo Liso

del suelo de la gotera reticular bovina. Los resultados

se expresan como media±E.S.M. (n=6).

* LOPEZ y cols. 1992
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GRAFICA 5. Efecto de concentraciones crecientes de CaC12

(0,1-10 mM) sobre la contracción inducida por ¡<Cl

(42,4 mM) en RTOCa
2 en el músculo liso del suelo de la

gotera reticular bovina. Los resultados se expresan como

la media+E.S.M. (barras) <~=~)~
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GRAFICA 6. Efecto contráctil inducido por concentraciones

acumulativas de CaCl2 (0,25—7 mM) sobre la

despolarización producida por ¡<Cl (42,4 mM) (curva s1 y

~2) en el músculo liso del suelo de la gotera reticular
bovina. Los resultados se expresan como media±E.S.M.

(n=’7).
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GRAFICA 7. Efecto del verapamil (í&ó ¡4) y nitroprusiato

sódico (10-6 M) sobre la contracción inducida por CaCl2

(0,25—7 mM) en un medio RTX (42,4 mM) en el músculo 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<O,00l.
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4.2. RESPUESTADE LAS PREPARACIONESDEL SUELO DE LA GOTERA

RETICULAR FRENTE A LA FENILEFRINA

El efecto que produce la adición de fenilefrina (l0~

¡4) sobre la actividad mecánica de las preparaciones, es de

tipo excitatorio, induciendo una contracción fásica,

seguida de una leve relajación y posteriormente un

mantenimiento tónico creciente. Esta respuesta es

reproducible en el tiempo no existiendo diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05) entre las curvas

S1, S~ y 53 (Gráficas 8 y 9).

4.2.1. Influencia del calcio extracelular

Para valorar la influencia del Ca» extracelular sobre

la aparición de la respuesta contráctil tras la adición de

fenilefrina, se valora la respuesta inducida por

fenilefrina tras la incubación de las preparaciones durante

30 minutos en ausencia de calcio y más EGTA, observándose

que existen diferencias estadísticamente significativas a

partir de los 8 minutos después de la adición de la

fenilefrina (Gráfica 10, Registro 6A).

El efecto de la incubación de las preparaciones con

verapamil 10-6 M y nitroprusiato sódico 10-6 M durante
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30 mm, dio lugar a un fenomeno de inhibición de respuesta

que oscila entre el 29% y 47% para el verapamil, existiendo

diferencias estadísticamente significativas en todos los

puntos y una inhibición entre el 15% y 46% para el

nitroprusiato, existiendo diferencias estadísticamente

significativas sólo durante los 6 primeros minutos de la

respuesta (p<0.0S). (Gráfica 10, Registro 6B). El estudio

realizado sobre la máxima respuesta obtenida indica que la

presencia de verapamil (l0’6) y la ausencia de calcio

reducen significativamente la respuesta, siendo reversible

este efecto (Gráfica 11, Registro 6).
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GRAFICA 8. Evolución en el tiempo de la respuesta

contráctil a la fenilefrina <106 M) en el músculo liso
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GRAFICA 9. Efecto contráctil inducido por la fenilefrina

(l0~ ¡4) (curva ~ ~2 Y S3, con intervalos de 20 mm> en
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GRAFICA 10. Efecto del verapamil <í06 M), del

nitroprusiato sódico (10-6 M) y de la ausencia de calcio

en un medio RTOCa2 mas ECTA sobre la contracción inducida

por fenilefrina (106 ¡4) en el músculo liso del suelo de

la gotera reticular bovina. Los resultados se expresan

como media±E,S.M. (n=~5-6).

*p<0,05 **p.cO,0l ***ptcO,0Ol.
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GPAFICA 11. Efecto del verapamil (jQ’á M), del

nitroprusiato sódico <10-6 M) y de la ausencia de calcio

en un medio RTOCa» mas EGTA sobre la contracción máxima

inducida por fenilefrina (10-6 ¡4) (curva S1 Y S3) en el

músculo liso del suelo de la gotera reticular bovina

(n=5—6)



4 • 3. RESPUESTADE LAS PREPARACIONESDEL SUELO DE LA GOTERA

RETICULAR FRENTE A LA ESTIMULACION ELECTRICA

TRA14SMURAL<EET)

4.3.1. Parámetros óptimos de estimulación

Los resultados obtenidos de la determinación de los

parámetros óptimos para la EET fueron los siguientes:

— Diferencia de potencial supramaximal: 70—100 V.

— Intervalo entre estímulos para estimulación

continuada: 4 mm.

— Intervalo entre estímulos para realización de

trenes de 5 impulsos con descanso de 15 minutos

entre ellos: 3 mm. (Gráfica 12).

— Duración de los pulsos aplicados: 4 ms. (Gráfica

13, Registro 8).

— Duración del estímulo: 5 s,

— Frecuencia para estimulación continuada: 30 Hz.

— Frecuencias para trenes de 5 impulsos con

descansos de 15 minutos: 2 Hz; 6 Hz; 20 Hz y 30

Hz.

En la determinación de estos parámetros se observó que

los intervalos entre estímulos de un minuto, producían
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fenómenos de tetanización (Registro ‘7) Y los estimulos

aplicados cada dos minutos originaban fenómenos de

taquifilaxia de la fibra (Gráfica 12>.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la

curva de la duración de los pulsos, se deduce que la

duración mínima es 1 ms, la duración del pulso submaximal

es 4 ms Y la duración de pulso media es 1,92 ms.

La mayoría de las preparaciones estimuladas

eléctricamente dieron lugar a una respuesta contráctil en

primer lugar de tipo fásico Y sincrónica con el estímulo,

y una vez que cesa éste, aparece una relajación rápida

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 contracción fásica,

rápida y sincrónica con el estímulo y finalizado éste,

aparece una relajación, que se continúa con una nueva

contracción que puede superar o no la primera. Esta

respuesta termina con una relajación 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

espontánea, no se observa en ningún caso que ésta sea

abolida por la EET a los valores utilizados. La respuesta

contráctil frente al estímulo eléctrico es mayor cuando

coincide con una contracción espontánea de la fibra.

El efecto de la aplicación de frecuencias crecientes

(0,8; 2; 4; 6; 8; 10; 15; 20; 30; 40; 50 Hz) produce un

incremento en la respuesta contráctil, siendo la ~ 2Hz,

la FEm~,< 40Hz y la FE50 12,7Hz (Gráfica 14>. Las frecuencias

idóneas para conseguir una respuesta óptima fueron 2, 4,

10, 20 Y 30 Hz. Cuando se aplican estímulos con este rango

de frecuencias, con 5 s de duración, intervalos de 3 mm,

diferencia de potencial submaximal y pulsos de 4 ms, no se

observan diferencias estadísticamente significativas entre

la curva S1 y S2 (p<0,05) (Gráfica 15).
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4.3.2. Influencia del calcio extracelular

Cuando suprimimos el Ca» del medio en que se

encuentra inmersa la preparación se aprecian diferencias

estadisticamente significativas en todos los puntos al

comparar las curvas S1 y S2 (O,05=p=0,001) (Gráfica 16,

Registro 9). Este fenómeno es reversible, recuperándose

totalmente la respuesta con la adición de Ca
2+ al medio y

15 minutos de incubación en el mismo (Registro 10). Al

realizar una estimulación eléctrica con 30 Hz cada cuatro

minutos durante tres horas, se observó que la fibra sigue

respondiendo aún después de mantenerla durante dos horas

y media en un medio libre de calcio, pero se aprecia una

disminución de la misma, siendo este efecto reversible

(Registro 1011).

La adición al medio tanto de verapamil (10.6 ¡4) como

de nitroprusiato sódico (10-6 ¡4), no produce inhibición de

la respuesta de la fibra frente a la estimulación

eléctrica, no existiendo diferencias estadísticamente

significativas entre la S~ y ~2 en ambos casos (p=0,05)

(Gráfica 17, Registro 11, Tabla 2).

