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ESU N .

Por su accion estimulante del si " di lar, el Esi & i es
ampliamente utilizado en paci con i ilidad cardi 1 Esta ion se ha
explicado como. a) un efecto simy imeéti via Si Nervioso Central, b)
modulacion de la actividud de los baroreceptores, c) inhibicid dec la a de

P

catecolaminas por las terminales simpaticas o d) un efecto inotropico positivo sobre el
miocardio. Sin embargo, se ha reportado que Ja ketamina produce un efecto bifasico sobre

la presion i Chipo! 16 guida de hipertensian). Con cl fin de de ampliar ¢l

conocimiento de las acciones de la ketamina sobre €l musculo liso, sc estudio el efecto de
la kctamina sobre la respuesta contracti) inducida por noradrenalina (NA), serotonina
(SHT), acetilcolina (Ach) y una solucion despolarizante de potasio (K}, en el masculo liso

dc las porciones epididimal y prostatica del conducto deferentc wslado de rcata,

mediante el anali

s de registros isométricos de la actividad muscular gencrada por los
diferentes agonistas. Se construyeron las curvas concentracion-respucsta y se determino
graficamente la concentracion efectiva S0 (CEso)

En este estudio se determing al comparar la actividad mecanica dcel tejido muscular
de las porcioncs cpididimal y prostatica del conducto deferente aislado de rata, que la
kctamina induce un efecto potencializador en las respuestas gencradas por la NA y SHT,
este cfecto cs particular de cstas aminas, debido a que la ketamina en concentraciones de
anestesia  no provoco este cfecto en  la respucsta inducida por Ach y una solucion
despolarizante de K+

! posible mecanismo por el cual la k ina ind una f ion de las
respucestas reguladas por los sistemas noradrenérgico y serotonérgico, es la inhibicion de la

recaptura del neurotransmisor, se ha comprobado que la ketamina inhibe el sistema de

recaptura de la NA, especificamente la actividad de la monoaminooxidasa, asi como la

actividad de la enzima que inactiva a Ja SHT, en la hendidura sinaptica



I._INTRODUCCION .

I.1. MORFOFISIOLOGIA DEL VASO DEFERENTE .

E! vaso deferente es un segmento de paredes musculares que forrma
parte del aparato reproductor del macho de los mamiferos y que se encuentra
localizado entre el epididimo y la uretra En la rata macho, es un érgano que
asta constituido por un conducto de aproximadamente 6 cm. de longitud, por su

tipo de inervacién auténoma, este conducto tiene capacidad inherente a la

contraccion ritmica (Knobil , et al., 1993)

El vaso deferente esta formado por musculo liso de tipo no vascular;
anatdmicamente este conducto se divide en dos regiones funcionales, una
regién cercana al epididimo, que recibe espermatozoides mdviles y una region
cercana a la prdstata, en donde depositan sus secreciones las vesiculas
seminales y la prostata para formar el semen, ambas regiones difieren no selo
en su forma de actlividad contractil sino también en {a sensibihdad de sus
respuestas postsinapticas a diferentes agonistas de aifa-adrenoreceptores
(MacDonald y McGrath, 1980; Brown y col., 1983; Sallés y Badia, 1991). La
porcién prostatica, presenta mayor nervacion noradrenérgica y contenido de
noradrenalina endégena en comparacion con la regién epididimal

(Fernandez-Pardal y col, 1981, Saliés y Badia, 1993).



Por otra parte , el vaso deferente no debe ser considerado Unicamente
como un simple conducto que guia a Jlos espermatozoides maduros del
epididimo a la uretra, debido a que ademas esta formado de wun epitelio
complejo con funciones de absorcion y secreciéon de sustancias o factores que

regulan la contraccion del musculo (Ratnasocoriya y Wadsworth, 1990)

La actividad muscular de este tejido es el responsable del trabajo
mecanico que el conducto deferente realiza para transportar a los
espermatozoides, la cubierta muscular esta forrada por tres capas musculares:
una capa longitudinal interna, una capa circular media y una capa longitudinal
externa, las células musculares Que se encuentran arregladas paralelamente al
eje longitudinatl del conducto su contraccién trende a acortar  al vaso deferente
en direccion a la uretra y la capa circular en donde los haces musculares se
encuentran arregladas concéntricamente alrededor del eje longitudinal su
contraccion constrifie al lumen del conducto deferente principalmente durante el

proceso de la eyaculacion (Lesson, 1983; Knobi!, 1993).

La funcién general de la actividad contractil del musculo en el conducto
deferentae, es responsable del transporte de los espermatozoides a la region
prostatica, ademas de propulsar al semen dentro de ia uretra durante el reflejo
de emision; también se encarga de eliminar a los espermatozoides no
eyaculados hacia los conductos urinarios y finaimente de expulsar a los

espermatozoides en al momento de la eyaculacion (Yanagimachi, 1981).
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El vaso deferente se encuentra rodeado por tejido conectivo que contiene
fibroblastos, colagena, fibras elasticas, vesiculas sanguineas, vesiculas
tinfaticas, fibras nerviosas, macrofagos, leucocitos y capas concéntricas de

musculo liso;, sus funciones princip son Yer a las fibras musculares y

transmitir la tension producida por la contraccidn de una fibra a la siguiente.

1. 1. MUSCULO LISO.

La actividad mecanica es generada por el deslizamiento de proteinas
contractiles de tas células musculares Un complejo sistema mecano-
electroquimico se encarga de este deslizarmento y de su conversion en la

contraccion muscular (Breme! y col, 1977, Bremer y Aebi, 1992)

Existen hormonas y/o neurotransmisoraes que ejercen sus efectos sin
penetrar en la célula, estas moléculas informacionales con sus receptores
espeacificos se encuentran acoplados a varnos sistemas efectores o
modificadores raesponsables de generar la selal interna y que se han
denominado segundos mensajeros, los nucleotidos ciclicos (AMPc y GMPc). asi
como la concentracidon de calcio intracelular, son los principales efectores qQue
regulan una infinidad de procesos celulares (Bolton, 1979; Somlyo &
Somlyo, 1994).

E! calcio, es particularmente importante porque el incremento de los
niveles intracelulares de este cation controla procesos tales como, la
contraccidn muscular, la exocitosis, |a permeabilidad de la membrana, el

metabolismo y (a divisidon celular (Ebashi, 1977).



