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INTRODUCCION 

La Biología de la Reproducci6n. es una rama de las Ciencias Biol6gicas que 

abarca muchos de los fenómenos relacionad~s con la formaci6n de los seres vivos. 

El presente trabajo, comprende una parte de esta ciencia en particular, y es la 

que está relacionada con la fisiología del epidídimo, órgano que forma parte del 

aparato reproductor masculino (7,10,27). 

Desde principios de siglo se ha propuesto, que el epidídimo participa en -

forma importante en la maduración y transporte de los espermatozoides (1,3,4,5). 

El epidídimo está constituido por una capa de células secretoras y una pared de 

músculo liso, tejido que ha sido motivo de un gran número de estudios. Estas ff_ 

bras musculares están inervadas principalmente por terminales adrenérgicas y en 

menor cantidad las colinérgicns (6,7.8,9). Esta inervación que es principalmen

te de tipo simpático, tiene como neurotransmisor a la noradrenalina y a la adre

nalina, lo que imp1ica que lógicamente la función adrenérgica juega un papel im

portante en la actividad del músculo liso (8,12,31,37). 

El epidídimo es un órgano que se divide en tres partes: cabeza, cuerpo y -

cola, y se ha propuesto que durante la eyaculación, la región de la cola sufre -

una fuerte contracción, que se ha asociado con La activación de los rcctplores 

U"-adrenérgicos presentes en las fibras musculares (4,9,12)4 

Al igual que en el músculo esquelético, existen evidencias de que en el mú~ 

culo liso es necesaria la presencia del ión calcio para la activación del proce

so contrá'ctil. En los experimentos 11 in vitro 11
, la mayoría de las respuestas co.!!. 

tráctiles son inhibidas cuando la concentración de calcio intracelular no alcan

za la concentración mínima (10-SM) para la iniciaci6n del proceso contráctil; lo 

cual puede ser debido a la eliminación del calcio externo o por la presencia de 

substancias que son capaces de inhibir o bloquear la acción de dicho catión (bl~ 

queadores de canales de calcio) (16,20,22,23)4 

Ahora bien, la medición de las respuestas fisiológicas en el músculo liso, 

se realizan con cierta facilidad cuando modelos empleados para este propOsito, -

no son sofisticaciones sino al contrario~ son modelos que por su relativa senci

llez permiten llevar a cabo este tipo de estudios4 Un ejemplo de esto lo tene

mos al medir los cambios mecánicos en el músculo liso, cambios en la presión sa~ 

guínea, alteraciones de las vías respiratorias, etc. 
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Puesto que la cuancifii.:ación úe esto~ p.:1.rámetr0s son relativamente fácile.o, 

estudios de este tipo han Llevado ha establecer las bases del entendimiento J.c -

la interacción, hot.'illona-reccpt"or y la cara..:terización y clasificación en clases 

y subclases. de los receptores adrenérgicos (20,32, 37). 

Sin embargo, se ha estudia<lo poco acerca del mecanismo básico que ejercen 

los agonistas adrenCrgicos en Pl músculo liso de la cola de epidídimo, en rela

ción a los iones Ca++, Sr-++ y Ba-t+ extracelulareB en preparaciones "i.n vitre" -

(62,63,64). 

Para realizar este trabajo se decidió utilizar como animal experimental a 

la rata macho, pues además de ser un animal de fácil manejo, se ha observado u

na gran similitud bioquímica, fisiológica y morfolOgica entre el aparato repro

ductor de la rata y el del homhre (4,7,11, 26). 

En el presente trabajo se estudia 11 in vitro' 1 el efecto de un agonista- <~ 

sobre músculo liso de la cola de epidídimo de rata en: 

lo. Medios de incubación con diferentes concentraciones de calcio y sin calcio. 

2o. Medios donde se añaden bloqueadores de canales de calcio. 

3o. Medios donde se sustituye al Ca++ por Sr+r y Ba++ 

Con el propósito de conocer lo que estas variaciones repercuten sobre el fenó~ 

meno de l~ contr~cci5n. 



( 3 ) 

2. FUNDAMENTACION DEL TEMA 

La función biológica de la reproducción es inherente a la materia viva e

indispensable pa~a perpetuar las especies; es además un fenómeno que incluye -

patrones complejos de conducta, en donde"el comportameinto básico de aparea--

miento es innato en todos los mamíferos y es un proceso en donde se encuentran 

interrelacionados órganos y sistemas que al operar en conjunto. proporcionan -

los elementos necesarios para que se lleve a cabo la reproducción (27,28). 

A continuación se señalan aspectos fundamentales en el conocimiento que se 

tiene acerca del músculo liso ~n general y del músculo liso del cual está for

mada la co1a del epidídimo de la rata en particular, materia de este estudio. 

2.1 MUSCULO LISO. GENERALIDADES 

El múscu1o liso esta~ampliamente distribuido en el cuerpo de los vertebr!!_ 

dos y su actividad contráctil es vital para el funcionamiento normal del cuer

po. Las partes contráctiles de las paredes de los vasos huecos y las cavidades 

tales como los vasos sanguíneos, el canal aiimentario y el tracto genitourina

rio, están formados por capas de células musculares lisas, las cuales impulsan, 

mezclan o retienen el contenido que llevan en su interior. Por otro lado, el -

músculo liso está Íntimamente ~saciado con otros tejidos y su contracción tie!_'l_ 

de a mover a otras estructuras musculares que están cerca Je él (19). 

Asociado con su posición y su función, el músculo liso varía ampliamente

en su patrón de actividad contráctil, por ejemplo: por un lado mantiene esta -

actividad más o menos contínuamente como en el iris, los vasos sanguíneos ó la 

uretra. Mientras que en otros casos, ocurren brotes ocasionales de actividad -

como resultado de un fenómeno, como es el cnso de la defecación O el embarazo-

(19). 

La actividad cont~áctil de cualquier músculo depende de un cierto número 

de factores tales como la interacción entre las células musculares y la influe!!_ 

cía de los agentes externos tales como los nervios, las hormonas, etc. 

Las células del músculo liso son pequeñas, en forma de eje y están estre

chamente unidas~ además frecuentemente se asocian con fibras reticulares y elá~ 

ticas. La forma de las células y la ausencia de alineación de las proteínas -
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contráctiles hacen capaz al músculo lisopara que funcione aún cuando sufre gra~ 

des cambios en longitud, esto permite al músculo liso efectuar importantes fun

ciones en las víceras huecas por ejemplo, permitiendo que intestino, vejiga, v~ 

sos sanguíneos y otras estructuras del cuerpo cambien los diámetros de sus luces 

de casi cero a valores muy altos. 

El músculo liso esta ±nervado usualmente por ambas divisiones del Sistema -

Nerviso Autónomo, en donde la actividad nerviosa autonómica puede iniciar a mod~ 

rar la actividad muscular, pero sin estar bajo control voluntario. 

Como en el músculo esquelético, se cree que en el músculo liso, la contrac

ción resulta a partir de un incremento en la concentración de calcio intracelu-

lar lraiI, la cual es normalmente disparada por la actividad eléctrica (potencia

les de acción) en la membrana celular. En el músculo liso el awnento de los po

tenciales de ncci6n, no es afectado por la tetrodotoxina (droga muy potente que 

inhibe los flujos de Na+ al interior de la célula), pero es reducida por el Mn~ 
Esto sugiere que la corriente al interior de la célula es llevada a cabo por el 

Ca-++ el cual activa a las proteínas contráctiles. La actividad eléctrica puede 

ser espontánea o puede ser iniciada por la liberaci6n de los transmisores libe

rados por los nervios (19,48). 

2.2. INERVACION Y TRANSMISION ADRENERGICA EN EL MUSCULO LISO 

La densidad de la inervación adrenérgica en el músculo liso varía conside

rablemente en diferentes 6rganos por ejemplo: es muy alta en el conducto defe-

rercnte, en el iris, algunas partes del esfínter gastrointestinal, etc., pero -

muy baja en el útero, los ureteres y el músculo longitudinal del tracto gastro

intestinal. Por otro lado se ha observado que en las diferentes células muscu

lares lisas existen invaginaciones provocadas por la presencia de los nervios -

adrenérgicos (y colinérgicos) en forma de varicosidades nerviosas dentro de las 

cuales se encuentra al~3cenado e1 neurotransmisor que será liberado posterior-

mente durante la transmisión del impulso nervioso (24,45). 

2.2.1 TRANSMISION NEUROMUSCULAR ADRENERGICA 

El sistema nervioso central y periférico tienen fundamental importancia en 

el control de las funciones relacionadas con la reproducción~ y es el sistema -
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nervioso autónomo (SNA) el que interviene en la trnnsmisión de estímulos sobre 

unidades sinápticas entre las neuronas pre y postganglion<!res que conforman a 

este sistema, a través de la liberación de los neurotransmisores. El SNA ine_E. 

va a diferentes tipos de órganos de músculatura lisa como: el intestino, las -

glándulas y los órganos del aparato rep
0

roductor entre otros, los cuales están 

densamente inervados con fibras de tipo simpático y parasimpático y cuyos neu

rotransmisores principales son: la noradrenalina y la acetilcolina respectiva

mente. La adrenalina secretada por la médula renal no es normalmente un medí~ 

dorde las terminaciones nerviosas, pero es liberada cuando se estimula el sis

tema nervioso simpático (27,29,30.31). 