La adición al baño, de cafeína (30 mM), para ver la

influencia de esta sustancia en la contracción inducida por
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II.

estimulación eléctrica en ausencia de calcio, produjo un

claro desplazamiento a la derecha de la curva de

frecuencias, con una fuerte disminución del efecto máximo,

existiendo diferencias estadísticamente significativas en

todos los puntos (0,05=p=O,00l). Es importante mencionar

que la fibra lisa del suelo de la gotera reticular de

bóvidos, cuando se añade cafeína al medio, no sufre ningún

tipo de contracción, El efecto producido por la cafeína es

reversible, despues de quitarla del medio, de manera que

después de 15 minutos de incubación al repetir la

estimulación eléctrica, existen diferencias

estadísticamente significativas en los tres primeros puntos

(O,05=p=0,OOl) que desaparecen a medida que avanza la

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

Al estudiar el efecto de la cafeína en presencia Y

ausencia de calcio, se observa que existen diferencias

estadísticamente significativas, pero el efecto es

reversible al repetir la curva de las frecuencias después

de haber incubado 15 mm con RT (Gráfica 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 (l0’á M) no inhibe la respuesta a la

estimulación eléctrica transmural (Registro 14).
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REGISTRo 9. Distintos tipos de respuesta inducida por EET
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GRAFICA 12. Influencia del intervalo de estímulo en la

respuesta contráctil a la EET (voltaje supramax, 30 Hz,

4 ms, 5 s) en el músculo liso del suelo de la gotera

reticular bovina (n=5—6).
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GRAFICA 13- Influencia de la duración del pulso

(0,8—10 ms) sobre la contracción inducida por EET

(voltaje supraflax., 0,8—50 Hz, 3 mm, Ss) en el músculo

liso del suelo de la gotera reticular bovina. Los

resultados se expresan como media+/—E.S.M. (barras) (n=6).
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¡ GPAEICA 14. Influencia de la frecuencia de estimulo

(0,8-50 Hz> en la contracción inducida por EET (voltaje

supramax.., 4 ms, 3 mm, Ss> en el músulo liso 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 contráctil inducido por EFI? (voltaje

supramax, 4 ms, 2 mm, 5 s) con frecuencias crecientes

de estimulo (2—30 Hz> en el músculo liso del suelo de La

gotera reticular bovina (curvas S1, S2, S3 y S4)- Los

resultados se expresan como media±E.S.M. <n=6>.
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GRAFICA 16. Efecto de la privación de calcio en el medio

(RTOCa2 más EGTA) en la contracción inducida por EET

(voltaje supramáx, 2—30 Hz, 4 ms, 3 mm, 5 s) en el

músculo liso del suelo de la gotera reticular bovina. Los

resultados se expresan como media±E.S.M. (n=6>.

*pcZO,05 **p<0,0l ***p<O,00l.
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GRAFICA 17. Efecto del verapamil (i0’á ¡4) y nitroprusiato

sódico <l0’á ¡4) sobre la contracción inducida en el

músculo liso del suelo de la gotera reticular bovina por

EET (voltaje supramax., 2—30 Hz, 4 ms, 3 mm, Ss>. Los

resultados se expresan como media±E.S.M. (n=5—6).
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GRAFICA 18. Efecto de la cafeína (30 mM) sobre la

contracción inducida por EET (voltaje supramax., 2—30 Hz,

4ms, 3 mm, 5 s) en el músculo liso del suelo de la

gotera reticular bovina, en presencia Y ausencia de

calcio en el medio. Los resultados se expresan como

media±E.S-M. (n=4’—6).

*pczo,05 **p<O,01 ***pct0,00l.



—

eH
Ú

SO
10

~‘
ci

u)
.-

<“4-4
S

S
c

C
C

C

SCe’-
-4<‘4

e’.’
u)

-

-4

-‘

-4
0

4
rl

-4

$4
$4AH

EE’-’1<.4

E”
P4

~

u
~

E’AHz

“—
4

0
)

H
It

x
~

‘It
¿e

O
~¿e

E
n

O
,

$4
$4

z
0

4
a

>
<A

~<a
-4a,

Q>
C

<
u

.n¿e
D

o
4’

<a
-4

-rl
O

e
-.’

>
c

‘-
-.4

0
0

~

H
o

ca
U

~
c
i

<a

O>
c
e

l
‘o

-o
a,

‘.4U
c

$4
¿e

Ql
‘.4

.Q
4’

~
--.

$4
U

“~
it

c
c
n

04
-.4

¿
e

E
n

¿
’-

rl

¿e
<A

<
u

0
>

~

0>
<a

4-3
0>

o
04

--‘

‘t’<
u

’O

r~
>

,O
eH

0
0

>
1

0
4

2
0

<a
c

U
o

¿e
~

“
It

-rl
‘O

4-3
<a

IB
U

.0
0

>
1

0
0

(‘-4
4

’
O>

0>
‘~

<
u

c
“~

¿e
‘-4

IB
--4

~
<e

U
$4

e-E

0>
~

U
$4

--4
U

IB
4

’4
’

O>
‘rl

$4

$4
0

3
N

-““-
0>oo”

1
e

l
¿e

E’



ca

cci-o-4

a.CC-
50rl

1

111

ti,

c
i

1
0-

orl

11111

A

ev
ti)

CO~
-

e-E-4

CC10-
O-4

111

ti>

rs~
•-

-trl

a.
a.-C”4ej

<-4
d

’

-te
l

ev
E- 1
oxE

’
2o~

AAHV
¾‘<

E”CAe-)
=

=
‘=

-=

¿e
it

eH
e

-l

0
>

0
>

<
u

It

la
‘O

,
‘~4

~
O>

<A
<A

0>
<

u
r”4

0>
>

4
Ito<A

O>
-rl

4
’r-’4

it
oeH

~
e-><A

Q
lw

<u
e-E

$
4

O>
--4P

C
$4

a>
¿e0

4
Z

it
C

o
O

¿eE-’4
‘o

x
‘rlC0>o

o
—

-rl
o

<
u

C
A

0c
c
a

>
10

_

‘Z
a

0>(‘-4
¿e

‘rl
¿

e
a

>
‘.4

(‘-‘4
u

¿e
C

o
O>ca

o
0

>
0

$4
c‘o

•
—

4
<~

U¿e

CO
U

E
’

-rs

<AoIt“-4‘o.0a,
<u$4E

n

‘--4u-H4’>0>5.4E
n

$4a>42oo”



5.- DISCUSION



5.1. DISCUSION DEL METODO

El cierre reflejo de la gotera reticular, ha sido objeto

de numerosos estudios, y según autores puede provocarse por

varios mecanismos. Para ORSKOV (1988) se puede estimular

mediante reflejos condicionados; RUCKEBUSCH(1983>, logra el

cierre mediante la estimulación del reflejo oro—faríngeo;

también, con la administración de acetil colina y otros

fármacos (vasopresina, extractos posthipofisarios...) se ha

llegado a conseguir este cierre (BEGHELLI y cols., 1975;

SCHOLJZ y MIKHATL, 1987; BRUGUEREy cols., 1987). Luego, en el

cierre de la gotera reticular, se aprecia la influencia de

factores psicógenos y de estímulos químicos. ¿Cuál de estos

mecanismos es el determinante?. Actualmente no se ha

dilucidado, ya que no se ha realizado un estudio de “mapeo”

receptor ial profundo.

A esta controversia inicial hay que sumarle que debido

a su localización anatómica, podría ser considerada una

prolongación del esófago hasta el omaso, lo que hace que sea

una zona de transición entre musculatura estriada (esófago)

y musculatura lisa (retículo—ruinen). Histológicamente, 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 que hemos
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utilizado, como hemos descrito en el apartado de material y

métodos, corresponden al tercio anterior pero proceden de las

capas mas superficiales, donde histológicamente no quedan

restos de músculo estriado.

De acuerdo con los resultados que hemos obtenido,

nuestras preparaciones conservan ciertas características que

se corresponden con las del músculo estriado. Entre estas, se

encuentra su gran capacidad de almacenamiento intracelular de

calcio. Para GODFRAIND (1986), es uno de los factores que

ayudan a distinguir los diferentes tipos de musculatura lisa.