La actividad mecanica del musculo 'so es dependiente de la interaccion
de proteinas contracliles entre la actina y miosina en un proceso andlogo al
modelo de deslizamiento de filamentos contractiles del rmusculo estriado. En

aste modelo, las cabezas de las moléculas de miosina que se encuentran

empaquetadas dentro de los filamentos gruesos realizan un ciclo de alta y baja
afimidad para unirse a las moléculas de actina en una reaccion dirigida por la

hidrélisis de ATP. la actividad contractl ocurre como un resultado de la

translocacion de las cabezas de miosina unidas a la actina desde un anguio

de 900 a 450 con respecto al eje longitudinal de los filamentos actino-miosina

(Ford y col, 1954) En el musculo estriado, la organizacion de los filamentos

gruesos (miosina) y delgados (actina) tienen un arregio altamente ordenado
con una estructura tipica en bandas , la organizacion de los filamentos en el

musculo liso es menos aparente (Sobieszek, 1977).
En el mdsculo hso, la composicion de los filamentos delgados
comprende actina, tropomiosina y otras proteinas unidas al sarcolema como la

vinculina, metavinculina, alfa-actilina vy la tahna En el sarcoptasma, los

filamentos deigados se insertan en cuerpos densos fusiformes formados

principalmente de alfa - actinina y que tienen una analogia funciona! a las

lineas Z de! musculo estriado

Se ha postulado, la participacion de eslos cueaerpos densos junto con los
filamentos intermedios constituidos principaimente por mentina y / o desmina
en la formacion de una red tridimensional gue permite mantener la forma de las

células musculares , asi como la elongacién durante su contraccion.
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La actividad contractil del muasculo liso esta regulada por el flujo de iones

de calcio a nivel intracelular. Los iones de calcio activan la magquinana

contractil permitiendo el proceso de acoplamiento iGn-contr ion de
las fibras musculares (Ebashi, 1977, Karaki & Weiss, 1988), existen diferentes
mecanismos que permiten la entrada de iones de calcio que incluyen la
entrada a través del sarcolema por canales operados por velitaje, el intercambio
16nico de Na*- Ca?* y los canales de calcio operados por receptor, asi como la
liberacion de este i6n apartir de almacenes intracelulares, como el reticulo
sarcopladsmico o de otros sitios intracelulares via inositol- trifostato (Villa, A,
1993).

Por otra parte, la relajacion ocurre cuando las concentraciones de calcio
intracelular estan por abajo de 10-7 M, como resultado del eflujo de calcio por
los sitios de unién intracelular. El calcio puede actuar en un sitio receptor
asociado con la molécula de miosina que involucra la fosforilacidn de Ia
molécula de miosina activando a la cinasa de la cadena lgera de la miosina,
esta actividad de fosforilacion de la miosina indica el inicio de la contraccion

muscular (Sobieszek, 1977, Harberle & Hemric, 1993).



I. 1. 2. INERVACION AUTONCMA

La mayoria de los musculos lisos tienen una funcién especifica que se
lleva a cabo de manera intermitente o continuamente a lo largo de vida del
animal, de acuerdo con su posicidn y funcidn los musculos lisos varian
ampliamente sus patrones de actividad. Los patrones temporales y espaciales
de dicha actividad dependen de |as propiedades membranales de las células

musculares lisas, la interaccion entre ellas y de su inervacién.

La actividad espontanea puede dar lugar a un tono continuo o a ondas de
contraccion, las hormonas y/o neurotransmisores, ya sean excitalofrios o
inhibitorios, modifican esta actividad o restablecen su estado de reposo

(Creed, 1979, Sims y col.,”1988).

Numerosos estudios de ia inervacidn auténoma del musculo liso del
aparato reproductor del macho se han realizado gracias a las técnicas
histoquimicas de fluorescencia (Faick y col, 1962), inmunocitoquimica,

autoradiografia y microscopia para la localizacién de catecolaminas (Pérez y

col., 1983).

E! sistema nervioso central y periférico tienen una fundamental
importancia en el control de |a funciones relacionadas con la reproduccion; el
sisterna nervioso auténomo, es el que interviene en la transmision de
estimulos sobre unidades sinapticas entre las neuronas pre y postganglionares

que conforman este sistema, a través de la liberacion de neurotransmisores.



El sistema nervioso autdénomo, inerva a diferentes organos de musculatura
lisa: el intestino, las glandulas y los drganos de! aparato reproductor, entre
otros, los cuales estan densamente inervados con fibras de tipo parasimpatico y

simpiético (Ganong. 1994; Dodd y Role, 1991)

Desde un punto de vista clasico el musculo liso del conducto deferente
tiene una inarvacién dual la inervacién parasimpatica, con acetilcolina como
transmisor qQuimico y una inervacién simpatica. con noradrenalina como
transmisor. Las neuronas colinérgicas activan receptores muscarinicos
{excitatorios) y las neuronas noradrenérgicas activan receptores
adrenérgicos alfa (excitatorios) y beta (inhibitorios), segun el tipo de tejido o
especie (Anstey y Birmingham, 1980, Dodd y Role, 1991).

E! conducto deferente de la rata tiene una inervacion adrenérgica muy
rica que se encuentra asociada con los vasos sanguineos y con los haces del
musculo liso. Esta inervacién esta constituida de neuronas adrenérgicas cortas
que se originan en los ganglios pélvicos localizados cerca del plexo
hipogastrico. Una caracteristica importante de las neuronas adrenérgicas
cortas es la regulacion del metabolismo de su neurotransmisor por hormonas

sexuales (Fernandez-Pardal y col . 1981; MacDonald y McGrath, 1984).

Todas las enzimas involucradas en ia sintesis y degradacion de las
catecolaminas: DOPAdescarboxilasa, dopamina-beta-descarboxilasa, mono-
aminoxidasa (MAQO), la tirosina hidroxilasa y algunos como la catecol-o-
metiltransferasa (COMT), estan presentes alrededor de la neurona
adrenérgica.