Todas las enzimas involucradas en la síntesis y degradación de las catee~ 

laminas: tirosina hidroxilosa, OOPAdescarboxilnsa, dopamina p-descarboxilasa 

mono"3.minor..idnsa (MAO) y algunos como la catccol-o-metiltrilnsferasa (CONT), es

tán presentes alrededor de la neurona adrenérgica. Las catecolaminas son alm~ 

cenadas en las vesículas granulares junto con la cromogranina y la dopamina-µ 

hidroxilasa. Durante la transmisión son liberadas dentro de la hendidura si-

náptica mediante un proceso de exocitosis, siguiendo su acción sobre la membr2., 

na muscular postsináptica. Las catecolaminas son removidas extensamente al ser 

recaptadas a nivel de la membrana presináptica. donde se reincorporan a los al

macenamientos vesículares o son degradados por la ~L\O (30,45). 

2.3 MECANISMOS ADRENERGICOS Y POSTSlNAPTICOS 

Los procesos involucrados en la formación. el almacenamiento, la libera-

ción y la activaciOn de los neurotransmisores adrenérgicos son ya bien conoci

dos, pero se sabe menos acerca de los mecanismos que median las respuestas de -

las células efectoras (24). Algunas células del músculo liso tienen una iner

vación adrenérgica directa, pero muchas solamente son influenciadas indirecta

mente por la difusión de ln nora<lrenalina que proviene de las terminales ner-

viosas distantes o a partir de los nervios de las paredes de los vasos sanguí

neos vecinos O en otros tejidos adyacentes o bien por la adrenalina circulante, 

secretada por la médula suprarrenal (24). 
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2.3.l RECEPTORES ADRENERGICOS 

Cuando 1os neurotransmisores se liberan de los nervios se combinan con si

tios especializados de las células postsinápticas para iniciar una cadena de a

contecimientos que causan los efectos clásicos de este tipo de nervios en un t~ 

jido en particular. Estos sitios especializados 11.amados por Langley "áreas r.!:_ 

ceptoras" o "substancias receptoras"., actualmente se denominan simplemente re-

ceptores (33). 

La noradrenalina, la adrenalina y otras catocolaminas pueden causar exci

tación o inhibición de la contracción del músculo liso según el sitio, la dosis 

y la catecolamina elegida. La noradrenalina es la catecolamina más potente y -

proporcionalmente tiene una baja actividad como inhibidor, a diferencia de 1a -

isoprenalina ( ¡J-adrenérgico) que presenta una actividad inversa y la adrenali:, 

na es relativamente potente como excitante (31,36). 

Sobre la base de éstas observaciones, Ahlquist en 1948, propuso 1os térmi:_ 

nos : alfa ( a ) y beta ( f3 ) receptores, para los sitios de los músculos 1isos 

donde las catecolaminas producen respuestas excitadoras e inhibidoras, respecti:_ 

vamente. Esta clasificación de los receptores se ha confirmado con la comprob~ 

ción de que ciertos fármacos como la orciprenalina producen bloqueo selectivo -

de los efectos de los impulsos nervioso8 adrenérbicos y de los agentes simpati-

comiméticos en los receptores a;. Mientras que en otros como el propanolol 

producen bioqueo ~-adrenérgico (35,36,37). 

Los receptores f3 pueden dividirse en receptores ¡3-1-. (principalmente en 

coraz6n) y en receptores 13-2 (pulmones, vejiga, hígado, etc.), sobre las ba

ses de la relativa selectividad de los cf ectos de agentes agonistas y antagoni2._ 

tas (34,35,47). 

También parece haber dos subtipos de receptores a-adrenérgicos: los re

ceptores a-1 que tiene probablemente su principal localización en sitios posE_ 

sinápticos y por eso son responsables de la iniciación de sucesos postsinápti

cos excitadores. Los receptores l'.t'-2 se han localizado en las terminaciones 

nerviosas presinápticas. La activación de estos receptores produce la inhibi

ción de la liberación del transmisor. En las terminaciones nerviosas adrenér

gicas de los receptores rr-2 parece mediar la inhibición de la liberación de 

la norepinefrina por la retroalimentación, mientras que en las tenninaciones -

coiinérgicas del tracto gastrointestinal, estos receptores son probablemente -
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responsables de los efectos inhibidores de los agonistas <r- adrenérgicos. Sin 

embargo no hay pruebas suficientes que permitan la clasificación de todos los -

receptores a-adrenérgicos pre y postsinápticos como grupos farmacológicamente 

definidos y homogéneos (13,37,39). 

Para la activación de los receptores et es importante la presencia de un -

grupo amino cuyo átomo de nitrógeno está protonado a pH fisiológico (7.4). En 

cambio para los receptores ~ la activación, depende de la presencia del gru~o 

-OH- en posición meta en el núcleo del catecol y otro en posición µ El gr.!:!_ 

po amino es muy importante pues establece la diferencia de activaci6n entre los 

receptores ~ y p , es decir en caso de que el grupo amino estuviese substitu.!_ 

do por un grupo molecular voluminoso, la actividad a-agonista disminuiría 

notablemente y la actividad agonista ¡i, se exaltaría (35). 

La adrenalina y sus congéneres producen una serie importante de efectos m~ 

tabólicos, cuyas manifestaciones incluyen: Hiperglucemia, hiperlacticemia, hi-

perlipemia, mayor consumo de 02 e hiperpotalasemia (44). El compuesto clave -

que interviene en la medición de estos efectos y de los de un gran número de -

hormonas, es el AMP cíclico (adenosin-3'-5'-monofosfato) (52). La adrenalina -

aumenta la acumulación de AMPc intracelular, activando (por vía de los recepto

res ~ ) una enzima ligada a la membrana, la adenilciclasa que cataliza la con-

ver!:i.iÜn del ATP en .1.\.~c, el cu::!l inicin entonceR tmrt Rerie de actividades intra 

celulares que determina los efectos metabólicos característicos de las catecol~ 

minas (Fig. 1). 
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AGO.NISTA-- RECEPTOR--TRANSDUCTOR-- EFECTOR- SEGUNDO r.."ENSAJERO 

~ t;~~H~::L•NA o>------' 

~ ~-HIDROXITRIPTAhlNA--0>-----
~ PROSTAGLANDINA E1 --
~ VASOPRESINA------C:::J--------' 

! JADENOSINA-------.Cl-------~ 
~ l__OPIACEOS------~1:-J------~ 

AMP 
CICLICO 

Fig. (1) Representa las diversas formas en las que el AMPc media el efecto de 

difeLentes substancias (Berridge. M. J.; 1975) 
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2.4 PROCESO CONTRACTlL EN EL MUSCULO LISO 

El músculo liso <le cada órgano suele ser diferente del de los demás en va

rios aspectos: dimensiones físicas, organización de haces o láminas, tipo de -

respuesta a diversos estímulos, características de la inervación y funciones. -

Sin embargo para simplificar, los músculos lisos pueden dividirse en dos tipos 

principales: músculo liso de unidades múltiples y músculo liso visceral (16,31). 

El músculo liso contiene exactamente las mismas substancias químicas que -

el esquelético, incluyendo a 1.:1 actina y a ]a miosin.1. No tienen la misma dis

posición especial periódica que se observa en las sarcómeras del músculo esque

lético, lo cual se refleja en las diferentes respuestas globales entre dos ti-

pos de músculo, por ejemplo: un paso esencial para activar a la ATPasa (<lepen-

diente del Mg++) de la miosina en el músculo liso, es la fosforilación de la C!!_ 

<lena ligera de actina. En el caso del músculo esquelético, la desfosforilación 

de la cadena ligera de actina para activar a la ATPasa (dependiente del Mg+r) -

es el paso esencial (31. 16). 

Otros estudios en el músculo liso sugieren que para una completa actividad 

de la ATPasa, aparte de la imprescindible presencia del calcio, son necesarios 

otros factores tales como: proteínas contráctiles y fosforilación de la cadena 

ligera, para lograr llevar la actividad enzimática a niveles requeridos que den 

lugar a la rnntrRcci6n (17~42). 

Todo parece indicar que la máxtma fuerza a desarrollar por el músculo de

pendé de un número coordinado de eventos y actividad enzimática, que provoca -

los entrecruzamientos de filamentos y que en el músculo liso. esta tensión es 

más alta debido a la disposición de los filamentos que actúan paralelamente a 

lo largo de la célula muscular lisa. Tornando en cuenta la gran relación supeE_ 

ficie-volúmen, característico de las células de músculo liso y debido al arre

glo y orientación y filamentos delgados y cortos en el músculo liso, la célula 

es capaz de acortarse en mayor grado por unidad de área a diferencia del mú~c~ 

lo esquelético, aunque cabe decir que la contracción en el músculo liso se pr~ 

duce de 4 a 20 veces rnils lento que el músculo esquelético (17,42). 