Para la elección del líquido 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 espontánea y unas respuestas semejantes a las

obtenidas por otros autores frente a la adición 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 OGEA (1975) y MURILLO (1971) trabajan en musculatura lisa

de ruinen con Ringer Tyrode con glucosa; MURILLO (1981)

observa que después de la utilización 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 líquido nutricio. Los

resultados de este autor, en cuanto a la respuesta de este

tejido frente a distintos fármacos, son semejantes a los

observados por ENCINAS y cols. (1989) y LUCAS y cois. (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.

El hecho de que la glucosa no influya en estos estudios,

podría explicarse por el especial metabolismo de los

rumiantes. Las necesidades metabólicas de glucosa de estos

animales son muy bajas, puesto que los ácidos grasos

volátiles (acético, propiónico, butírico), son la fuente

energética principal y pueden tener una acción ahorradora de

glucosa, aunque no parecen producir una síntesis neta de la

misma (CH?URCH, 1974).

La tensión (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 refrigeración durante 8 h

de los haces de fibras extraidas de la gotera reticular, no

implica ningún tipo de inhibición en las respuestas inducidas
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por 1<01, fenilefrina o EET. MURILLO (1981), trabajando con

preparaciones de pilar de ruinen de oveja, observa que se

produce una inhibición parcial de la respuesta frente a la

EET. DENAC y cols. (1991) utilizan preparaciones de gotera,

sin refrigerar.

Para la preparación de soluciones libres de calcio a las

que se anadía EGTA (0,1 mM) como quelante, utilizamos

concentraciones inferiores a las que utilizan otros autores

con este mismo fin. Hemos observado que esta concentración

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. GODFRAINDy

cols. (1983) en sus trabajos utilizan ECTA (0,2 mM); las

concentraciones empleadas por otros autores oscilan entre

0,5—2 mM (BURGIN, 1979; NOUAILETHAS y cols., 1988; PLAZA y

cols., 1992). WIIEELER y WEISS (1979) determinan que la

corriente de salida de calcio a través de la membrana celular

aumenta en medios que contienen ECTA, ésto puede ser debido

a que se incremente la permeabilidad de la membrana al calcio

como resultado del “secuestro” del Ca2~ extracelular o de

otros efectos inespecificos no determinados.

Elegimos el nitroprusiato sódico y el verapamil, por ser

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

lisa.

El verapamil inhibe la contraccion y el flujo de

entrada de Ca2 inducida por elevadas concentraciones de 1<;

sin embargo, ejerce muy poco efecto sobre el influjo del Ca2

provocado por agonistas (VAN BREEMENy cois., 1981; KARAXI y

cois., 1984).

El nitroprusiato sódico, en algunos tejidos, inhibe la

entrada de calcio al citosol a través de los canales operados

por receptor, aboliendo en muchos casos la respuesta inducida

por agonistas y no ejerciendo efecto sobre las inducidas por

altas concentraciones de 1<. También puede disminuir la

biodisponibilidad de calcio intracelular receptor

dependiente, al incrementar el calcio de los depósitos

intracelulares después de reaccionar con los grupos

sulfidrilos presentes en la célula (ITEO y cois., 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

proventrículos de ávidos, el verapamil y el nitroprusiato

fueron utilizados para bloquear la entrada del calcio al

interior celular a través de los yaC y ROO respectivamente.
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5.2 DISGUSION DE LOS RESULTADOS

5.2.1. Contracción inducida por ROl

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 concentración del ión 1< es alto

en el interior de la célula con respecto de la concentración

extracelular. Si aumenta la concentración de potasio se

produce una despolarización por disminución del gradiente de

concentración (XARARY y cols. 1984).

En la musculatura lisa vascular, intestinal, etc, el

potasio ha sido muy empleado para estudiar los fenómenos de

contraccion. También ha sido utilizado en musculatura lisa de

proventrículos de rumiantes (ARRUEBO, 1987), y en

preparaciones de suelo de la gotera reticular ha sido

empleado por LOPEZ y cols. <1992).

En general se ha dicho que la contracción inducida por

soluciones ricas en se debe fundamentalmente a un efecto

de despolarización de la membrana, que determina un aumento

de la permeabilidad del Ca2+, además de una liberación del

calcio ligado a membrana y una liberación del calcio

intracelular inducida por calcio (HAY y WADSWORTH,1982>. La

respuesta a dosis submaximales de 1<01 se puede interpretar en
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parte como un fenómeno debido a la liberación de

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

Las concentraciones que hemos utilizado en nuestro

trabajo oscilan entre 8,8 mM y 42,4 mM, siendo 42,4 la CEm~

de acuerdo con lo expuesto por LOPEZ y cois. (1992). Esta

dosis 42,4 mMde 1<01, es una concentración baja comparándola

con las empleadas en otros tejidos.

GODFRAIND y cols. (1983) en músculo liso de ileon de

cobaya utiliza 100 mM, VAL ARANDILLA usa 50 mM con Taenia

coli y APRUEBO (1986 y 1987) en fibras procedentes de

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

KARAKI y cols. (1984a), realizaron un estudio

comparativo de las concentraciones de 1< necesario para

inducir una contracción por despolarización en fibras lisas

de aorta de conejo (65,4 mM), aorta de rata (65,4 mM) e ileon

de cobaya (45,4xnM); observando que existe una mayor

sensibilidad del músculo liso digestivo a la despolarización

por que el vascular.

Las respuestas de nuestras preparaciones a 42,4 mM,

tanto en presencia como en ausencia de motilidad espontánea

fueron de tipo excitatorio. Se caracterizan por ser una

contracción de tipo fásico rápido, seguido de una pequena
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relajación y mantenimiento tónico (Registro 1, Gráfica 1).

Siendo coincidentes con las obtenidas por LOPEZ y cols.

(1992) en preparaciones de suelo de gotera reticular bovina

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

La gran mayoría de los músculos 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; KALRAKI y cols., 1988;

GABELLA, 1978).

Para BOLTON (1979) la respuesta de los distintos

musculos lisos al iC depende del tejido y de la concentración

de K.

Gran numero de nuestras preparaciones mostraron

actividad espontánea, en este caso la respuesta fásica

inicial se acompaña de contracciones superpuestas que en el

componente tónico desaparecen. En los tejidos capaces de

generar actividad eléctrica espontánea la fase inicial de la

respuesta a altas concentraciones de iC parece estar asociada

con una descarga de potenciales en espiga, cuya amplitud

disminuye según continue la despolarización y desaparecen

finalmente coincidiendo con la fase tónica (BOLTON, 1979).
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En la respuesta a soluciones ricas en K~ el componente

fásico depende teorícamente de la liberación de calcio por

los depósitos intracelulares, mientras que el componente

tónico es debido a la entrada de Ca2~ desde el medio

extracelular. HURWITZ (1980) indica que el ¡<Cl en ileon de

cobayo induce a la aparición de estos dos tipos de

componentes que están mediados por distintos tipos de VOC. La

entrada de Ca2. a través de los canales de inactivación rápida

darla lugar al componente fásico porque producen una

liberación desde el retículo sarcoplásmico de calcio inducido

por Calcio, los de inactivación lenta serían los responsables

del mantenimiento tónico de la respuesta. Cuando el calcio

penetra a través de los canales de inactivación lenta, actua

rellenando los depósitos intracelulares y activando los

filamentos contráctiles (KARAKI y WEISS, 1988).

En este trabajo, hemos estudiado las respuestas

producidas también por soluciones hipertónicas de ¡<Cl. Una

vez valoradas las respuestas, se observa que no hay

diferencias estadísticamente significativas entre la

respuesta inducida por soluciones isotónicas e hipertónicas.

Cuando las contracciones inducidas por iC en un medio

hipertónico e isotónico son equivalentes, se nos permite

excluir la participación del sistema de intercambio Na—Ca2~

en este tejido, ya que bajas concentraciones de Na

extracelular junto con el efecto del K, favorecerían la
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entrada de Ca2 por el intercambio con el Na~ intracelular

(BOVA y cols. 1988).