Las catecolaminas son almacenadas en las vesiculas granulares junto

con la dopamina-beta-hidroxilasa. Durante la transmisién son liberadas dentro
de la hendidura sindptica mediante un procaso de exocitosis, siguiendo su
accién sobre ila membrana muscular postsindptica. Las catecolaminas son
removidas extensamente al ser recaptadas a nivel de la membrana presinaptica,

en donde se reincorporan a los almacenes vesiculares o son degradados por ia

MAQO (Ganong. 1994)
Por otra parte, existe diferenciacion regional en la densidad de ia
inervaciéon a lo largo del vaso deferente, l|a tendencia es que en la region

prostatica se presente mayor densidad, ademas existen dferencias en la

sensibilidad de los adrenoreceptores a lo largo del vaso deferente (Mac.Donald

y McGrath, 1980, Sallés and Badita, 1991)

La contraccidn del conducto deferente puede sear estimulada por
agonistas adrenérgicos del tipo alfa e inhibida por agonistas adrenérgicos
beta, existen evidencias expermentales que concluyen que la sensibilidad de!
aparalo reproductor del macho a las catecolaminas varia segun la especie ., asi

como el estado endocrino del animal (MacDonald y McGrath, 1984) y que los
cambios en ia motildad del vaso deferente durante [a eyaculacidn se deben a

la afinidad de los adrenoreceptores por el neurotransmisor durante este

proceso

La inervacion colnérgica en el conducto deferente es escasa pero
presenta una distribucion uniforme de axones colinérgicos en las capas

musculares de este conducto principalmente en la capa muscular media.



En la rata, la proporcion de nervios colinérgicos es mayor en la regiétn
epididimal que en |la prostédtica, 1a funcidn de estas neuronas colinérgicas podria
constituir una parte de la estimulacidon excitatoria de las fibras musculares del
conducto durante el transporte de los espermatozoides o (a probable
interferencia de |la transmisidon adrenérgica como un agente de

retroalimentacion negativa

Ademas de |la inervacién adrenérgica y colinérgica , el musculo liso del
conducto deferente tiene la influencia directa de oOtros nNeUroiraNsSMIsSores
putativos, como la dopamina (Leedham y Pennefather, 1982) y la serotonina,
que tienen acceso a este tejido por difusidon de terminales nerviosas de los

vasos sanguineos o de otros tejidos adyacentes

De acuerdo con estudios de fluorescencia histoquimica, farmacolégicos o
de microscopia electronica, los unicos almacenes identificables de serotonina
on los conductos del aparato reproductor del macho se encuentran en
compartimentos intravesiculares, coexistiendo con l|la noradrenalina, en las
fibras nerviosas adrenérgicas (Hay y Wadsworth, 1982), aunque los limites de
deteccion de estas técnicas no son los suficientemente sensiblas para permitir
ia exclusion defintiva de almacenes de aminas en otro tipo celular, como por
ejemplo compartimientos microvasculares en células endoteliales, células
cebadas (Jaim-Etcheverry vy col.,, 1969, Campos, 1987). La serotonina es
liberada de los almacenes por desgranulacion y/o exocitosis. Se ha
demostrado, la existencia de receptores a serotonina en el conducto deferente,
pero no se ha establecido que esta amina presente una funcién moduladora de

ias contracciones de este organo (Seong y col., 1990).



1. 1. 3. MECANISMOS DE TRANSDUCCION DE LA SENAL .

La mayoria de las hormonas en Gltimo término inﬂuyén sobre las células
blanco, ya sea alterando las propiedades de las células individuales o las
velocidades de sintesis de las proteinas existentes o bien iniciando |a sintesis
de otras nuevas. Para que asto pueda realizarse, las sefiales extraceiulares
deben ser transformadas en sefales internas. mediante un proceso denominado
transduccidn, que comprende desde el momento de la activacién del! receptor

hasta la formacidn del segundo mensajero (Somlyc & Somlyo, 1994).

Se han determinado diferentes sistemas de transduccion de sefal a nivel
celular, cualquier sistema Que actue a través de receptores de la superficie
celular y que genere sefales intracelulares involucra cuatro componentes
principales: la hormona o neurotransmisor, un receptor activado, una proteina
transductora denominada proteina G por requerir para su funcionamiento

nucledtidos de guanina y finalmente un efactor membranal

a ) Sistema de adenilato ciclasa.

Este sistema fue descrito por Sutheriand y Rall al estudiar la accion de la

adrenalinay el glucagon sobre la transformacién del glucégeno en glucosa en

ceélulas hepaticas demostrando que al tratar
hepatocitos con adrenalina (en presencia de ATP) se inducia la sintesis de una

membranas aisladas de

pequefia molécula mediadora que podia sustituir a la hormona activando a la
glucégeno fosforilasa. El mediador fue identificado en 1959, como AMP ciclico

(Alberts y col., 1994).



Se ha establecido que muchas hormonas provocan un aumento en 1a
concentracion intracelutlar de AMPc activando a la enzima adenil ciclasa que
cataliza la conversion del trifosfato de adenosina (ATP) en AMPc. y que se
localiza en la superficie interna de la membrana celular siendo un sitio receptor
especifico. Se ha sugerido que el AMPc actita como “segundo mensajerc”

propagando el efecto de {a hormona (primer mensajero) a toda ta célula

La transmision de mensajes mediados por AMPc a través de la
membrana, se lleva cabo por |os siguientes eventos: la activacion del receptor,
que provoca un cambio conformacional que le permite interactuar con una
proteina G acopiadora, sensibilizandola al GTP, que a su vez activa a la
enzima, adenilato ciclasa, localizada en la suparficie interna de la membrana,
que cataliza la reaccion de conversién de ATP en AMPc (Hathaway y col.,
i889). Existen varios tipos de proteinas G, algunas de eilas actuan sobre la
enzima adenilato ciclasa, en forma activatoria , llamadas Gg, otras lo hacen

en forma inhibitona, llamadas G (Garcia-Sainz, 1987).

El incremento de los niveles de AMPc sirve para activar un tipo de
enzima especifico, una proteina cinasa Una cinasa, es una enzima que
transfiere un fosfato de un donador (generalmente del ATP) a un aceptor (otra
proteina). La modificacion de una proteina por una unién covalente de un
grupo fosfato tiene un efecto importante sobre su actividad, inhibiéndola o

activandola.



b) Si F ] iti Calcio.