2.4.l PAPEL DEL CALCIO EK EL PROCESO DE CONTRACClON DEL MUSCULO LISO 

La actividad contrnctil es un fenómeno que realizan todos los músculos -
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que conforman a los seres vivos y el músculo liso se rige bajo los principios 

básicos de acoplamiento, excitaciOn-contracción (16-30). 

La interacción entre las proteínas contráctiles: actina y miosina es la - -

responsable de la contracción física del músculo liso, y está regulada por la -

calmodulina que es una proteína estructuralmente similar a la subunidad de cal-

cio-troponina (el papel de la troponina-tropomiosina en el músculo liso, no ha -

sido bien establecida aGn) del músculo esquelético. Esta calmodulina se une a -

la cadena ligera de miosina-cinasa activandola y conduciendo al músculo liso a -

la contracción, en presencia de suficientes cantidades de calcio iónico (10-SM -

a 10-7 M) la calmodulina se disocia de la enzima miosínica cinasa y sucede la 

desfosforilacion (16,23), 

La mayoría de las membranas celulares del músculo liso constantemente es

tán sufriendo cambios en la permeabilidad i6nica, debido a una continua salida 

de moléculas neurotransmisores provenientes de los nervios autonómicos. Experi

mentos realizados en músculo liso sugie~en que no existe equilibrio mutuo entre 

los iones Na+, Cl-, HC03-, Mg++ y Ca++, con respecto al potencial de reposo por 

lo que cualquier cambio en la permeabilidad de cualquier i6n da lugar a un movi

miento neto de ese ión dentro y fuera de la célula, lo que provoca los cambios -

en el potencial de membranas. Esto y el hecho de que el músculo liso tienen mu

chos mecanismos receptores para moléculas agonistas, permite que ocurran un gran 

rango de respuestas, pero también significa que poseen una bien desarrollada ma

quinaria para transportar iones y mantener un equilibrio constante y una filtra

ción de iones dentro y fuera de las células (16, 17, 18). 

En el músculo liso como en otro tipo de músculos, los iones calcio están -

considerados como agentes activadores de la máquinaria contráctil. Los estímu-

los que inducen a la contracción de este músculo, son responsables de iniciar 

reacciones celulares que permiten un incremento en la concentración de calcio ll:_ 

bre citoplasmático el cual activará las proteínas contráctiles para producir el 

fenómeno de la contracción (Fig. 2). 
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MUSCULO LISO 

Un modelo esquemático de una célula muscular lisa, en donde se apre

cian los factores externos e internos que intervienen para el proce

so de contracciOn - relajación {Bolton 1979 )~ 
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.Este calcio se ha localizado en la mitocondrias, el retículo sarcoplás

mico y el núcleo (16,17,20,21). 

Los iones calcio penetran desde el f luído extracelular hacia las célu-

las músculares lisas mediante un gra?icnte electroquímico cuando la membrana 

es despolarizada y la permeabilidad al calcio aumenta. También penetra en -

respuesta a la activación de receptores de membrana de varios agonistas (acE_ 

plamiento estímulo-permeabilidad) tales como: adrenalina, noradrenaliria, is~ 

prenalina, etc., (probablemente a través de un mecanismo que funciona opera

dó por el receptor (17). 

Al penetrar los iones calcio a la célula (Ca++ extracelular) favorecen 

la liberación del calcio que está almacenado en cisternas o depósitos (Ca++ 

intracelular), lo que trae como consecuencia que los niveles de calcio en -

el interior de la célula se eleven de una concentración de 10-7 M a 10-S M. 

Cuando esto sucede se activa la maquinaria contráctil y sobreviene la con-

tracCión. No obstante~ es probable que el calcio que entra del exterior es 

rápidamente tomado por almacenes intracelulares (lo que implica que el cal

cio externo es necesario para llenar los depósitos internos). para ser uti

lizados posteriormente en el momento de la liberación del mismo (17,31). 

También se ha sugerido que ~1 ou<lio puJiera jugar un papel import3ntc 

en el control del calcio intracelular (captación-expulsión) mediante un si~ 

tema de intercambio sodio-calcio dependiente del ATP, que pudiera expulsar 

al calcio cerca de la membrana celular de una manera similar a lo descrita

células sanguíneas (17). 

Por otro lado es importante señalar que el calcio unido a la superfi

cie externa de la membrana plasmática, juega un papel como estabilizador -

que regula principalmente la conductancia al sodio. Sin embargo, el calcio 

unido a la membrana puede ser utilizado como fuente de iones calcio que a

carrean carga a través de la membrana, favoreciendo la ocurrencia del po

tencial de acción (42). 

Ahora bien. ¿Cuál es el mecanismo por el cual los iones calcio pene

tran al interior de la célula? 

Se ha propuesto qoe el aumento de calcio intracelular en el músculo -

mismo sea: 

a) A través de vías de entrada al calcio (canales de Ca-l+) operados por 

el receptor de membrana donde probablemente la activación de éstos -



( 13 ) 

receptores esté relacionado con la modificación del metabolismo del fosfat!_ 

d~l - inositol. y de ésta manera se abran o activen las vías de entrada de 

Ca+!- (53) (Fig. 3). 

Fig. 3 

A9011i.;ta ¡-¡ 1Ae111br•11• 
___ .. ....,,'-=~~~--11 ! PI a a 111 a tic e 

Fo.toup,.,, cr-: -------....., 
Receptor • 1 

PI : l ... l~&-Dfa 
~ ' 1 PA 

\ 1 1 1 
1 : : l 

I 
I 

1 
1 

ca&+ 1 
\ , \ 

I ' , ' ' \ 
I ' , ' 

' ' i111oeltol ~ 
p'1.4r- - CDP-D~ PA 

RETICU LO EiiDOPLASU!CO 

Metabolismo del fosfatidi1inositol en respuesta a la activación -

de los receptores de membrana por agonistas apropiados~ Pl (fosf~

tidilinositol); PA (ácido fosfatídico); DG (diacilglicerol); mod:i._ 

ficado de Hichall, 1975. (Holub, J.B., 1980). 
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b) A través de vías <le ent~ada de calcio, dependientes del voltaje. Estas -

vías se han propuesto que se activan por despolarización de la membrana del -

músculo liso por medio de soluciones despolarizantes de K+ (40-70 mM de KCl). 

A,~sta vía se le conoce generalmente como "canales lentos de calcio11
• Se han

realizado estudios al respecto en células nerviosas tales como en los axones

gigantes del calamar~ en el axón del invertebrado Aplvsia. en la membrana del 

fotorreceptor de la lapa, en células de músculo liso v músculo cardiaco de al

gunos vertebrados, en células secretoras tales como las del islote de páncreas 

v células secretoras de moco del "oie" del calamar Ariolimax. en células clo

nales aisladas de tumores de Pituitaria anteriór de rata y en líneas celulares 

de feocromocitoma de rata (PC12). En todas estas células se ha demostrado la-

existencia de estas vías específicas de entrada de calcio, cuando ofrecen un -

ootencial de acción en respuesta a un incremento del calcio (43). Estos cana-

les se caracterizan porque son suceptibles de ser bloqueados por substancias -

denominadas bloqueadores de canales de calcio (para substancias de carácter -

inorgánico) y antagonistas del calcio (para substancias de carácter orgánico). 

Se ha visto que al ser bloqueadas estas vías, la concentración de calcio 

intracelular (Cai), no se puede incrementar. por lo que es imposible que la m~ 

quinaria contráctil se pueda activar, por lo tanto no puede haber contracción 

(23,43,53). 

Los bloqueadores de los canales de calcio que se conocen son el: ct+",Ni-H

Mn-l+,Cd++-,La+f-,Mg++-, bloquean la entrada de canales de calcio. Y los antagonis

tas de calcio tales como el Verapamil (Fig. 4)~ Nifedipina, Diltiazem e Ipove-

ratril, inhiben la respuesta de substancias agonistas, responsables de inducir 

el fenOmeno de la contracción (17,22,25,43) .. 