Aún teniendo en cuenta estas consideraciones, hemos

elegido inducir la contracción de la musculatura lisa del

suelo de la gotera reticular con en medio isotónico,

puesto que las soluciones hipertónicas pueden afectar la

función muscular (¡<ABASí y cols. 1984b>.

El músculo liso del suelo de la gotera reticular

presenta una buena reproducibilidad de las respuestas

provocadas por tC (42,4 mM). Estas respuestas son

reproducibles a intervalos de 30 mm, no apreciándose

diferencias estadisticamente significativas.

Cuando en lugar de dosis únicas (42,4 mM) de ¡<~ se

realizaban curvas dosis—respuesta a concentraciones

crecientes de K~ (8,8—42,4 mM), tampoco existían diferencias

estadisticamente significativas. La CE
50 del ¡C para S~ es

23,39 mM y para la ~2 la CE50 es 26,90 mM (Gráfica 2A,

Registro 3).

La concentración de calcio ionizado presente en el

citoplasma va a determinar la tensión desarrollada por las

proteínas contráctiles. La contracción de la fibra muscular

lisa va a estar determinada por la entrada de calcio
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procedente del medio extracelular, y la liberación de Ca2

desde los depósitos intracelulares (BOLToN, 1979).

El estudio del origen del calcio que influye en la

contracción de la musculatura lisa del suelo de la gotera,

inducida por ¡<~ lo hemos estudiado mediante variaciones en

la concentración extracelular de 0a2 y también mediante el

empleo de sustancias “antagonistas” del Ca2~.

La exposición de nuestras preparaciones a una solución

libre de Ca2~ (RT0Ca2~), durante 30 mm, reduce la respuesta

contráctil inducida por C. Se produce un pequeno componente

fásico y se afecta principalmente el mantenimiento tónico de

la respuesta. Esta respuesta no sólo se observa en un medio

libre de 0=, sino también en un medio carente de Ca2~ más

EGTA (0,1 mM) (Gráfica 2B, Registro 4A y 40).

KARAKI y WEISS (1988) indican que en la respuesta

contráctil inducida por K puede participar la liberación de

calcio desde los depósitos intracelulares, cuando se elimina

el calcio del medio extracelular y se le añade ECTA.

La presencia de EGTA en el medio impide que se produzca

la liberación de 2 unida a la superficie de la membrana.

Las concentraciones de ECTA utilizado por nosotros <0,1 mM)

es inferior a la empleada por otros autores, en fibras
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procedentes de proventrículos (lmM) (APRUEBO, 1986 y 1987).

En nuestra experiencia no hemos encontrado diferencias

estadísticaniente significativas entre las contracciones

inducidas en presencia y ausencia de EGTA (Gráfica 2B). En

este sentido podría ocurrir que la concentración de quelante

utilizada no pueda desplazar totalmente el calcio unido a

membrana. Pero en el caso de que fuera suficiente, el EGTA

sería capaz de impedir el empleo de este calcio y por tanto

su influencia del calcio ligado a membrana en la contraccion

inducida por potasio sería mínima.

APRUEBO(1986) observa en musculo liso de pared de rumen

ovino, que la respuesta al 1< se anula totalmente en un medio

sin Ca2~ y sugiere que en la contracción inducida por

despolarización con iC no influyen los depósitos

intracelulares de calcio.

También es importante mencionar que las preparaciones de

gotera que presentan motilidad espontánea, no la pierden en

ausencia de calcio.

Teniendo en cuenta que la gotera reticular es una zona

de transición entre musculatura estriada (esófago> y lisa

(rumen—reticulo); los depósitos intracelulares de calcio

podrían tener una importancia similar en la contracción a los

de la musculatura estriada.
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De acuerdo con los 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 ¡< va a depender fundamentalmente, de la entrada de

Ca2 extracelular y que los depósitos intracelulares de calcio

pueden tener una ligera influencia.

Cuando el medio libre de Ca2~ (RTOCa2~ más ECTA) se

sustituye por un medio con calcio (RT> se produce una

recuperación de la respuesta. El efecto inhibitorio de la

privación de calcio en nuestras preparaciones es reversible.

APRUEBO(1986) indica que el efecto de la privación de calcio

es reversible en la pared de ruinen de oveja, al igual que

sucede en nuestros experimentos.

En un medio libre de calcio (RTOCa2) se realizaron

curvas dosis—respuesta a la adición de concentraciones

crecientes de CaCl
2 (0,1—10 mM), sobre la despolarización

inducida por ¡<Cl (42,4 mM>. Se aprecia una clara relación

dosis—respuesta al calcio obteniéndose una de 7 mM, un a

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

concentraciones de calcio determina un fenómeno de

agotamiento de la fibra alcanzándose un efecto máximo del

67%, ya que mantenemos la contracción inducida por potasio

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

calcio en el medio (Gráfica 5). Por esta razon consideramos
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que para conseguir una curva dosis—respuesta al calcio cuyo

efecto máximo fuese el 100% y además fuese reproducible, las

concentraciones idóneas para la realización de los

experimentos deberían ser 0,25 mM, 1 mM, 3 mMy 7 mM (Gráfica

6, Registro 5).

La inducción de la contracción de la musculatura lisa

del suelo de la gotera reticular por altas concentraciones de

potasio, dependen fundamentalmente de la entrada de iones Ca2~

desde el medio extracelular al citosol. En este sentido

BOLTON (1979) determina la existencia de dos tipos de canales

de calcio presentes en la membrana celular: los VOC y los

ROO. Los VOC se activan cuando el potencial de membrana

disminuye y los operados por receptor, cuando se emplean

sustancias estimulantes de unos receptores determinados,

incluso no habiendo cambios en el potencial de membrana.

En 1977 FLECKENSTEIN describió la existencia de los

denominados “bloqueantes de la entrada de calcio”. Dentro de

este grupo uno de los compuestos más representativos dentro

de las fenilalqilaminas, es el verapamil.

El verapamil bloquea específicamente los yac y reduce la

entrada de calcio al interior de las células que previamente

han sido despolarizadas por soluciones ricas en 1<

(FLEC¡<ENSTEIN, 1977; BOLTON, 1979).
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El verapamil y otros antagonistas orgánicos del calcio

han mostrado un mayor efecto inhibitorio sobre la contracción

de la fibra muscular lisa inducida por iC, que sobre la

inducida por agonistas; siendo su bloqueo mas selectivo sobre

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

En este trabajo hemos verificado el efecto inhibitorio

del verapamil sobre la contracción inducida por soluciones

ricas en 1< en la fibra de la musculatura lisa del suelo de

la gotera reticular.

Se realizaron curvas dosis—efecto al verapamil (l0<1~l04

M), siendo la C150 de 3,89x1&
6 M (Gráfica 3, Registro 2).

LOPEZ y cols. (1992) observaron que la incubación de

preparaciones de suelo de la gotera durante 30 mm con

verapamil (106 14), inhibía un 100% la respuesta inducida por

soluciones ricas en IC (42,4 mM>.

APRUEBO<1986) indica que una concentración de 10-6 M de

verapamil también inhibe un 100% la respuesta del músculo

liso de pared de ruinen ovino al ¡<t Sugiriendo que la

respuesta de esta fibra al iC se basa en la entrada de Ca2~

extracelular a través de los VOC.
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PLAZA y cols. (1992) observaron que la actividad

espontánea del duodeno de oveja, parece estar mediada por la

entrada de calcio extracelular a través de los canales

voltaje—dependientes, influyendo en cierto modo también la

liberación de calcio intracelular.

La incubación con verapamil (10-6 14> durante 30 mm en

medio libre de calcio inhibe totalmente la leve respuesta

inducida por ¡<Cl (Gráfica 4B, Registro 4B). LOPEZ y cols.

(1992), realizando una prueba semejante, pero con presencia

de calcio en el medio, describen una inhibición del 100%

(Gráfica 4A).