Al igual que el AMPc, el calcio libre intracelular, parecia ser el producto
de i{a transduccidén de sar%ales a través de |1a membrana En 1947, se demostré
que la inyeccion intracelular de una pequefa cantidad de calcio provocaba la
contraccion de una fibra de musculo esquelético (Mathews y col., 1990). Robert
Mitchell, en 1975, advinié una estrecha correlacion entre la capacidad de una
sefial externa para estimular el recambio de fosfatidilinositol y la movilizacién

de cailcio dentro de la céluia (Berridge, 1987).

Actuaimente, el mecanismo de transduccién por esta via es la siguiente:
la hormona y / o neurotransmisor al interactuar con su correspondiente
receplor, induce la hidrdlisis de un fosfolipido de membrana, el fosfatidilinositol
4, 5, difosfato (PIP2) por la activacidn de la enzima fosfolipasa C a través de
una proteina G denominada Gq. Los productos de ia hidrolisis de! PIP2, el mio-
inositol 1, 4, 5, trifosfato (IP3) y el 1, 2, diacilglicerol (DAG) funcionan como

mensajeros intracelulares.

El inositol trifosfato cuya naturaleza hidrosoluble le permite difundir hacia
el citoplasma celuiar tiene la capacidad de interactuar con receplores
intracelulares localizados en la superficie del reticulo endoplasmico (Spat y col.,
1986) la activacion de estos receptores induce la apertura de un canal que
promueve la liberacion de calcio de este almacén intracelular, provocando un
aumento en la concentracion de calcio citosdlico, que desencadena procesos
tales como la contraccion del musculo liso, la ruptura de glucégeno y la

exocitosis (Michell, 1985).
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El ion calicio es un factor de acoplamiento capaz de activar multiples

enzimas dependientes de! complejo calcio- calmodulina.

E) otro producto de la hidrélisis del PIP> el diaciiglicerol, un compuesto

hidrofébico que permanece unido a la membrana, se encarga de aclivar

directamente a la proteina cinasa-C, la cual iona ia mc ]

covalente (fosforilacion) de muitples enzimas y proteinas provocando camblos

en su actividad, asi como la propagacidon de la sehal hormonal en muchas

células.

La importancia del proceso de transduccién de los fosfoinositidos es que
esta involucrado en varios procesos celulares que van desde la modulacion del
metabolismo, |a secrecidn de enzimas y hormonas, |a contraccion muscular, la

transmisidn sinaptica e incluso el crecimiento celular.



.1. 4. RECEPTORES ADRENERGICOS .

Las acciones de! neurotransmisor noradrenalina y de la hormona

adrenalina son medi por r >res adrenérgicos. El concepto de la

existencia de distintos receptores adrenérgicos fue desarrollada por
Ahlquist (1948), al reportar dos diferentes rangos de ordenes de potencia de
distintas drogas en varios sistemas efectores Se dedujo que estos ordenes de
potencia correspondian a dos subltipos diferentes de receptores, clasificados
como alfa y beta adrenérgicos (Minneman, 1988), postenormente Bertheisen
propuso que los receptores alfa podrian ser subclasificados. el receptor del
musculo liso vascuiar que media la contraccion fue denominado alfa,, mientras

que el receptor presinaptico fue definido como alfa 2 (Fain y Garcia, 1980).

Evidencias recientas sugieren, que los receptores alfa {- adrenérgicos no

tienen las mismas propiedades en todos los tejidos. La existencia de distintos

subtipos de receptores ay con una loc ion p inaptica preferentemente
(Dochearty. 1984) , ha sido determinada por estudios de unién a radioligandos 1o
que dio origen a una definicion consistente de subtipos de receptores alifa 45 .,

alfa 1g (Minnemam, 1988) y affa 1¢ (Perez y col, 1991)

Por otra parte, los receptores beta pueden dividirse en receptores betaq .,
localizados principalmente en el corazén y en receptores betaz, localizados en
la vejiga, pulmones, higado, etc., en base a la selectividad de los efectos de
agentes agonistas y antagonistas observados en diversas preparaciones

experimentales (Minneman, 1988).



El surgimiento de técnicas biomoleculares no solo ha confirmado |a

clasificacion de estos receptores sino que ademas ha permitido realizar estudios
estructurales y funcionales de los receptores adrenérgicos. La reciente

purificacion de estos receptores y la clonacion de sus genes ha permitido

obtener una amplia informacion concerniente a su estructura y funcidn.

Los receptores alfa 1 adrenérgicos son receptores transmembranales , |

activacion de estos receptores por catecolaminas afecta una variedad de

funciones celulares. tales como, la contractilidad en el musculo liso y cardiaco.

ia gluconeogénesis en el higado, etc, a través de mecanismos dependientes

1984). Estas glucoproteinas trans-membranales tienen la
se con la proteina " G " (Roth, 1986), asi como ia habilidad

C (Lefh y col., 1988).

de calcio (Kunos,
d de

para estimular a ia fc

Actuaimente, existen evidencias experimentales que indican que ias
contracciones del conducto deferente, se ancuentran moduladas

predominantemente par receplores del tipo alfaj-adrenérgicos (Aboud y col,,

1993).




1.1.5. RECEPTORES SEROTONERGICOS .

La S-hidroxitriptamina (serotonina ¢ SHT) es una monoamina biogénica
con una gran variedad de respuestas funcionales via la estimulacion de
diversos receptores en el sistema nervioso central, en las terminaciones

nerviosas y en una gran vanedad de tejdos con musculatura lisa.

t.a primera clasificacion de l0s receptores de serotonina fue realizada por
Gaddum y Picarelli, con base a sus diferentes acciones sobre diversas
preparaciones experimentales de musculo liso, concluyendo que las acciones
de la serotonina fueron mediados por dos diferentes mecanismos y receptores,
un receptor denominado * M  (sensible a la morfina) localizado en los ganglios
parasimpdticos , causando una liberaciéon de acetilcolina de las terminaciones
nerviosas postganglionares y un receptor ” D “ (sensible a la dibenzilina)
localizado en el musculo liso. Posteriormente se identificé a un receptor
sensible a la ergotamina, denominado receptor " E ™, que induce una

vasoconstriccion de ia carotida de perro (Villalon y col., 1995).