Fig. 4 Estructura química del Verapamil 
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Se han realizado ef:.tl1dio~ 1..>n Jifcrentes músculos lisos en donde se ha pro

bado lo anteriot'. En ul miomctrio dt! rata preñada, el efecto o- -adrenérgico -

es abolido por la presQncia de La++~ la cual tiene la capacidad de desplazar al 

cnlcio, previniendo asl ~l flujo ~ransrnembranal (24). En células cardiacas se ha 

demostrado que el Vernpamil (agent~ vasodilatador usndo en terapia cardiovascu-

lar) inhibe la entrado de cnlcio a través de canales lentos de calcio, previnie~ 

do así el entrecruzamiento de los filamencos de proteínas contr8ctiles de manera 

que no se produce la sístole y se modifica la funcionalidad cardiaca (23)1 Los

efectos inhibidores o relajantes de la Nifedipina, fueron estudiados sobre la a~ 

tividad uterina en mujeres sanas y sohre tejido miometrial ("in vivoº e "in vi-

tro11 respectivamente) y se observó que la actividad se reduce considerablemente

al disminuir la amplitud y la frecuencia de las contracciones; debido a lo ante

rior se le considera como una alternativa terapéutica muy interesante, en situa

ciones donde se desea disminuir esta actividad uterina (en casos de dismenorrea

primaria) (22). Los efectos producidos por ciertos bloqueadores de canales de -

calcio como el Cd-H-, ha resultado a veces dañino e irreversible~ ya que los efe~ 
tos devastadores de esta substancia se observaron a nivel v~scular y en las cél~ 

las esµermatogonias en animales de experimentación a los cuales se les fué admi

nistrado Cd+t- por vía intramuscular 9 lo que t:i-ajo como consecuencia una disminu

ción en la tasa de fertilidad~ También se ha observado en el músculo liso del -

útero, que el Cd++ inhibe la respuesta contráctil inducida por acetilcolina (20, 

25). 

Z.5 APARATO REPRODUCTOR DE LA RATA MACHO 

En la mavoría de los mamíferos. el aparato reproductor tiene las mismas ca

~acteristicas anatómicas y funcionales, pero varía con la especie. El aparato -

reproductor de la rata macho está constituido de las siguientes paLtes, como se

observa en la Fig.S: 

a) vescicula seminal 

b) próstata 

e) glándulas bulbouretrales(glándu1a coagulante,glándulas ampulares,uretrales y 
lóbulos prostáticos) -
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d) conducto deferente 

·e) epidídimo 

f) testículos 

g) uretra 

h) pene 

Fig. 5 Aparato reproductor de la rata macho (disecci6n de laboratorio)donde 
se muestran las principales partes que lo conforman: a)vescícula seminal 
b)próstata c)glándulas bulbouretrales d)conducto deferente e)epidídimo
f) testículos g)uretra h)pene. 

Una diferencia f~ndamental que se observa en el aparato reproductor de-

la rata macho con respecto al del hombre, es la presencia de una glándula ca~ 
gulante cuya función es asegurar la fertilizaci6n del Ovulo, mediante la se-

creci6n de un tapón mucoso que bloquea la entrada vaginal y que en el mamen-
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to del coito provoca que el semen que ha entrado, no pueda s.?ilir al exterior; 

este fenómeno no ocurr~ en el hombre va que carece de esta glándula (3~26). 

No obstante existe un Órgano clave para el proceso de la reproducción: el 

epidídirno ó dueto Wolffiano análogo, que· es común en todos los mamíferos~ aves 

y reptiles (2.4,11) 

El epidídimo en la rata macho es un Órgano que está constituido por un -

conducto altamente plegado v que en la rata macho adulta mide de 3.5 a 3.6 me

tros de longitud. Este conducto se ha dividido convencionalmente en tres regi_:~ 

nes: Cabeza (caput.), Cuerpo (corpus) y Cola (cauda) y a la vez se ha dividido

histológicamente en seis zonas, las cuales están diferenciadas en base a las -

células básicas que las constituyen: 

Región de la Cabeza: comprende las zonas 1,2 .. 3 y parte de la 4 

Región de! Cuerpo: comprende restos de la zona 4 

Región de la Cola: comorende las zonas 5 v 6 terminando en la unión con el duc 
to deferente. 

Las variaciones citológicas de estas regiones v zonas y la actividad enzimáti

ca específica (enzimas oue biodegradan a la testosterona), revela en alto gra

do la actividad bioquímicu desarrollada en e1 interior de cada una de ellas, -

todo esto para el desarrollo óptimo de los espermatozoides (10,11,39). 

Una característica muy importante de este conducto epididimal es que es -

un órgano andrógeno-dependiente. Esto ha sido demostrado en diferentes especies 

animales en donde el mantenimiento de la morfología normal v función del epi-

dídimo, dependen de hormonas andrógenas; por lo que si se llegara a retirar el 

estímulo androgénico nor castración .. se produciría una marcada alterración es

tructural y disminución d11 las funciones en el aoarato reoroductor .. las cuales 

pueden ser revertidas por la administración de compuestos andregénicos exóge-

nos (3,5,38). 

2.5.1. FUNCIONES DEL EPIDlDIHO 

El epidídimo es el Organo de maduración y almacenamiento de los esperma

tozoides (producidos en los tubulos seminíferos) (27). Una parte de estos es-
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permatozoides esta almacenado en la luz de los túbulos seminíferos y otra parte 

pasa a través de los conductos aferentes y deferentes, desde la red de Hayer y 

acompañado de las secreciones propias del eyaculado se depositan en el epidídi

mo (5,11). Durante este periodo de almac~namiento, los espermatozoides perman~ 

cen inanctívos, debido a que liberan grandes cantidades de co2 y otros produc-

tos ácidos que deprimen intensamente la motilidad, pudiendo vivir hasta un mes 

en los túbulos seminíferos y en el epidídimo hasta ser eyaculados. Estos espe.!.. 

matozoides estás expuestos a cambios anatómicos, bioquímicos y funcionales du-

rante su trayectoría en el interior del conducto epididímal. Por lo que una de 

las funciones principales que lleva a cabo el epidídimo, es la de capacitar rt -

los espermatozoides para que tengan poder fertilizante, mediante: 

a) Un proceso de maduración 

b) Transporte, depósito y selección de gametos masculinos 

c) Síntesis y secreción de hormonas esteroides y otros productos, así como la -

absorción de fluidos a través de las membranas celulares. 

con el fín de lograr hacer de ellos c~lulas viables para la fertilización (11,-

26, 39, 40). 

Una vez ocurridos los fenómenos de maduración en los espermatozoides, es-

tos son transportados de la cabeza del epidídimo hacia la cola, mediante las -

contracciones peristálticas autónomas las cuales proporcionan la fuerza motora 

necesaria para el transporte. Ahí los espermatozoides son retenidos y almacen~ 

dos en estado funcional durante varias semanas. 

La integridad estructural~ la adquisición de la capacidad fertilizante y -

la viabilidad de los espermatozoides, dependen de hormonas androgénicas (11, 15, 

39, 40J. 

En el epidídimb también existe una actividad absorción de fluídos a través 

de la membrana, sobre todo de las moléculas y compuestos de bajo peso molecular. 

Este factor de permeabilidad actúa por diferentes mecanismos de transporte a -

través del epitelio epididimal~ que son esenciales para un buen funcionamiento -

del intercambio de moléculas del exterior al interior y viceversa (41). 

Algunos procesos que conducen a la maduración y vialidad de los espermato

zoides son: el transporte de la carnitina en la cabeza y cuerpo epididimal, la 

entrada de glucosa por difusión facilitada y el movimiento controlado de iones 

inórganicos a través del epitelio. que además contribuyen en forma importan~-



( 19 ) 

te para el proceso de contracción (11,17). 

2.5.2. INERVACION AUTONOMICA EN EL Hl!SCULO LISO EPIDIDIMAL 

La actividad contráctil en el músculo liso se encuentra íntimamente rela

cionada con la inervación directa del SNA. LA inervación de la mayoría de las -

células musculares lisas puede causar tanto efecto excitatorio como inhibitotio 7 

que depende de la activación de los receptores ó /l 7 situados sobre la -

membrana celular muscular. El carácter de la respuesta de estos receptores 7 es

tá bajo la influencia de hormonas y otros factores que son determinados por -

las condiciones de las células. Esto es: la ausencia de respuesta contr§ctil del 

músculo liso inducida·por un r~-agonista como la adrenalina, cuando no existe 

calcio externo. O por el contrario. la respüesta contráctil de segmentos de mg~ 

culo liso inducida por adrenalina, posiblemente pueda ser explicado a través ~ 

de la suposición de que la adrenalina al unirse a los receptores específicos --

c.f -adrenérgicos) promueve el movimiento controlado de calcio externo cerca -

de la membrana celular lo que resulta en una acumulación de calcio cerca de la

superficie de la membrana plasmática. donde se incrementa la permeabilidad al -

calcio (24). 

El músculo liso de los 'órgano::; internos del aparato reproductor del macho

están inervados por terminales adrenérgicas cortas que difieren en varias pro-

piedades fisioli5gicas y farmacológicas con las neuronas adrenérg'icas ºlargas"

convencionales. En el epidídimo. especialmente en la región de la cola, exis~e

este tipo de neuronas "cortas" . La distribución de estas fibras varía a lo l_eE 

go del conducto epididdimal, es decir es meno.!:> densa en el conducto deferente

Y en las partes proximales del dueto epididimal, mientras que se va haciendo -

mas densa en la región de la c:abc~a y un poco más en la región del cuerpo hasta -

que adquiere una abundante densidad en la región de la cola (9,12). 