El efecto de la incubación con verapamil (10-6 14) sobre

la adición de concentraciones crecientes de CaCl2 (0,25 mM,

1 mM, 3 mM y 7 mM), en la despolarización inducida por ¡<Cl

(42,4 mM> en un medio RTOCa
2~, determina una inhibición de la

respuesta contráctil del 80% aproximadamente (Registro 5,

Gráfica 7). Observamos que cuando la concentración de calcio

supera 3,5 mM (concentracion normal en el RT>, se aprecia de

forma más evidente un pequeño incremento en la respuesta.

Esto pudiera ser debido a que la modificación del

gradiente pudiera activar otros mecanismos de paso de calcio.

Por otro lado, el hecho de que el verapamil inhiba al 100% la

contracción inducida por ¡<Cl (8,8—42,4 mM) (Gráfica 4) y tan
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solo alcance un efecto del 80% cuando se estudia el efecto de

dosis a acumulativas de CaC12 sobre la depolarización

inducida por 42,4 mM de ¡<Cl (Gráfica 7). Pudiera ser debido

a que, como mencionan VAN HOUTTE y VERBEUREN(1976), y BORA

y cols. (1977), esta concentración elevada de potasio

produzca una liberación de neurotransmisores que active los

ROC.

TPIGGLE y JANIS (1987), decriben que la afinidad de los

ligandos a los canales puede variar enormemente de acuerdo

con la frecuencia de los estímulos y el potencial de

membrana. Cuando se realiza un bloqueo, la actividad

inhibitoria de un fármaco aumenta cuando aumenta la

frecuencia de estímulos, reflejando una interacción

preferencial del ligando sobre un determinado estado del

canal. Estos hechos también podrían explicar esta diferencia

en la inhibición del verapamil en la contraccion inducida por

potasio en dosis acumulativas o en dosis unica.

En todos los experimentos en los que trabajamos con

verapamil su efecto fue irreversible.

Estos resultados que hemos expuesto sugieren que la

contracción del músculo liso del suelo de la gotera reticular

de bóvidos, es debida principalmente a la entrada de calcio

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

dependientes.

El nitroprusiato sódico es una sustancia perteneciente

al grupo de los nitrocompuestos. ¡<ARARI y WEISS (1984)

sugieren que, en algunos tejidos, es un inhibidor de los

canales operados por receptor, puesto que inhibe las

contracciones provocadas por agonistas sin afectar las

inducidas por despolarización, en determinados tejidos.

Las curvas dosis—respuesta de concentraciones

acumulativas de nitroprusiato sódico sobre la contracion

inducida por potasio (42,4 mM), dio lugar a una 0150 de 1,9

x ío4 14 (Gráfica 3, Registro 2). Estas concentraciones

pudieran afectar la funcionabilidad celular. Los efectos

conseguidos se podrían achacar bien a una inhibición por

bloqueo o bien a una intoxiccaión celular. Por todos estos

hechos elegimos una concentración más baja, 10~ 14, y así

poder comparar con los otros compuestos usados a la misma

concentración.

Se estudió el efecto del nitroprusiato sobre la

contracción inducida por ¡<Cl (8,8—42,4 mM>, observándose que

no inhibe la respuesta a concentraciones crecientes de

potasio, ya que no existen diferencias estadísticamente

sigficativas entre el control y la prueba realizada con
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nitroprusiato sodico. La respuesta tampoco se modifica cuando

se trabaja en un medio libre de calcio (Gráfica 4, Registros

3 y 4B).

Los resultados obtenidos por otros autores sobre el

efecto que produce la incubación con nitroprusiato sódico en

la despolarización inducida por ¡<~ son semejantes a los

nuestros. APRUEBOy cols. (1987) sugiere que el nitroprusiato

sódico (106 14) no ejerce ningún efecto inhibitorio sobre la

contracción inducida por ¡<~ en fibra lisa de pared de rumen

de oveja. KARALKI y cols. (1984) observan que en Taenia coli

de cobaya y en aorta de conejo el nitroprusiato no inhibe la

respuesta al ¡<~, pero sí es efectivo en aorta de rata. Pero

IMAI y ¡<ITAGAWA (1981) observaron que el nitroprusiato sódico

no afecta a la contracción inducida por despolarización en

fibras de colon de perro y sin embargo, produce inhibición

del efecto contráctil en las preparaciones de aorta de este

animal despolarizadas con 1<.

El hecho de que el nitroprusiato sódico, en nuestras

preparaciones, posea efecto inhibitorio de un 20 %

aproximadamente sobre la contracción inducida por CaCl2 en

solución rica en potasio (42,4mM) (Gráfica 7), pudiera estar

relacionado con la estimulación de los ROC por la liberación

de neurotransmisores originada por la despolarización con una

dosis máxima de potasio (VAN HOOTTEy VERBEUREN, 1976; BORA,
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1977>. Estos resultados coinciden con el efecto inhibitorio

observado en la contracción inducida por fenilefrina (Gráfica

10). Estos hechos guardan relación con los resultados ya

descritos para el verapamil.

Es importante resaltar, que las únicas referencias sobre

la influencia del calcio en la contracción de la musculatrua

lisa de gotera, no concuerdan con nuestros resultados. Aunque

son datos citados sin confirmar, OOMS (1987) supone que los

ROOson los máximos responsables de la contracción del tejido

y que los VOC apenas tienen importancia.

Los resultados que hemos obtenido indican la influencia

del calcio extracelular y de los VOC en la contracción

inducida por ¡<Cl.
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5.2.2. Contracción inducida por fenilefrina

En la musculatura lisa gastro—intestinal la respuesta

contráctil adrenérgica se debe fundamentalmente a los

receptores a1; puesto que, la estimulación de los a2 al igual

que la de los /3 origina relajación (FLOREZ, 1992).

La musculatura lisa de los proventrículos de los

rumiantes se adapta al modelo general de la respuesta

contráctil adrenérgica. VANMIERT y HUISSMAN (1968) y TANEIRE

y OHGA (1975) observan que en los proventriculos de óvidos y

bóvidos la contracción se induce por estimulo de los

receptores a y la relajación por estimulo /3. MURILLO (1981)

discrepa de estos resultados indicando que en las

preparaciones de pared ruminal de ávido, tanto el estímulo de

receptores a como /3 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 más específicamente los a1 son los

responsables adrenérgicos de la actividad contráctil.

No se eligió un agonista adrenergico inespecífico como

la noradrenalina ya que en trabajos anteriores se observó que

estos compuestos no producía 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 específico a1, la fenilefrina.

La fenilefrina induce una contracción fásica seguida de

relajación leve y posterior mantenimiento tónico, en las

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

APRUEBO (1986 y 1987) utiliza noradrenalina para

conseguir una respuesta contráctil en las preparaciones de

musculo liso de rumen ovino.

La respuesta contráctil de nuestras preparaciones a la

fenilefrina es reproducible cada 30 mm. soportando al menos

tres estimulaciones (curvas S1, ~2 y S~) (Gráfica 9).

-En un medio libre de Ca
2~ más EGTA la respuesta de

nuestras preparaciones frente a la fenilefrina se

caracterizan por un marcado descenso en la respuesta tónica

a partir del minuto ocho tras la adición de esta sustancia

(Gráfica 10, Registro GA).

ARRUEBO (1986 y 1987) indica que la respuesta inducida

por noradrenalina en la pared de rumen de oveja se inhibe un

100% tras su incubación en un medio libre de calcio. Por ello

sugiere que la contracción depende de la concentración de Ca2

extracelular.
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BUIRGIN (1979) observó que la acetilcolina e histamina en

preparaciones de ruinen bovino provocan una contracción que

también depende de la concentración de Ca2. en el medio

extracelular y que son inhibidas en ausencia de calcio.

Las preparaciones de musculatura lisa vascular, cuando

se incuban en un medio libre de Ca2~ sufren una inhibición del

mantenimiento tónico de la respuesta a la noradrenalina, nc

afectándose el componente fásico de la misma (BEVAN y cols.,

1963, VAN BREEMENy cols., 1979).