La clasificacion y terminologia de ios receptores a serotonina " M ", "D
y " E " fue aceptada, sin embargo existian algunas respuestas a la serotonina
que Nno se ajustaban a estos criterios. Con la aplicacion de técnicas de unién a
radioligandos, se ha reconocido [a existencia de una gran variedad de tipos y
subtipos de receptores, con diferentes grados de afinidad a la serotonina

{Peroutka y Synder, 1979, Villalon y col., 1995).




Por tal motivo, se establecid una nomenclatura con criterios

estandarizados para clasificar a los distintos receptores a serotonina en cuatro

categorias. los receptores SHTq, SHT2, SHT3 y SHTs y sus subtipos

correspondientes (Humphrey y col., 1993). 1o que ha permitido sugefnr que la
categoria de receptores del tipo SHT3 y sus subtipos (SHTab d. e) tienen de
forma general la funcién de regular la dilatacion artenal, la inhibicion
presinaptica de la transmisidn simpatica, asi como la partcipacion en
meacanismos neurogenicos, conductuales, metabolicos, endocrinos y
cardiovasculares, a través del sistema efector de acoplamiento negativo a la

adeniiato ciclasa ( Villalon y col., 1993, 1995 )

Por otra parte, los receptores que regulan la contraccidn del musculo liso.
la vasodilatacion y broncoconstriccion, asi como la agregacién de las plaquetas,
son categorizados en |la clase de receptores SHT2 (5HT2 a, b y c), a partir de
una modulacidn utilizando el sistema efector de los fosfoinositidos (Cohen y

col, 1985, Campos y col., 1990; Villalon y col., 1995).

Los receptores de l|a categoria 5HT3 presentan funciones de

estimulacion ganglionar, regulan la iberacion de catecolaminas por las

neuronas simpaticas y parasimpaticas en el corazdn, estos receptores se

encuentran acoplados a canales iOnicos para ejercer sus acciones via

despolarizacion de membranas (Villalony col., 1993, 1995).

El uitimo de los tipos de receptores a serotonina descubierto fue el
receptor SHT4 y es relacionado con fendmenos de taquicardia, estimulacién
miocérdica y 1a activacién de! sistema colinérgico para mediar las contracciones
del ileoc de cabayo (Villalon, 1995).



i. 2.1. ANESTESIA

€n la antiguedad, !{os procedimientos quirdrgicos no eran aplicables,
debido a que el conocimiento de la fisiopatologia de la entermedad y la base
racional del tratamiento quirirgico era escaso, como por ejemplo, la técnica
aséplica y la prevencion de infecciones en heridas eran desconocidas, ademas

no existia aliguna técnica anestésica viable. Por todos estos factores, las

operaciones quirurgicas eran y la montali era frecuante

Existian algunos medios para minimizar el dolor quirurgico, por ejemplo,
drogas como el aicohol, hashis y derivados del opio, se administraban por via
oral, asi como el uso de métodos fisicos como la aplicacion de hielo o la
transformacién de un miembro anatoémicamente afectado en forma isquémica
mediante el empleoc de tormniquetes (Green, 1971).

4 En 1846, William T. G. Morton introdujo el oxtdo nitroso y realizd la
primera demostracidn publica de anestesia quirurgica, de asta manera, surgio
e! interés de quimicos y meédicos de este periodo para producir anestésicos
ideales, como por ejemplo, el éter, cloroformo, ciclopropanc y relajantes
musculares esqueléticos (agentes bloqueadores neuromusculares), entre otros
(Green, 197I,Mc Intyre, 1959).



Finalmente en la década (940, los anestesidlogos utilizaron al curare
para obtener una relajacidon muscular que sélc se podia lograr mediante niveles
profundos de anestesia general, durante los siguientes afos varios sustitutos

sintéticos se utilizaron climcamente

Los agentes anestésicos intravenosos se utilizaron a principios de este
siglo, sin embargo, las drogas disponibles eran pocas e insatisfactorias, por
ejemplo Lundy (1935), demostré la utilidad clinica del tiopental (tiobarbitiurico de
accion rapida), el cual se consideré tatil como agente anestéasico, pero las dosis
requeridas provocaban rapidamente una severa depresidn de los sistemas
respiratorio, circulatorio y nervioso, por tal mativo debido a los efectos
secundarios de estos agentes se ha limitado su utiidad clinica a situaciones

especiales (Andersen y Grabenstein, 1966).

El estado de anestesia general esta caracterizada por una inhibicién de
fa percepcion de todas las sensaciones inducidas por la administracidon de
drogas. El estado de anestesia apropiado para los procedimientos quirargicos
puede lograrse con una gran variedad de drogas administradas de manera

individua! o por combinacion de otros farmacos

Los anestésicos generales pueden administrarse por diferentes vias pero
se prefiere la via intravenosa e inhalatoria, debido a que cuando se utilizan
estas técnicas la dosis efectiva y la cronologia de accion son altamente

previsibles (Smith y col. 1989).
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et e 4§ ——— A e

- Clasiti i6n de ar ésicos generales de uso actual por su via de

administracion.

a o pori tacia
- Oxido nitroso (Mon6xido de dinitrégenc)
- Halotano (2-bromo-2-cloro-1, 1, 1-tnfluoretano)

- Enflucrano (1-cloro, 1,2 2-trifloreti, diffuor-metil- éter)
- Metoxiflurano (2,2 dicloro, 1, 1-difluoretil- metil- éter)
- Isoflurano (1-cloro, 2, 2, 2-tnfloroetil difiorometil éter)

Presentan una duracion relativamente breve en su efecto o accién y provocan

una depresién circulatona con reduccion profunda de la presion arterial.

a P 2

-Barbituncos:
-Tiopental sédico
~-Metohexital sédico
-Twaminal sédico
-Disociativos

- Anicicloalquiaminas ( Clorhidrato de ketamina )

Los barbituricos provocan hipotensién, depresidn raespiratoria, laringoespasmos

y broncoespasmos, entre otras complicaciones.
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1.2. 2. CLORHIDRATO DE KETAMINA .