Por su tipo de inervación autónoma, el dueto epididimal tiene una capaci-

dad inherente para la contracción rítmica. Además otros estudios fisiológicos

realizados en la parte superior del dueto epididimal, reportan que esta activi

dad contráctil puede estar controlada por hormonas circulantes, mientras que en 

'la parte baja (cuerpo y cola) el control neuronal es más preciso~ debido a la -
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inervación más abundante (7). 

Las investigaciones realizddas ''in vivo 11 sobre el eoidídimo de rata en re

lación a la actividad contráctil, probando diferntes fánnacós auton6micos, de--

mostraron que existe una respuesta tanto.a agentes ,~-adreilérgicos (adrenalina 

noradrenalina,etc.) como a agentes ~-adrenérgicos (oxiprenalina); así como -

también con la acetilcolina lo que sugiere la existencia de adrenoreceptores 

l~ Y ~ , de naturaleza estimulatoria y receptores colinérgicos también de 

naturaleza excitatoria (9). 

Todo parece indicar que la inervación autónoma (simpática y parasimpática) 

juega un papel muy importante sobre la actividad contráctil del epidídimo, con

trolando funciones específicas de esta actividad, como el fenómeno de la eyacu

lación .. 

Recientemente se ha propuesto que durante la eyaculación, la región dista1 

(cola) sufre una fuerte contracción, la cual se ha asociado con la activación -

de los receptores n· -adrenérgicos presentes en la membrana celular de las fi

bras musculares.de la cola del epidídimo (9.15.46) .. 

Generalmente se acepta que la función de la actividad contráctil, es res -

ponsable de1 transpurtc de lnA espermatozoides. desde los túbulos seminíferos -

hacia el epidídimo y a la próstata .. Además de propulsar el semea U.entro de 1 a -

uretra durante el reflejo de emisión; también se encarga de eliminar a los es

permatozoides no eyaculados hacia los conductos urinarios y finalmente de exp~! 

sar los espermatozoides en el momento de la eyaculación cunado se produce una

fuerte contracción de la cola, sitio donde se almacenan los espermatozoides que 

van a servir para la fecundación (9,15) .. 

A continuación mostramos en la Fig .. 6 un cuadro que engloba los posibles -

factores que creemos que intervienen en la regulación de la actividad contrác

til. de la cola del epidídimo .. 

) 
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MECANISMOS REGULADOR.ES DE IA 

ACT:tVIOAD CONTRACTI.L 

DEL MUSCULO LISO D& EPIDI.DIHO DE RATA 

SISTEMA 

Elemento• del Siateina FUN=zom:s (Hib y C&l.d•yro

a) E.xtracelularea 
*l:nervaci6n 
adrcn,r9ica (Bawnqarten, et al. 1.971.} 

•Aqoniataa-a 
* Cc112""1 o 

b} Celul.araa 
:=~:r~=-~21J?intinan y Talo. l.9Bl} 

• Cca2+ 11. 
*Prote!naa contracti.l.•• 

EXPULSl:ON DF. LOS 

ESPERMATOZOID&S 

EN EL MOME:lft'O DE 

Barci.a. l.974) 

ELIM::tKAC:IOH DE LOS 

ESPERKATOZOIDe5 NO 

(Lino, et al.. 
l.967) 

1.-.:.""-=EY::ACUTLAC=.:.IO::N:___J (Crou, l.959 y ~~~ht:) 

REPROOUCCl:OH 

FIG.6 • El esquema representa una serie de factores que se interrelacionan en

tre sí.para redundar finalmente en el fenómeno de la reoroducci6n. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En la actualidad aún permanecen obscuros algunos aspectos fisiológicos re

lacionados con la reproducción. ya que 1~ investigaci6n en este campo ha mostra

do que tales aspectos. varían de especie a especie. En el caso particular del 

funcionamiento fisiológico del músculo liso epididimal no hay muchos estudios -

al respecto. Se han realizado algunos trabajos sobre tejido muscular liso del -

conducto deferente y epididimal de la rata,cobayo,ratón,etc., en los cuales se

ha probado e1 efecto de fármacos de índole aut5nomo y ciertas drogas. Pero aun

que se han hecho este tipo de estudios de investigaciones, el macanismo básico

de la neurotransmisión v las bases iónicas de la contracción en la región de la 

cola del epidídimo baio condiciones "in vitro",, ha sido poco estudiada (9,,15,46., 

49). 

Por otro lado cabe mencionar que si bien es cierto que día a día los estu

dios de investigaciones enfocados a este terreno son muchos y muy variados., t~~ 

bién es cierto que paralelamente se realizan estudios enfocados a "control.ar" -

un proceso acelerado que es consecllencia del mismo fen6meno de la reproducción: 

la actual sobrepob1aci5n v que en nuestro país representa un grave problema, ya 

que todavía existe una gran mayoría de la población en donde la educación v las 

tendencias religiosas son un tope Que impide que tanto la muier como el hombre,, 

usen medidas anticonceptivas (66,,65) 

Aún hov en día es muv común que el uso de anticonceptivos este destinado -

exclusivamente para la mujer, ya que aún cuando para el hombre ya existen varios 

métodos anticonceptivos tales corno píldoras, aerosoles y la vasectomía, todavía 

se muestra renuente a someterse a estas medidas preventivas de concepci6n., por 

lo que difícilmente suelen usar los anticonceptivos (28,4) 

Por ello un estudio f isiol6gico enfocado a conocer los mecanismos básicos 

de la contracciOn del conducto epididímal podría proporcionar informaciOn que 

de algún modo sirviera para el desarrollo de nuevas formas de anticoncepción -

eñ el macho, así como.también fomentar la creación de nuevos agentes terapéuti-

cos. 
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4. HIPOTESIS 

La actividad contráctil del músculo.liso de la cola del epidídimo de rata, 

es inducida por la activación de los receptores rx -adrenérgicos presentes en-

la membrana celulnr, por lo que tal fenómeno, producirR un aumento de la entra

da de Caex a través de vías específicas lo que provocará que entre en funciona

miento la maquinaria contráctil. Pero si estas vías específicas son bloqueadas

entonces el Cai no se incrementará y no se producirá ninguna respuesta contrác

til al estímulo adrenérgico. 

5. OBJETIVOS 

Para corroborar 6 rechazar la hipótesis, se plantearon los siguientes obje -

tivos: 

5.1 Determinar la curva dosis-respuesta de la adrenalina sobre segmentos de 

cola de epidídimo de rata. 

5.2 Determinar la dependencia al calcio extracelular de la respuesta contrác

til del epidídimo~ inducida por adrenalina en presencia o ausencia de cal 

cio. 

5.3 Determinar si el Sr+r y el Ba++ ,sustituyen al calcio en el fenómeno de -

acoplamiento excitación-contracción. 



6. MATERIAL Y METODDLOGIA 

caías de netri (15 X 100 mm) 

frascos ámbar de boca ancha (250 v 500 ml) 

matraces aforados (5-10~100-500 v 1000 ml) 

pipetas graduadas (0.1-0.2-1-2-5-10- v 20 ml) 

probetas (50-100- v 500 ml) 

vasós deprecipitados (50-100-250-500 y 1000 ml) 

agujás hipodérmicas desechables (23 x 14 mm) 

escobillones para matraces 

espátulas de acero (3 pulgadas de largo) 

estuche de disección 

gasa 

hilo quirúrgico (000) 

jeringas desechables (10 ml) 

manguerillas de hule con boquilla de plástico 

mangueras de hule (2 mm de diámetro) 

marcadores <le tinta permanente 

papel. aluminio 

pisetas de plástico (125-500 ml) 

recipientes de plástico con tapa (125-500-1000 ml) 

tapones de hule con horadaciones 

EQUIPO 

baño circulador con bomba (LAB-LINE) 

baño metab61ico (LAB-LINE) 

balanza analítica (SARTORIUS) 

balanza granataria (OHAUS) 

jeringas de vidrio (adaptadas para baño de incubación) 

transductor de tensi6n (GRASS FT-03) 

, placa de agitación magnética con agitador (LINDBERG) 
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polígrafo para registro (GRASS 7B) 

potenciómetro (BECKMAN) 

refrigerador doméstico (ACROS) 

tanque con mezcla gaseosa de 95% o
2

/5% co
2 

REACTIVOS 

agua deionizada 

bicarbonato de sodio (BAKER) 

bitartrato de adrenalina (BAKER) 

cloruro de bario (BAKER) 

cloruro de estroncio (BAKER) 

cloruro de calcio (BAKERl 

cloruro de cobalto (BAKER) 

cloruro de potasio (BAKER) 

cloruro de magnesio (BAKER) 

cloruro de sodio (BAKER) 

dextrosa (Sigma Co.) 

Verapami1 (Knol1,LAb) 

6.1 SOLUCIONES Y FAR}IACOS UTILIZADOS 

* Soluci6n Ringer Krebs-bicarbonato/normal (R-nonnal) (SS) 

NaCl 

KCl 

MgC12 
CaC1

2 
NaHC0

3 
KH2P04 
glucosa 

ajustada a pH 7.4 
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18.8 

4.7 

1.2 

2.5 

23.8 

1.2 

5.5 
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*Solución Ringer Kreks-bicarbonato/calcio (R-Ca) 

Es de composición igua1 a la anterior (R-normal), pero para fines descripti-

vos se le designó R-Ca (ver más adelante en metodología) 

* Solución Ringer Krebs-bicarbonato/sin calcio (R-sin calcio) 

NaCl. 