CAVEROy cols. (1983> sugieren que en tejido vascular,

cuando las respuestas contráctiles son inducidas por

estimulación de los receptores a
1 se produce una liberación

del calcio almacenado en los depósitos intracelulares, y la

activación de los receptores a2 favorece la entrada de calcio

extracelular.

S¡<ARBY y ANDERSON(1984), por el contrario, postulan que

la contracción inducida en musculatura lisa vascular por

estimulación a1 va a depender de la entrada al citosol del

calcio presente en el medio extracelular.

Para KALRAKI (1984), y KARAXI y WEISS (1988) la

contracción fásica producida por la noradrenalina se debe

fundamentalmentea la liberación de Ca
2~ desde los depósitos
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intracelulares. Si se suprime el calcio en el medio y se

añade EGTA, se observa que la respuesta fásica tras la

adición de noradrenalina no desaparece. Si esta operación se

vuelve a repetir hay una inhibición completa de respuesta,

debido al vaciamiento previo y a la falta de calcio en los

depósitos. Después de un nuevo periodo de incubación en

presencia de calcio, los depósitos intracelulares se

rellenan, respondiendo nuevamente a la noradrenalina con una

respuesta fásica.

En nuestras pruebas hemos observado que en un medio

libre de calcio, el componente tónico de la respuesta a la

fenilefrina se reduce significativamente. El componente

fásico de la respuesta durante los primeros ocho minutos no

sufre una modificación significativa (Gráfica 10); por ello

suponemos que durante este periodo los depósitos

intracelulares están aportando el Ca2+ para que se produzca

la respuesta contráctil. El efecto de la privación de calcio

en el medio es totalmente reversible; de manera que si la

fenilefrina indujera al vaciamiento de los depósitos

intracelulares, éstos se rellenarían nuevamente al incubar la

preparación en un medio RT coincidiendo con lo descrito por

KARAEI y WEISS (1988).

El verapamil (lOa 14> produce una inhibición del 29—47%

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

(Gráfica 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

incubación previa con verapamil (10-6 M> (APRUEBO y cols.,

1987)

Para KARAXI y cols. (1979), el verapamil no inhibe la

contracción fásica inducida por la noradrenalina en aorta de

conejo.

En estudios realizados en músculo liso vascular CAVERO

y cols. (1983) y VAN ZWIETEN y cois. (1985), han demostrado

que las respuestas provocadas por la activación de los

receptores a~ adrenérgicos son más resistentes a la acción de

los antagonistas orgánicos del calcio que las inducidas por

estimulación a2.

Cuando un agonista induce una respuesta contráctil 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 fenómeno de

despolarización de la membranaque abre los VOC (CASTEELS y

cols. 1977). Esto podría acontecer con la estimulación

provocadapor fenilefrina y por este motivo se podría inhibir
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ligeramente la respuesta de la fibra muscular lisa del suelo

de la gotera reticular de los bóvidos mediante la incubación

con verapamil (10-6 14).

La incubación durante 30 mm de las preparaciones del

suelo de gotera reticular de bóvidos con nitroprusiato sódico

(10-6 M) determina una inhibición de la respuesta a la

fenilefrina que oscila entre el 15—46% durante los seis

primeros minutos de la respuesta. Es decir el componente

fásico se ve disminuido (Gráfica 10, Registro 6B).

APRUEBOy cols. (1987) describen que la respuesta a la

noradrenalina de sus preparaciones se inhibe al 100% después

de la incubación con nitroprusiato sódico (10-6 14), por

bloqueo de la entrada de calcio a través de los ROC.

Para KARALKI y WEISS (1984) el nitroprusiato sódico

actua, en aorta de conejo, como un inhibidor de la entrada de

calcio a través de los ROC, y por ello anula la contracción

inducida por noradrenalina, pero no la inducida por altas

concentraciones de ¡<‘½

Sin embargo en otros tejidos como Taenia coli, duodeno

o íleon, el nitroprusiato no ejerce efecto sobre las

contracciones inducidas por agonistas (BRADING y SNEDDON,

1980; KREEYE, 1980; ROSENHERGERy cols., 1979). KARAKI y
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WEISS (1984) explican estos resultados considerando que en

estos tejidos puede haber otra población de canales de calcio

operados por receptor no sensibles al nitroprusiato.

A parte de estas consideraciones los nitrocompuestos

parecen tener un efecto inhibitorio de la liberación de

calcio intracelular o bien favorecer su secuestro, puesto que

inhiben la contracción provocada por agonistas en medio libre

de calcio (1<ARALKI y cols., 1984a,b). A este hecho se puede

atribuir la inhibición parcial de la respuesta a la

feniletrina de las preparaciones de Libra muscular lisa de

suelo de la gotera reticular de bóvidos después de su

incubación con nitroprusiato sódico (10-6 M). Además RAPAEI

y cols. (1979) sugieren que el componente fásico de la

respuesta de la Libra lisa a la noradrenalina se debe a la

liberación de calcio de los depósitos intracelulares. Si

tenemos en cuenta que el componente fásico, producido por la

fenilefrina en el tejido objeto de nuestro trabajo, se debe

también a la liberación de estos depósitos, estaría

justificada la acción del nitroprusiato sobre las mismas.

El nitroprusiato carece de efecto sobre la respueta

tónica, que pudiera ser debida a la entrada de calcio a

traves de los ROO. Por lo tanto parece ser que el

nitroprusiato no ejerce un bloqueo eficaz sobre los mismos,

o bien que la entrada de calcio utilice otras vias
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diferentes, para compensar el cierre de este paso. De

cualquier manera el comportamiento de nitroprusiato sódico en

ciertos tejidos aún no está suficientemente aclarado por lo

que solo podemos hacer conjeturas sobre su actuación hasta

que dispongamos de mas datos.
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5.2.3. Contracción inducida por Estimulación Eléctrica

Transmural

La estimulación eléctrica transmural según BRADING y

SNEDDON (1980) permite estimular de forma selectiva la

inervación intrínseca 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 bóvidos no disponíamos de ningún

dato previo. Por este motivo fue necesario realizar la

búsqueda de los parámetros óptimos de estímulo y la relación

existente entre ellos.

Para comenzar nuestras pruebas, teníamos 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

próximas a la nuestra (proventrículos 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 duración del

estímulo 10 s. APRUEBO(1986) en fibra circular de pared de

ruinen utilizó 80 V, 16 Hz, 40 ms y 10 s. TANEIRE y OHGA

(1975> indican que los parámetros idóneos para la

estimulación eléctrica transmural para preparaciones
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procedentes de rumen, retículo y omaso de bóvidos 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 (¡<ARAXI 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 progresivamenteel voltaje sin

obtener ningún 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

KARALKI y WEISS (1988) obtienen con frecuencias muy bajas

respuesta a la estimulación eléctrica en preparaciones de

tejido vascular y en Taenia coli de cobaya.

Las primeras respuestas contráctiles frente a la EET las

obtuvimos aplicando diferencias de potencial de 50 y con

frecuencias de 20 Hz, pulsos de 1 ms y una duración del

estímulo de 3 s. Con estos valores como referencia dejábamos

fijos 3 de los parámetros y variabamos el cuarto, hasta que

llegamos a determinar cuales eran las condiciones idóneas

para cada tipo de experimentación.
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De los resultados obtenidos, observamos que la

frecuencia es el parámetro que más influye a la hora de

provocar una contracción por EET en las preparaciones del

suelo de la gotera. En las curvas frecuencia—respuesta a los

herzios se aprecia claramente este hecho (Gráfica 15).

Como se observó en el apartado de resultados, los

valores utilizados en los distintos tipos de experimentos, no

coinciden con los valores necesarios para obtener una

respuesta máxima. Empleamos estas condiciones porque la

utilización de los parámetros máximos de estimulación, en

algunos casos determinan un agotamiento prematuro de la fibra

lisa de nuestras preparaciones, que impedían la realización

de las pruebas.