En 1965 se introdujo un anestésico intravenoso denominado clorhidrato
de kaetamina, que ha sido ampliamente utilizado en humanos_ y animales
(Domino y col., 1I96S; Mc Carthy, I965) Este anestésico general! es de tipo amina
y el nombre sistemalico de este compuesto es: clorhidrato de 2-(o-clorofenil) -

2-maetilaminociclohexanona, su formula estructural es la siguiente:

LI
C]

Debido a gque los anestésicos generales de tipo inhalatorio y barbitarico
presentan reacciones secundarias en Ios sistemas nervioso, circulatorio y
respiratorio, caracterizados por un decremento en la circulacion y en la actividad
(Shapiro, 1975), inhibicidn de la actividad contractil del

metabdlica cerebral
asi como de la frecuencia respiratoria

miccardio (Altura y Altura, 1975),
(Hirsham y col, 1975), el clorhidrato de ketamina, se introdujo como una
alternativa en el empleo de un anestésico general de naturaleza no-barbiturico

que No prasentara reacciones secundarias sobre e! sistema respiratorio y

cardiovascular (Chen y col., 1966).

El empleo de este anastésico, ha demostrado su viabilidad en ciertas
situaciones clinicas particulares, es de rapida acciéon en el organismo y
presenta un gran margen de seguridad, debido a que no provoca una severa
depresién cardiorespiratoria, como ocurre en la gran mayoria de agentes

anestésicos viables (Marietta y col, 1977).
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Sin embargo, diterentes investigacionaes han demostrado que |la ketamina
a concentraciones de anestesia general produce un incremento en !a presidon
sanguinea, frecuencia cardiaca y en el flujo sanguineo periférico en el humano,
asi como en otras especies de mamifero (Corsen y Domino, 1966, Virtue y col.,
1967; Traber, 1968, Chang y col, 1969, Dundee y Wyant, 1974, Hug, 1979,
Pagel y col, 1992)

Diferentes investigaciones se han realizado para determinar si ia
ketamina ejerce acciones directas sobre el musculo liso, asi como sus
propiedades fisiologicas y farmacoldgicas sobre el musculo hsos de tipo
vascular y no vascular. A este respecto, se ha sugerido que concentraciones
plasméaticas de ketamina asociados con la induccidn de anestesia quirurgica
producen un incremento en el flujo sanguinec cerebral asociado con un
decremento de la contraccion vascular de la arteria mesentérica y cerebral del
perro (Takeshita y col., 1972; Fukuda y col , 1983), asi como una depresién en la

contractilidad del miocardio (Pagel y col., 1992)

Por otra parte, se ha reportado que la ketamina (10-5 a 10-3 M) inhibe en
forma dependiente de la idosis las contracciones inducidas por norepinefrina,
epinefrina, angiotensina ll. vasopresina y por una solucién despolanizante de
potasio en el mascu}o liso vascular de la rata (Altura y col., 1980), estas
acciones inhibitorias observadas por la adiciéon de la ketamina en el medio de
incubacion se presentan tanto en el inicio como después de inducir las

contracciones (Altura y col., I980)
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Por otra parte, se ha determinado que la ketamina también relaja las
contracciones inducidas por varios agonistas en el masculo liso del tipo no
vascular en concentraciones comparables con las que se presentan en el
plasma sanguineo durante la anestesia (Lundy, 1974, 1975, Calixto y col., 1983,
1985; Little y col., 1983), por ejemplo la ketamina en el Utero de 1a rata ejerce un
efecto inhibitorio de tipo inespecifico, dependiente de la concentracidn, en la
actividad contractil inducida por Oxitocina o por una solucidn despolarizante de

Potasio (Calixto y col., 1981, Calixto y Loch, 1985).

Otro tipo de musculo iso no vascularizado en el que se ha observado
que el clorhidrato de ketamina (10-4 a 10-3 M) inhibe las contracciones
inducidas por estimulos de campo eléctrico es el ileo aislado de cobayo
(Little y col., 1983, Smith, 1987), asi como el tejido bronquial (Lundy, 1974,
19785).
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I. 2. 3. MECANISMO DE RELAJACION INDUCIDO POR EL
CLORHIDRATO DE KETAMINA .

Se han realizado diferentes investigaciones, con &l objeto de determinar

el mecanismo de accidon de la ketamina sobre el musculo 1iso (Altura y col.,

1980, Fukuda y col., 1983; Little y col., 1983; Calixto y col., 1985, Ratz y col, 1993)

Se ha establecido que la relajacion muscular provocada por la ketamina
en el tejido vascular, no involucra la participacion de nucledtidos de adenosina,

prostaglandinas, receptores colinérgicos o receptores adrenérgicos, como fue

determinado, con base al analisis de las contracciones inducidas a

preparaciones de musculo liso vascular utilizando antagonistas farmacoldgicos

de estas moléculas, como fueron la fentolamina (bloqueador del aifa-

adrenoreceptor), el clorhudrato de propanonol (bloqueador del beta-

adrenoreceptor), la atropina (bioqueador del receptor de acetilcolina) o la

indometacina (bloqueador de la sintesis de prostaglandinas) Estas
observaciones permitieron sugerr, que la ketamina actua directamente sobre el
musculo liso, a nivel de membrana plasmatica, por un mecanismo diferente a la

unién de los receptores antes mencionados (Altura y col, 1980).

Por otra parte, se ha determinado que la ketamina inhibe
contracciones inducidas

las
por una solucién despolarizante de potasio en el
musculo liso vascular y no vascular, por 1o que, se ha sugerido que la ketamina

interfiare competitivamente con el paso de calcio transmembranal al interior de
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las células musculares, debido a que las contracciones inducidas por una
solucidn despolarizante, son principaimente asociadas con un INcremento en el
influjo de los iones de calcio después de la despolanzacion del sarcolema

{Fukuda y col., 1983, Calixto y col; 1983, 1985).

Se ha observado que l1a ketamina potencializa el efecto inhibitorio de las
catecolaminas por inhibicion del mecanismo de recaptura neural (Taube y
col., 1976) y extaneuronal (Lundy y Frew, 1981), también activa la hberacién
de noradrenalina de las terminaciones nerviosas (Lundy y col., 1973). Ademas
bloquea las contracciones inducidas por adrenalina y noradrenalina en el
musculo liso vascular, las cuales son dependientes de la iberacidén de calcio de
almacenes intracelulares (Alton y col., 1980) debido a que la ketamina puede

entrar con facilidad a las células musculares (Cohen, 1973).