KCl. 

* MgCL
2 

NaHC0
3 

KH2Po4 
glucosa 

ajustada a pH 7.4 

*se omitió el Cac1
2 

y se aumentó el MgC12 . 

]_$ .8 

4.7 

3.7 

23.8 

1.2 

s.s 

A esta soluci6n se le agreg6 EGTA (100 uM) para disminuir las trazas de calcio 

existentes en la solución (24). 

Como el cambio en la concentración externa de cualquier i6n en una solución -

puede alterar la penn~abilidad de la memhrana a otros iones, se aumentó en for

ma isosmolar la concentración de MgC12 ,para evitar la despolarización y disminu 

ción de la resistencia de la membrana (67) 

* Soluci6n Ringer Krebs-bicarbonato/estroncio (R-Sr) 

Es de composici6n semejante a R-Ca sOlo aue aauí se sustituv6 isosmoiarmente al 

Ca por el. S-r (2. 5 mM). Ajustada a pU 7 .4. 

* Soluci6n Ringer Krebs-bicarbonato/sin estroncio (R-sin Sr) 

Es de composición semejante a R-sin Ca. Ajustada también a pH 7.4 

* Soluci6n Ringer Krebs-bicarbonato/bario (R-Ba) 

Es de composición semejante a R-Ca, sólo que aquí se sustituyó isosmolarmente -

al. Ca por Ba (2' 5 mM). Ajustada también a pH 7. 4 

* Solución de adrenalina (A) 

~~!:?.:!E~~s~~ 

bitartrato de adrenalina 

~~~s~~EE~s~§~-~~l 
lo-8 10-7 lo-6 10-s 

l0-4 l0-3 10-2 
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Se preparó una solución madre(STOCK) de bitartrato de adrenalina (333.6 mg/100-

ml) en solución R-normal recién preparada. 

* Solución de cobalto 

:!~!!~!~!!~~ 

cloruro de cobalto 

ESta solución se preparó diariamente con R-normal 

* Solución de Verapamil 

:!~~~E~!!E:!~ 
Verapamil 

Esta soluci6n se preparó diariamente con R-normal 

l.O 

~~~=~~~~~=!§~_i~~f) 
0.1 
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6.2 METODOLOGIA 

6.2.l MATERIAL BIOLOGICO Y PROCEDIMIENTO QUIRURGICO 

Se utilizaron ratas macho adultas (3 meses de edad promedio) de la cepa -

Sprague-Dawley con un peso entre 250-300 gramos. 

Los animales fueron mantenidds higiénicamente en cajas de poliuretano for

mandd grupos de 6, en un cuarto a temperatura de 21-22°C. ·El alimento consistiO 

en comida especial para roedores marca Purina y agua ad libitum. 

A los animales se les sacrificó por decapitación v fueron dise~ados: los -

testículos, los epidídimos y los condüctoS deferentes y de ahí se colocaron in

mediatamente en una soluci6n Ringer krebs-bicarbonato/normal, ajustada a pH 7.4, 

·:~ con burbujeo de una mezcla gaseosa de 5% co
2 

en o
2 

.. 

Una vez que se aislaron los epidídimos y fueron liberados del tejido con--

j untivo que los envolvía, se perfundieron por la parte del conducto deferente -

con ayuda de una jeringa desechable cargada con solución R-normal. 

Ya lavados todos los conductos, se obtuvieron segmentos de un centímetro -

de longitud (10 mm), los cuales fueron cortados a una distancia de 10 cm de la

uni6n del conducto deferente con la regiOn de la cola del epidídimo (Fig.7). 

Fig. 7. ObtenciOn de los segmentos del conducto epididimal para los experimen
tos. 
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6.2.2. METODO DE REGISTRO 

Los segmentos de 1 cm de longitud de cola de epidídimo de rata, se monta-

ron en un baño de incubación para registro de actividad contráctil isométrica,

suj etando con un hilo de seda (000) ambo~ extremos del segmento. Una punta se -

unió a la base del baño de incubación y el otro extremo se uni6 al transductor

de tensión. Cada cámara de incubación tenía un volúmen de 5 ml de solución R-

normal, burbujeada constantemente con una mezcla gaseosa de 5% de co
2 

en o
2 

y a 

una temperatura constante de J7dC (fig. 8). 

El tejido se tension6 a 100 mg y antes del desarrollo de cada protocolo =~ 

perimental, se dejó estabilizar por un período de una hora. Una vez establecido 

el período de equilibrio del tejido, se inició el registro de las contracciones 

espontaneas en un lapso de 10 minutos, registros que fueron utilizados como con

troles. 

Fig.8. Representa A) cámara de incubación 
con tejido. 

y B) transductor de tensión. 
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6.2.3. DESARROLLO EXPERIMENTAL 

A) Construcción de la curva dosi-respuesta 

Se utilizó un grupo de 6 segmentos de cola de epidaimo para este protoco

lo experimental. A cada uno de los segmentos colocados en los baños de incuba

ción, se le fué agregando la solución de (A)*, en dosis crecientes, comenzando 

por la dosis m5.s baja ( L0-8M) hasta construir la curva. 

* Adrenalina 

DIAGRAMA DE TRABAJO 

registro control (10 mins.) en solución R-normal 

l 
adicion de (A) 

1 
registro de actividad contráctil durante 5 mins. 

1 
lavado con R-normal (3 veces) 

1 
adición de la siguiente dosis (A) 

l 
se repitió toda la secuencia, para to<las las <los is 

B) Determinación de la dependencia al calcio extracelular de la respuesta con-
tráctil de la cola de epidídimo, inducida por (A). 

Para este protocolo experimental se utilizó un grupo de 6 segmentos de co

la de epidídimo de rata. A cada uno de los segmentos colocados en los baños de -

" incubación se le agregó 1 ul'-1 de (A) bajo las siguientes condiciones de incuba---

ciOn: 

*esta c0ncentraci6n de (A) 1 uM fué la dosis con ln cual se obtuvo la respuesta 
máximo al construir la curva dosi-respuesta y correspondiO a J x 10-6?-L 



MEDIO CON CALCIO ~~~~~ 

registro control 
(10') en R-Ca 

adición de (A) 
1 uM 

adición de 
R-Ca 

drenaje de 
solución 

SIN CALCIO RESTAURACION DE CALCIO 

registro de actividad 
durante 5 minutos 1 

lavado 
(3 veces) 

l 
drenaje de 
solución 

l 
adición de 
R-Ca (5 ml) 

1 
incubación 

durante 5 mins 

L lavado 
(3 veces) 

* adrenalina 

registro de actividad 
durante 5 rnins. .--------

adiciéiil de 
1 uM 

,,,.J 
La secuencia del diagrama se repitió, hasta completar 180 minutos de registro de actividad. 
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C) Determinación del efecto que proc.luC"en los bloquea.dóres de canales de cal
cio, sobre la contt:-acción inducida por (A) 1 pt-L 

Para este protocolo experimental se utilizó un grupo de 8 segmentos de -

cola. de epidídimo de rata. A un grupo de 4 segmentos de te.i ido Se le incubó -

con la dosis inhibitoria 50 (DI-50) de cloruro de cobalto (L mM). Y al otro -

grupo se le incubó con la DI-50 de Verapamil (O. l pM), siguiendo el orden del 

siguiente diagrama de traba,;o: 

DIAGRAl>IA DE TRABAJO 

registro control/ R~ Ca 

l 
adición del bloqueador 

l 
incubación/ 5 mins. 

1 
adición de (A) l pM 

1 
registro/5 mins. 

l 
lavado con R-Ca (3 veces) 

1 
se repitió toda la s~cüencia husta 

completar 120 minutos de registro de actividad 
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"D) Determinación del efecto producido sobre el fenómeno de contracci6n debido 
al reemplazo de sr++ Y Ba+f- en los medios de incubación. 

Para este protocolo experimental se utilizó a un grupo de 6 segmentos de -

cola dé epidídimo de rata. A cada uno de los segmentos colocados en los baños -

de incubación, se le agregó 1 pM de (A) bajo las siguientes condiciones de in

cubación: (ver diagrama de trabajo en la siguiente página) 

DIAGRAMA DE TRABAJO 

Medio de incubación: R-Ba 

registro control (10 mins'.) en solución R-Ba 

1 
adición de (A) 1 uM 

1 ... 
registro de actividad contráctil durante 5 rninS 

NOTA: debido a las características que presentó este ión en el medio de incuba

ción (ver resultados) sólo se siguieron los pasos anteriores. 

6.3 PROCESAMIENTO DE DATOS 

De los registros nhtcnidos en los protocolos experimentales, se obtuvieron 

las áreas bajo la curvat con ayuda de un planímetro de Hruden y se calcularon -

los promedios y desviaciones estandar para cada medición. 