Una vez determinados estos parámetros, establecimos la

duración del intervalo entre impulsos, observando que si era

de 2 mm (Gráfica 12), las respuestasno eran homogéneasy se

producía un agotamiento de las fibras muy marcado. El

intervalo de 4 niin, produjo una respuesta que se estabilizaba

a los 30 mm; en el tiempo que duró la prueba (2—5 h) no se

observó una disminución de la respuesta contráctil.

Por ello, consideramos que los parámetros óptimos de

estimulación en función de las pruebas a realizar son:
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- Diferencia de potencial supramaximal: (70—lOO y).

— Intervalos entre estímulos para estimulación

continuada: 4 mm.

— Intervalo entre estímulos para la realización de

trenes de 5 impulsos con descansode 15 mm entre

ellos: 3 mm.

— Duración de los pulsos: 4 ms.

— Duración del estimulo: 5 s.

— Frecuencia para estimulación continuada: 30 Hz.

— Frecuencia para estimulación de trenes de impulsos

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

Bajo estas condiciones los experimentos realizados

fueron homogeneosy reproducibles.

Las respuestas contráctiles obtenidas por estimulación

eléctrica transmural son de caracter fásico y sincrónicas con

el estimulo. Una vez finalizado éste aparece una relajación

rápida que puede continuarse o no de una nueva contracción

fásica, para finalmente alcanzar el tono inicial o descender

por debajo del mismo (Registro 9).

Este tipo de respuestases semejantea las obtenidas por

MURILLO (1981) y APRUEBO (1986) en músculo liso de pilar y

músculo liso circular de rumen de oveja.
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Comparando los parámetros, vemos que la gotera reticular

es la que requiere impulsos más cortos (5 s, frente a 20—40

s en músculo circular de rumen y 8 s en músculo liso de pilar

de rumen>. La frecuencia que hemos utilizado es mayor que la

usada por APRUEBO(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 TANEII<E Y OGEIA (1975)

(40—80 Hz).

Para poder comparar la energía que necesita cada tejido

para producir una respuesta contráctil, nos basamos en la

siguiente relación:

xT.I. E~= Energía por impulso

=Vo ltaje supramáximo

T.I. = Tiempo total que está

estimulado el tejido (s)

El T.I. se obtiene multiplicando la frecuencia (s’) por

la duración del pulso (ms) y por la duración de estímulo (s),

todo ello dividido por mil, para expresarlo en segundos.

Mediante este cálculo, hemos obtenido los siguientes valores

de E1: 0,6 s en la gotera reticular; 4 s en pilar de ruinen;

6,4 s en músculo circular de ruinen y desde 0,08 a 3,2 s en

rumen—retículo—omaso. Por tanto, observamosque la gotera

reticular necesita menos energía que el resto de la
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musculatura lisa de proventriculos de rumiantes estudiados,

a excepción del valor mínimo usado por TANEIKE y OGHA

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

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

En nuestro trabajo elegíamos preparaciones con escasa o

nula motilidad espontánea, para facilitar la valoración del

efecto debido a este tipo de estimulación. Cuandoel estimulo

eléctrico coincide con una contracción espontanea no se puede

establecer fidedignamente a que se debe el cambio de

amplitud. Esta sumación de fuerzas es también descrita por

MURILLO (1981) y APRUEBO (1986> en sus trabajos.

Cuando las fibras presentan motilidad espontánea y se

someten a EET, no se produce una abolición de la misma. Estos

hechos también han sido descritos por MURILLO (1981) y

APRUEBO(1986). Además bajo estas condiciones después de una

contracción inducida por EET, se produce otra espontánea de

características variables en cuanto a amplitud y duración.

Por otro lado en las preparaciones procedentes de

tejidos vascular o intestinal de otras especies podemos decir

que se suelen asociar descargas puntuales con contracciones

transitorias y descargas mantenidas con contracciones

mantenidas (KAPAKI y WEISS, 1988>, mientras que en las
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preparacionesprocedentesdel suelo de la gotera reticular de

bóvidos se requieren descargas mantenidas durante 5 s para

conseguir una contracción transitoria. Para lograr una

contracción mantenida, nuestras preparaciones necesitaron

estímulos constantes con intervalos muy cortos (menos de 1

mm) que inducen una tetanización 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 (106 14) observando que no existía ningún tipo de

inhibición de la respuesta <Registro 13). Teniendo en cuenta

que la TTX es un bloqueante de la conducción nerviosa que no

afecta a las células musculares lisas (RITCHIE y COHEN.,

1975), descartamos la participación del componente

neurogénico.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por MURILLO

(1981) Y APRUEBO (1986) sobre musculatura de ruinen de oveja,

que describen una respuesta a la EET de tipo miogénico.

Por el contrario, TANIEKE y OGRA (1975), indican que la

TTX inhibe totalmente la respuesta inducida por EET en rumen,

retículo y omaso, describiendo la respuesta de caracter

neurogénico.
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DENAC (1991), en fibras procedentes de preparaciones de

gotera reticular de bóvidos observa que la respuesta inducida

por noradrenalina no se modifica por la incubación con TTX.

Por esta razón, atribuye la contracción obtenida a la

existencia de receptores a noradrenalina en la pared de la

membrana y no a través de la liberación de otros

neurotransmisores por estímulo presináptico.

Aunque nuestras pruebas difieren de las de DENAC (1991),

en ambas se pone de manifiesto la naturaleza miogénica de

estos tipos de respuesta.

Descartadoel componenteneurogénico que podría inducir

la liberación de neurotransmisores que nos condujesen a

conclusiones erróneas sobre la respuesta obtenida, pasamosa

estudiar la influencia del Ca2 intra o extracelular en los

fenómenos de contracción.

VAN BREEMEN y cols. (1980, 1981) sugiere que la

contracción del músculo liso no vascular inducida por EET,

depende de los movimientos y concentración de Ca2

extracelular e intracelular.

En primer lugar, para determinar la acción del Ca2~ sobre

la respuesta a la EET en músculo liso de gotera reticular,

privamos de este catión a las preparaciones, mediante la

195



sustitución de RT por RT0Ca2~ más EGTA. Se observó una

inhibición superior al 50% en la curva de frecuencias

(Gráfica 16, Registro lOA y lOB). Este hecho sugiere que la

influencia del calcio extracelular en este tipo de

contracción es importante aunque no es mayor que la de los

depósitos intracelulares.

APRUEBO (1986) en preparacionesde músculo liso circular

de rumen de oveja, destaca una fuerte inhibición de la

respuesta a la EET, en ausencia de calcio (83,8%); este

fenómeno es más marcado cuando se incorpora EGTA (1-2 mM) al

medio (92,1%). En cambio nuestra prueba fue realizada en

presencia de ECTA (0,1 mM), para evitar la reutilización de

calcio liberado en cada estimulo, así como para quelar el

fijado a la membrana.

No podemos determinar si se debe a que el calcio unido

a membranatiene una influencia menor en la contracción de la

gotera reticular y mayor en músculo circular de rumen de

oveja, o bien, si se debe a que las concentraciones de EGTA

en el medio son distintas. En nuestro caso, aunque son

inferiores a las de APRUEBO (1986), creemos son suficientes

para provocar fenómenos de quelación y no originar

alteraciones funcionales de la membrana.
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En las pruebas realizadas con estímulos de frecuencia

fija ( 30 Hz, voltaje supramáx., 4 ms, 5 s) y en ausencia de

calcio más EGTA (0,1 14), la preparación mantenía una

respuesta equivalente a la obtenida en presencia de calcio

frente a los estímulos durante unos 60 minutos y

posteriormente producía un descensoprogresivo en la amplitud

de la contracción, pero no desaparecíaincluso despuésde más

de dos horas de estimulación eléctrica continuada. Este

efecto de privación de calcio es totalmente reversible, ya

que al reponer el Ca2 en el medio y suprimir el EGTA, la

fibra recuperaba totalmente su capacidad de contracción

inicial. Este hecho indica fundamentalmente un rellenado

rápido de los depósitos intracelulares de calcio, que podría

entrar a través de los canales convencionales y además

pensamosque estarían implicados los canales de goteo, pues

la entrada del catión a través de ellos se vería favorecido

por la diferencia de gradiente entre ambos lados de la

membrana.