Recientemente, se ha identificado que el mecanismo de relajacion que
provoca la ketamina sobre el tepdo muscular, se debe principaimente a la
reduccién de la actividad de los canales operados por voltaje que mowvihizan
calcio a través de ia membrana plasmatica al intenor de las células musculares,
especificamente los canales de tpo " L ", compitiendo con los iones de

calcio por los sitios de union de este ion asociados a los canales " L

Ademas existen evidencias de una reduccion en la liberaciéon de calcio
intracelular del reticulo sarcoplasmico, como consecuencia de la interferencia
de la actividad del fostatidilinositol sobre este organelo. A este respecto, se
sugiere que esta interferencia se deba a una inhibicion en la produccion de

fosfatidilinositol por la fosfolipasa C (Ralz y col., 1993; Kanmura y col., 1993).
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Asi mismo, un mecanismo adicional se ha demostrado en el Gtero de rata,

la actividad de la ketamina es potencializada por la teofihna indicando que la
ketamina puede inhibir la actividad de la fosfodiesterasa del 3' S-monofosfato

de adenosina (Mukan y col.,, 1981), lo que involucra un aumento en el eflujo del

calcio hacia el medio extracelular, asi como Ila recaptura de este ion por

organelos intracelulares (Takayamag: y col . 1980; Oashi y Takayanasi, 1983)

Sin embargo Little y colaboradores (1983), asi como Smuth (1987) han
reportado que la ketamina en el ileo aislado de cobayo (10-4 y 10-3 M) inhube las
contracciones inducidas por estimulos de campo eléctrico y que la naloxona
reviarte parcialmante e! efecto inhibitorno, ostas observaciones, permiten sugerir
que la ketamina en este tepdo, tiene acciones especificas sobre jos mecanismos

de transmisidn de opiaceos para producir de manera parcial o total su accioén

depresiva

Una observacion controversial fue realizado por Altura y colaboradores

{1980), en una preparacién de musculo iso del tipo vascular, especificamente la

aorta de rata, al analizar el efecto de la ketamina sobre las contracciones

inducidas por serotonina observaron que estas contracciones fueron

potenciahzadas a bajas concentraciones de ketamina, asi mismo el empleo del

acido metilamida y el clorhidrato de metilsergidina (antagonistas de los

receptores serotonérgicos) abolen esta interaccion sinérgica, ademas el

inhibidor de Ia recaptura neural de serotonina {fluoxetina) sustituye

parcialmente el efecto potencializador de la ketamina en las contracciones

inducidas por serotonina.



Por o tanto, la ketamina en presencia de calcio potencializa la unidén de
serotonina a sus receptores vasculares previniendo su activacién e impidiendo

Su recaptura neuronai.
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W.__PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .

La administracién de agentes intravenosos, es un método comun

ampliamente utilizado para producir sedacidn y anestesia general en
procedimientos quirdrgicos, pediatricos, dentales, etc. (Koga y col , 1994;

Shapiro y col . 1994, Retrack y col.,1996; Pullents y col., 1996).

La ketamina, es un anestésico disociativo que por sus propiedades
fisicas, farmacocinéticas y farmacodinamicas, su empleo presenta varias
ventajas, este compuesto induce anestesia, sedacion y analgesia; asi como

mantiene |la capacidad residual funcional, provoca broncodilatacidén y evita

una depresion cardiovascular (Hass y Harper, 1992)

Por su accidn estimulante del sistema cardiovascular, e! anestésico

ketamina es ampliamente uthizado en pacientes con inestabitidad

cardiovascular { Kanmura y col, 1993, Katz y col., 1993 ). Se ha sugerido que

esta accion se lieve a cabo por alguno de 1os siguientes mecanismos:
a) Un efecto simpatomimaético via Sistema Nervioso Central.
b) Una modulacidn de la actividad de los baroreceptores.

c) Por una inhibicion de la recaptura de las catecolaminas por las terminales
simpaticas o

d) Un efecto inotrépico positivo sobre el miocardio.
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Sin embargo. se han reportado diferentes invesligaciones que muestran

que este anestésico de tipo no barbiturico, tiene miltiples efectos sobre

diferentes sistemas fisioldgicos como por ejempio, el sistema respiratorio, el
cardiaco, en el flujo sanguineo cerebral, periférico, etc. algunos de estos

efectos son considerados indeseables.

Por ejemplo, se ha reportado que la hetamina produce aumento en la

presién sanguinea y del fiujo sanguinec pernférico en algunas especias de

mamiferos, incluyendo al hombre (Dundee y Wyant, 1974). La accién estimulante

cardiovascular de la ketamina es unica en los anestésicos generales, este

efecto en algunos pacientes puede ser adverso, debido a que induce

hipertension severa

A este respecto, se ha sugerido que en la rata, concentraciones

plasmaticas de ketamina asociadas con la induccidn de anestesia quirurgica
producen relajacion y también potenciacion de la contraccion dal musculo liso
vascular (Altura y col., 1980), es decir una efecto bifasico (primerc hipotension

seguido de hipertension). Asi, se ha reportado que |a ketamina (I0-5a 10-3 M)

inhibe en forma dependiente de la dosis las contracciones del musculo liso
vascular inducidas por adrenalina , noradrenalina , angiotensina ||, vasopresina

y por una solucién despolarizante de potasio, por el contrario, la ketamina (10-6
a 10« M) potencia en forma especifica las contracciones nduycidas por

serotonina en el musculo liso vascular aislado de rata



Por otra parte, también se ha reportado que la ketamina relaja las
contraccionas inducidas por varnos agonistas en el musculo liso no vascular
Odurante la anestesia {Lundy y col., I1974; (1975, Altura y col., 1980; Little y col.,
1983; Fukuda y col., 1983; Qian y col., 1996, Hirota y col., 1996).

En otro tipo de musculo liso no vascular como el tejdo bronquial, la
ketamina produce una relajacion (Lundy y col., i974), y en el dtero aislado de
rata, la ketamina tiene efecto inhibitorio inespecifico muy parecida at efecto de

la papaverina sobre este tejido (Calixto y Loch, 1985 )

De tal manera, que existen diferentes investigaciones que demuestran
que este anestésico de tipo disociativo interfiere con la funcidn de varios tipos
de musculo liso Por lo tanto, es importante investigar el efecto de ta ketamina
sobre otro tipo de muasculo iso  no vascular perteneciente al sistema del tracto
reproductor del macho, particularmente la porcion epididimal y prostatica det
conducto deferente aislado de rata adulta, deb:_dc a que éste organo se
considera abundantemente inervada por varicosidades noradrenérgicas y con

una alta poblacidon de receptores postsinapticos alfa-1 adrenérgicos (Ashoori y

Tomita, 1983).