Los resultados se sometieron a la prueba 11 t 11 Student., para estimar y con -

trastar las medias poblacionales bajo la suposición de que los datos siguieron

una distribur.ión normal. 



.. 

MEDIO CON ESTRONCIO --- SIN ESTRONCIO --RESTAURACION DE ESTRONCIO 

adición de (A) 
1 uM 

adición de 
R-Sr 

1 
drenaje de 

solución 

registro control 
(10 1

) en R-Sr 

L ·1avado 
(3 véces) 

adición de (A)* 
1 uM ~~~~~· 

registro de actividad 
durante 5 minutos 

* adrenalina 

-·- . ' .. 
La secuencia del diagrama se repitió, hasta completár 180 minutos de registro· de actividad. 

lavado 

"r' 
drenaje de 

T°''" 
'adición de 
R-Sr (Sml) 

l 
incubación 

durante 5 mins 
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7. R E S U L T A D O S 

7 .1 CURVA D_OSIS RESPUESTA DE ADRENALINA EN SEGMENTOS DE COLA DE EPIDIDUIO DE -
RATA. 

De la administración de adrenalina en dosis crecientes sobre músculo liso 

de la cola de epidídimo de rata, se obtuvieron respuestas contráctiles gradua

les que correspondieron a una curva dosís-reSpuesta de tipo sigmoide (Fig.9). 

La Fig.10 muestra ln curva do~is-respuesta sobre la cual se calculó grá

ficamente la DE-50 que correspondió a la concentración de 8 x 10-7 M. Támbién

se muestra la concentración de adrenalina sobre la cual se obtuvo la respuesta 

maxima y que correspondió a 1 x 10-6 M. La Fig. 11 muestra el registro obteni

do al apl.icar la concentración de adrenalina l µM (1 x l0-6 M) en donde se 

observó un incremento en la tensión basal v frecuencia de las contracciones. 

7.2 DEPENDENCIA AL CALCIO EXTRACELULAR DE LA RESPUESTA CONTRACTIL DEL EPIDIDI-
110 INDUCIDA POR ADRENALINA 

7. 2 .1 Adición de adrenalina 1 µM sobre segmentos de cola de epidídimo en dife
rentes medios de incubación con calcio. 

En la Fig.12-A se muestra el registro de las contracciones prorlur.irlAs po!' el -

músculo liso, al adicionar la adrenalina en un medio con calcio y en un medio 

sin calcio y se observó como en un medio sin calcio (R-sin Ca) la adrenalina -

fué incaoaz de producir incremento en la actividad contráctil del músculo. Y -

por el contrario, en un medio con calcio (R-Ca). la respuesta a la adrenalína

se recuperó (6.46 VS 0.74; P<: 0.001). 

La diferencia entre la resnuesta inicial con R-Ca v con R-sin Ca. se muestra--

en la Fig .13. la cual fué significativamente diferente (P<: 0.001): míentras

oue en la resnuesta contráctil al restituir al calcio al medio fué semeiante 

al control. 

7.2.2 Incubación de los seementos de cola de eoidídimo en nresencia de bloouea
dores de canales de calcio. 

En la Fig.14-A se muestra el registro de la resnuesta del músculo antes v des -
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uuEs de 1a incubación con cobalto~ v se observó corno la respuesta contráctil a

la adrenalina fué abolida en un 50% aoroximadamente. 

En la Fi~.14-B se observa un fen6meno similar, cuando se incuban los segmentas

en oresencia de Veraparnil, la respuesta a la adrenalina se inhibe un 50% aoroxf 

madamente. 

7.3 EFECTO DE LA SUSTITUCION DEL CALCIO POR LOS IONES ESTRONCIO Y BARIO EN EL 
FENOMENO DE ACOPLAl-1IENTO EXCITACION-CONTRACCION 

7.3 .. 1. Adici6n de adrenalina 1 pM sobre segmentos de cola de epidídimo en un -
medio con estroncio. 

En la Fig.12-B se muestra el registro de la respuesta contráctil inducida por -

adrenalina a la dosis de 1 pM en presencia ~ ausencia de estroncio .. En un medio 

donde se sustituyó al Ca* por Sr-H- ,la adrenalina produ.io respuesta contráctil

del músculo liso. Por otro lado cuando se restaura estroncio al medio, después

de incubación con R-sin Sr 7 la respuesta a la adrenalina se recupera. 

La diferencia entre la respuesta inicial con R-Sr y con R-sin Sr se muestra en

la Fig. 15, la cual fué significativamente diferente (6. 90 VS 1.02 ; P <. O. 001). 

Mientras que en la respuesta contráctil al restituir el estroncio al medio, --

fué semejante al contro1. 

7.3.2 Adición de adrenalina 1 p.M sobre segmentos de cola de epidídimo de rata -
en un medio con bario. 

En la Fig.12-C se muestra el registro de las contracciones espontáneas produci

das por el músculo cuando se sustituyó al calcio por bario, en donde inicial--

mente se produce una fuerte contracci0n 7 la cual fué disminuyendo debido a la -

falta de calcio en el medio externo, bajo estas condiciones al adicionar adrena 

lina, no se observi511ingiín efecto de contracción del músculo liso de la cola de

epidídimo. 

Las diferentes respuestas de los segmentos de cola de epidídimo de rata en me-

dios de incubación de: R-Ca R-Sr y R-Ba inducidos por adrenalina 1 pM, se -

observa en la Fig.16, en donde se aprecia que entre la respuesta contráctil con 

R-Ca y R-Sr no hubo diferencia significativa (P> 0.05). Mientras que con resp~_s 

to a la respuesta obtenida con R-Ba, sí hubo diferencia significativa (6.46 VS 

0.54; p < 0.001 y 6.90 vs 0.54 ; p < 0.001) 
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Fig.9 Curva dosis-respuesta correspondiente a la acción de la adrenaiina sobre 

el tono, de segmentos de cola de epidídimo de rata. Obse-rvese la concen

tración de adrenalina con la que se obtuvo la respuesta máxima (1 x l0-6M) 
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CURVA oo••• 1t••PUll8T& O• COL.& 

O.. IE P 1D1 9 1 • O • R • A T /4 11 f• w 1 t r o 11 

A LA AD•ll•ALI•& 

1 

1 

~t!I 1 

7 DE-50 
6 

COllCENTftACION 140LAR (-109) 

Fig.10 Curva dosis-respuesta correspondiente a la acción de la adrenalina sobre 

segmentos de cola de epidíc..limo de rata de la cual se obtuvo gráficamente 

la DE-50 que correspondió a la concentración de 8 x 10-7 M. 
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RESPUESTA CONTRACTIL DE LA CAUDA DE 
EPIDIDIMO DE RATA "in Vi tro" A 1 µ M 

DE ADRENALINA 

5 min 
AJ~M 

t 
Lavado 

Fig. 11 Regist:ro de la contracción muscular de la cola de epidídimo de rata en -

respuesta a el l.:!8CÍmulo adrenérgico de la adrenalina. Observese el aume!!. 

to de amplitud y frecuencia con respecto al control, que produjo l JlM -

de adrenalina. 
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~ ~ ~ 
l ~2+-- 1 R- sjN Co2+ l.8_J .._ ___ __,_R,_-_C,,_o=-J __ A ____ _ 

~ _,L 
1 ~- s~•+I ~--~R_,_-~s~i.,.N_,,s,,_r_2LA__+ __ I .._ ____ _,_R,_-_s=-r_2+ __ A ____ _ 

~ 
1 ~ 
. R-80 2 + 

e A= ADREN A ll NA 
1).LM 

FiA.12 Respuesta contráctil de segmentos de colu u, .. Ppidldimo en Jlfen-1:ntPs me

dios. A)respuestu al estímulo adrt?nérgí.co en un medio con: calcio-sin e~,! 

cio-r~scitución del calcio. B)respuesta al cst'ímulu adrenér~ico en un -

medio con: estroncio-~in estroncio-restitución del estroncio y C)rcs---

puesta al estímulo adrenérgico con bari.o. Ohservesc como la respuesta se

Ueprime en ausencia de cnlcio y est l."oncio, y se rt..'cupern iJ l retornar les

iones al medie. En el caso del bario lJ re~puesta se deprime considerab!~ 

mente. 
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R-ca 2+ R-s l n c:a2't R-CaZ~ 

8 

7 

- 6 
C\l 
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E 
u 

5 
~ .... 
en 4 
w 

. :::> 
3 D.. 

en 
w 2 
a:: 

'"" 
i 

V n 6 6 6 
x 6.46 0.74 6.75 

DE 0.37 0.43 0.58 
1 X1-X2 1 X1-X3 1 
I P<OOOllP>0.051 

Fig.13 Valores estadísticos que establecen las diferencias significativas entre 

la respuesta a la adrenalina en presencia y ausencia de calcio, de seg-

mentas de cola de epidídimo de rata. 
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A 

IOOmgI 
--~\\\\~\\.~~ 

t A cJ+c1mM) t A 5min 

A=A DR E NAL 1 N A(1µM) 

V= VERAPAMIL (O.lµM) 

B 

~1111 1111 J~1111lll1n111mmwm1 
t V + 

A 5min 1 A 

Fig.14 Efecto de los bloqueadores de canales de calcio sobre segmentos de cola 

de epidídimo de rata. A) efecto bloqueador del cobalto sobre la respu~~ 

ta contráctil al estímulo adrenérgico. B) efecto inhibidor del Verapa

mil sobre la respuesta contráctil al estímulo adrenérgico. 
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R -Sr 2 + R-sln-sf' R-srz+ 
·-tón 

¡ l l 

I 
l 

6 6 6 
6.90 1.02 6.78 
0.39 0.32 0.47 

"t" I ir1-lf2 I x,-i3 I 
1P<0.0011 P >0.0!5 I 

Fig.15 Valores estadísticos que establecen las diferncias significativas entre 

la respuesta a la adrenalina, en presencia y ausencia de estroncio. de -

segmentos de cola de epidídimo de rata. 
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R-Ca2 + R - Sr 2 + R-Ba2 + 

! I 

I 
l. 