La incubación de las preparaciones con verapamil y

nitroprusiato sódico no produjo ninguna inhibición sobre la

respuesta a la EET, que fuese estadisticamente significativa

(Gráfica 17, Registro 11>.

APRUEBO (1986) describe que el verapamil es capaz de

inhibir la respuesta de la fibra lisa circular de rumen de

197



óvido frente a la EET de manera altamente significativa y

sugiere que la entrada de calcio al interior de la célula se

produce a traves de los yaC, activados por cambios en el

potencial de membrana. Sin embargo, el nitroprusiato sódico

no ejerce efecto alguno en la aparición de dicha respuesta.

Los resultados que hemos obtenido con el nitroprusiato sódico

coinciden con los de APRUEBO(1986>.

Teniendo en cuenta que la ausencia de Ca2 en el medio

extracelular, permite que se produzca una contracción cuya

amplitud es el 50% del valor normal y que la utilización del

verapamil o el nitroprusiato no modifica este tipo de

respuesta, podríamos considerar que los VOC y los ROO no

están 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 bloqueantes

está disminuida. SEATTlE y cols. (1986) describen la

diferente eficacia de los bloqueantes en función del tipo de

frecuencia empleadapara inducir una contraccion.

No obstante queda patente la importancia de la

participación de los depósitos intracelulares de calcio en el

fenómeno de contracción inducida por estimulación eléctrica

transmural, que le confieren características de músculo

estriado.
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En este sentido la adicion de cafeína (30 mM), no

produce una contraccion de las fibras como sucede en otros

tejidos musculares estriados, seguida de un Lenomeno de

tetanización (ENDO, 1977; FABIATO, 1977).

La falta de efecto directo contráctil, indicaría que el

posible vaciamiento de los depósitos intracelulares de calcio

de forma brusca no es suficiente para desencadenar el

fenómeno de contracción (Registro 12>.

AHN (1988) indica que la cafeína sobre musculo liso

tiene efectos duales, sobre tejido vascular induce una

contracción transitoria debida a esa liberación de calcio y

posteriormente un efecto inhibitorio; mientras que en otras

preparaciones de músculo liso tratado con saponinas

desarrolla una potente actividad inhibitoria de la

contracción (SAVINEAU, 1988>.

Estos autores dudan de la eficacia del empleo de cafeína

en el estudio de los depósitos intracelulares de calcio. En

nuestras preparaciones observamosque la cafeína provoca un

fuerte desplazamiento de la curva a la derecha, que es mucho

mayor cuando se priva de calcio extracelular a la preparación

<Gráfica 18).
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Es indudable que se ha producido un vaciamiento

importante de los depósitos intracelulares, que parecen ser

los máximos responsables de los fenómenos de contracción

inducida por EET. Si hay presencia de calcio extracelular, es

posible un rellenado de estos depósitos. Por el contrario en

ausenciade calcio extracelular hay una abolición completa de

la respuesta (Gráfica lS).

Teniendo en cuenta lo indicado por lINO (1990), sobre el

vaciamiento de los depósitos S~, y S~, a través de cafeína e

IP3 en el primer caso y sólo por IP3 en el segundo, En nuestro

caso los depósitos intracelulares de calcio se

corresponderían con los del compartimento
5a• No tenemos

pruebas complementarias suficientes para poder afirmar esta

situación; siendo solamente una hipótesis y más teniendo en

cuenta que lINO trabaja en un tejido diferente y que el

comportamiento de las distintas musculaturas lisas no es

siempre el mismo.

Otras teorías ponen de manifiesto que la inhibición de

la cafeína en el proceso de contracción, tanto si ha sido

inducida por ¡<t como por noradrenalina o carbacol, (AHN,

1988; NOUAILHETAS, 1988) podria ser debida a la acción de

ésta sobre la fosfodiesterasa, que a su vez está implicada en

los procesos de la degradación del AMPc. Al aumentar la

concentración de AI4Pc se produce una fosforilización de la
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cadena ligera de miosina impidiendo el proceso de contracción

(SAVINEAU, 1988>.
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6- CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

1.— El XC]. (42,4 mM) induce sobre la musculatura lisa del

suelo de la gotera reticular bovina, una contracción que

se ve inhibida por el verapamil (10-6 M), por la

ausencia de Ca2~ en el medio y no se ve afectada por el

nitroprusiato sodico (106 14).

2.— El verapamil (106 14) y el nitroprusiato (10614) inhiben

la contracción producida por concentraciones crecientes

de CaCl
2 (0,25—7 mM> en una solución despolarizante y

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

3.— La fenilefrina (106 M) induce una contracción con un

compoentefásico y otro tónico en la musculatura lisa de

la gotera reticular bovina. La ausencia de Ca
2t

determina una inhibición parcial del componente tónico,

el nitroprusiato (10~ 14) sádico del fásico y el

verapamil (10á 14) de ambos componentes.

4.— Los parámetros idóneos de estimulación electrica

transmural en el músculo liso del suelo de la gotera

reticular bovina son: voltaje supramaximal (70—100 V),

frecuencia 30 Hz, pulso 4 ms, duración del estímulo 5 s

e intervalo entre estímulos 4 mm. La contracción es

sincrónica al estimulo y de tipo fásico.
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6.— La respuesta a la estimulación electrica transmural es

de tipo miogénico.

7.— El verapamil (106 M) y el nitroprusiato sódico (lcf6M)

no modifican la respuesta a la estimulación electrica

transmural. En ausencia de Ca2~ extracelular no

desaparece la respuesta de este musculo liso a la

estimulación electrica transmural, al menos durante 2

h de estimulación constante.

8.— La cafeina (30 mM) determina un efecto inhibitorio de la

contracción inducida por estimulación electrica

transmural, que se acentúa en ausencia de calcio.

9.- La importancia de la participación de los depósitos

intracelulares de calcio en los fenómenos de contracción

inducida por estimulación electrica transmural le

confieren características de músculo estriado.
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7.- RESUMEN



Se ha llevado a cabo un estudio sobre el músculo
liso del tercio anterior del suelo de la gotera
reticular, con objeto de determinar el papel del calcio
en los fenomenos de contracción de dicha fibra. Las
respuestascontráctiles de esta fibra, han sido inducidas
mediante el empleo de altas concentraciones de ir,
fenilefrina (jQá ~> y estimulación eléctrica transmural,
en presencia y ausencia de Ca2~ en el medio extracelular.
Como posibles antagonistas de los movimientos del calcio
a través de la membrana celular, hemos utilizado
verapamil (10-6 M) y nitroprusiato sódico (106 14).

En la despolarización inducida por iC, el verapamil
tiene una C1

50 3,9xlO~ 14 y el nitroprusiato sódico
una C150 = l,41x10

4 14. La ausencia de Ca2~ en el medio y
el verapamil produce una inhibición de la contracción
inducida por ¡<Cl (8,8—42,4 mM), pero no el nitroprusiato
sódico. Frente a concentraciones crecientes de CaC].

2
(0,25—7 mM) en una solución despolarizante, el verapamil
inhibe un 80% la respuesta y el nitroprusiato sódico un
20%. En la respuesta contractil inducida por fenilefrina
la ausencia de Ca

2~ determina una inhibición del
componente tónico; el nitroprusiato del componente fásico
y el verapamil de ambos.

Los parámetros idóneos para lograr una respuesta
contractil homogénea y reproducible mediante la
estimulación eléctrica transmural son: voltaje supramax.,
50—80 V, 30 Hz, 4ms, 5 s. Esta respuesta es inhibida un
50% por la privación de calcio y no se modifica por la
acción del verapamil ni del nitroprusiato sódico. La
cafeína <30 mM> produce un fuerte efecto inhibitorio de
la respuesta, que es más evidente en ausencia de calcio
extracelular.

Por todo ello consideramos importante la influencia
del calcio extracelular y la capacidad de almacenamiento
del cation Ca2. en los depositos intracelulares del
músculo liso del suelo de la gotera reticular bovina, que
le confieren caracteres semejantes a la musculatura
estriada.
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