6 6 6 
6.46 6.90 0.54 
0.37 0.39 0.26 

"i- 1 it1- 'i2 1 X1- X3 1 
1P>0.0!5 IP <o.ool! 

Fig.16 ValoLes estadísticos obtenidos de las diferentes respuestas contrácti-

les en medios con calcio estroncio y bario. 
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8. D I S C U S I O N 

El análisis de los resultados muestra como la adrenalina logró incrementar 

la amplitud y la frecuencia <le las contracciones del músculo liso de la cola de 

epidídimo de rata, en un medio con calcio lográndose obtener (de todas las res

puestas con diferentes concentraciones <le adrenalina) un registro en donde hubo 

una respuesta máxima del músculo al estímulo adrenérgico, la cual correspondió

ª l x 10-
6 

H. Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Laitinen y -

Talo, quienes probaron el efecto de varios agentes agonistas <Y Y /5 
ellos la adrenalina) sobre segmentos de cola de epidídimo de rata "'in vitro 11 (49). 

Los datos obtenidos en este trabajo también coinciden con los de otros au

tores, en que muestran que al estimular los nervios hipogástricos en preparac!~ 

nes ~ o al adicionar adrenalina a segmentos de la cola de epidídimo de E~ 

ta "in vitro 11 se produce un aumento de la actividad contráctil del músculo liso 

del epidídimo de rata (9,14,15,46). 

Estos resultados sugieren que es muy probable que la actividad contráctíl

de la cola de epidídimo, se ve incrementada cuando se esl:l-mulan los adrenorec~E 

tares de la membrana. (en base A1 h~cho de qu~ existe una iner-vación -o -adE~ 

nérgica--abundante en la cola del epidídimo) (7,9,12). 

Al probar el efecto de la adrenalina (1 x 10-6 M) sobre segmentos de cola

de epidídimo de rata en presencia y ausencia de c·alcio externo. se observó es~~ 

cíalmente una respuesta satisfactoria a la adrenalina en presencia de calcio y

ausencia de respuesta cuando no hubo calcio en el medio de incubación. 

Es muy probable que lo anterior pudiera explicarse me <liante el hecho de -

que la contracción del músculo liso de la cola del epidídimo que se produce al

activarse los adrenoreceptores, esté relacionado con la entrada de Ca+-ral medio 

intracelular (50,51). 

Se han propuesto dos mecanismos por medio de los cuales la activaci6n de -

los receptores-a- , producen un incremento <le calcio intracelular: 

a) induciendo la movilización del calcio de almacenes intracelulares. 

b) induciendo la entrada de calcio a través de la membrana plasmática. 

Se ha observado que en algunos tcj idos como la glánduL:i salival es necesa

ria la presencia de cillc:io externo para lograr una respuesta- o·- (56 ,57) · 
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En otros tejidos como el hígado, al parecer el principal mecanismo inter

no de activación es la movili?.ación de calcio intracelulares (52. 54 ~58 ~ 59). Y

en hepatocitos de rata se ha observado que la activación de los receptores n -

adrenérgicos, involucran alteraciones en el metabolismo del calcio y al parecer 

existe un aumento en el recambio de fosfatidilinositol (PI) celular, que se --

cree juega un papel clave como segundo mensajero en el metabolismo celular del

calcio a nivel del proceso estimulacíón-efecto (60,61). 

Por otra parte en contraposición con lo nncerior en donde se manifiesta la 

necesidad del calcio, para que se lleve a cabo la contracción, está el hecho de 

que en ausencia de calcio no se observó ninguna respuesta al estímulo adrenérgi 

co. Existen estudios que apoyan lo anterior en donde la respuesta contráctil es 

-rápidamente deprimida en músculos lisos expuestos a soluciones libres de calcio 

y particular ente si se agrga EGTA al bnño de incubación (24). Otros estudios -

realizados en segmentos de taenia coli de cobayo, comprueban lo anterior al no

producirse ninguna respuesta a la adrenalina en ausencia de calcio (24). 

Por otro lado, al comprobar que efectivamente no había contracciones en -

ausencia de calcio, se restituyó nuevamente con calcio el medio, lográndose re

cuperar la respuest.a contráctil a la adrenalina. l.os anteriores resultados con

cuerdan con estudios realizados en músculo liso uterino en donde al remover el

calcio del medio de incubación, las contracciones producidas por la aceti1coli

na disminuyen. gr.:idua1mente y la respuesta se recupera al adicionar calcio al ~!:: 

dio (20). Efectos similares suceden en músculo liso intestinal_ del cobayo(21). 

Fué evidente el hecho de que al incubar los segmentos de cola de epidídi.

mo en soluciones conteniendo bloqueadores de canales de calcio, la respuesta a

la adrenalina se viO sumamente abatida, pues aún en presencia de un medio con -

calcio, no subo respuesta, Esto pue.tle expl.icarse con base en el hec.ho de que e1 

Verapamil bloquea las entradas de calcio activadas por el receptor 

gica y la respuesta ~ la adrenalina se ve notablemente disminuida. 

'"-adren!:!: 

Esto se ve apoyado por estudios hechos en vena portal de cobayo donde en -

presencia <le Verapnmil, la respuesta a la nora<lrenalina se ve notablemente. dis

minuida (24) 

Con respecto al cobalto, también es muy probable que bloqueara la entrnda

de canales lentos de calcio (ver punto 2.4.1 inciso (b)), impidiendo de osta --

l 
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manera que el calcio penetre al interior de la célula, en el momento del estí-

mulo adrenérgico. Nuestros resultados coinciden con estudios hechos sobre mús~~ 

lo liso y estriado en donde el potencial de acción se ve abolido por pequeñas -

concentr.aciones de cobalto, níquel y manganeso (18,63). 

Al comparar los datos obtenidos en un medio con calcio y en un medio con -

estroncio, se ob~erv6 que la respuesta a la adrenalina en segmentos de cola de

epidídimo en ambos medios fué similar y no hubo diferencia significativa. Lo a~ 

terior nos indica que el estroncio es capaz de substituir al calcio en el efec 

to miogénico y probablemente en el efecto electrogénico, como sucede en otros:: 

tejidos (lB,20,62,63). 

No así en el caso de la sustitución del bario por calcio en donde inicial

mente este ión produce una contracción y luego relajación completa~ en estas -

condiciones la adrenalina no causó ningún efecto. 

Este fenómeno constrictor inicial inducido por bario se ha observado en o

tros músculos lisos tales como la arteria mesentérica de rata (64). 

Lo anter~or nos indica que el bario no sustituyó al calcio en el efecto 

miogénico y electrogénico, ya que la diferencia de respuesta en ambos medios 

fu~ cunsidcr~blc. 



( 48 ) 

9. e o N e L u s 1 o N E s 

9.1 Fué necesaria la presencia del i6n calcio para que se produjera la contra-

cción de los segmentos de la cola de epidídimo de rata, en presencia de un

estímulo adrenérgico. 

9.2 En un medio con calcio, el cobalto y el Verapamil fueron capaces de inhibir 

la contracción de segmentos de músculo liso de la cola de epidídimo, en P!~ 

sencia de un estímulo adrenérgico, debido a que bloquearon la entrada de ca 

nales de calcio. 

9.3 El estroncio fué capaz de reemplazar al calcio en su función de activador -

de el proceso contráctil, ya que los segm~uLos de la. coln del epidídimo en

un medio con estroncio se contrajeron en presencia de un estímulo adrenér-

gico. 

9.4 El bario no fué capaz de substituir al calcio en su función de activador de 

el proceso contráctil en segmentos de cola de epidídimo ya que aunque ini-

cialmente se produce una fuerte contracción seguida de una completa relaja

ción; en un me<lio donde el calcio ha sido reemplazad~ por bario, el músculo 

no se contrajo en presencia de un estímulo adrenérgico y ausencia de calcio. 
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