Por lo antes expresado, se estudiara el efecto de la ketamina sobre la
contraccion inducida por_noradranalina. serotonina y acetilcolina en ia porcion
epididimal y prostatica del conducto deferente aislado de ratas adultas. Con la
finalidad de investigar si la ketamina interfiere con los mecanismos de
transmision noradrenérgica, serotonergica o colinérgica en estas porciones del
tracto reproductor del macho y de esta forma explicar algunos de los efectos

adversos de este anestésico.
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: IN._HIPOTESIS .

Con la premisa de que existen variaciones individuales en !a sensibilidad a la

ketamina que producen efectos ales ir bl principaimente a nivel
del sistema cardiovascular, se propone que al estudiar su efecto sobre un tejido
muscular no vascularizado, rico en inervaciones adrenérgicas, la estimulacion
de este sistema, sea debida a una potenciacion en los mecanismos de

neurotransmision de las aminas biogénicas de este tejido muscular.
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W.__OBJETIVOS .

- Determinar el efecto farmacolégico de la ketamina sobre la
contraccion inducida por Noradrenalina en la porcidn Epididimal

Y Prostéliéa del conducto deferente de rata adulta.

- Caracterizar el efecto farmacolégico de !la ketamina en la
contraccién inducida por serotonina sobre el conducto

deferente.

- Vaiorar ef efecto de la acetilcolina en cada una de las
regiones funcionales del conducto deferente aislado de rata y
determinar si la incubacién con ketamina afecta su

compornamiento contractil.
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V. MATERIAL ¥ METODOS .

- OBTENCION DE LOS CONDUCTOS DEFERENTES.

Se utihzaron ratas macho adultos de la cepa Sprague Dawiey con un

peso corporal aproximado de 200 gramos y una edad promedio de |12 semanas.

Los animales fueron mantenidos bajo un fotoperiodo de luz / oscuridad

(12 7 12 horas) en cajas de poliuretano, formando grupos de 7 animales por lote,

en un cuarto a temperatura de 21- 220 C E! aimento consistid de comida

espeacial para roedores marca Purina y agua _ad bhbitum. con una ventilacion

apropiada

fueron sacrificadas por dislocacion

Las ratas seleccionadas al azar
la pared

cervical, posteriormente fueron fijadas en una tabla de cirugia,
abdominal de los mismos fue lavada con etanol al 95% y rasurada. Se realizo

una incision abdominal con la finalidad de exponer el aparato reproductor.

Los conductos deferentes fueron separados y colocados dentro de una
caja de Petri de plastico eastéril conteniendo solucién saimna fisiologica Krebs-
Ringer-Bicarbonato (KRB) a una temperatura de 370 C., con {a finalidad de

eliminar los restos de grasa, tejido conectivo y sangre utilizando un microscopio

estereoscopico (Carl Zeis).
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Una vez aislados y hberados del tejido conectivo que envolvia a los
conductos, los tejidos se pcrfundieron con ayuda de una jeringa desechable

de 1 mi cargada con solucion fisiologica.

La solucitn fisiologica KRB presenté la siguiente composicién mitimolar:
Glucosa 11; NaHCOa3, 20; NaCl, 120; KCI, 46. KHz POg4, 1.2 . MgSOy4,. 1.2y
CaClz. 1.5 mM. El pH se ajustd a 7.4 con un burbujec constante de una mezcla

gaseosa de 95% O, / 5% CO2 durante 20 minutos.

De cada conducto deferente se oObtuvieron dos segmentos de
aproximadamente un centimetro de longitud, uno de la regién cercana al
epididimo y otro de la porcibn cercana a la prostata. Los segmentos se
colocaron en un papel filtro y por presion se extrajo el fluido intraluminal de cada

una de las regiones del conducto deferente aislados.



¢
¢

[

- REGISTRO ISOMETRICO DE LA ACTIVIDAD CONTRACTIL DE
LOS SEGMENTOS DEL CONDUCTO DEFERENTE.

Cada uno de los segmentos obtenidos de ia region epididimal y prostatica
de! conducto deferente fueron transferidos y montados en una camara de
incubacién para tejidos aislados con un volumen de 10 mi conteniendo solucion
fisiolégica KRB a una temperatura de 370 C. en una atmadbsfera de 5% de COz

en aire.

Los segmentos fueron colocados de manera vertical, un extremo del
tejido se 1jé a la base de la cAmara y el otro se unid mediante hilo seda (4-0)
al transductor de tension. De esta forma, la actividad contractil de los tejidos
fue codificada y transcrita en forma de registros isometncos por medio de un
sistema convencional que consiste de un transductor de tension Grass modeio

FTO3 conectado a un poligrafo Grass modelo 78.

El dispositivo de registro de actividad contractil isométrica se calibré a 1
gramo de tension, de tal forma. que 1 gramo de tensidon equivale a 2 cm del
trazo poligrafico Posteriormente, cada uno de los tejidos se tensionaron a 1
gramo y se estabilizaron durante una hora en el bafio de incubacién,
renovando la solucién cada 10 minutos antes de ser expuestos a los farmacos,
estandarizadas las condiciones y equilibrados los tejidos en cada experimento,

se procedio al inicio detl registro de las contracciones espontaneas del tejido.
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- SOLUCIONES FARMACOLOGICAS.

Ademas de la solucién Krebs-Ringer-Bicarbonato antes descrita se

empiearan las siguientes soluciones:

KRB-Ketamina. Composicion mM del KRB mas la adicion de Clorhidrato
de Ketamina (Ket) en una concentracion final de 300 mMicromoiar en solucién, a

las concentraciones de 10-7, 10-6, 10-5, {04 Molar

KRB-Nor d ;. Cormr 6n mM del KRB mas la adicién de

Noradrenalina (NA)a las concentraciones de 10-7, 10-6, 10-5 y 10-4 Molar.

KRB-Serotonina Composicién mM del KRB mas la adicién de sulfato de
creatinina de serotonina (SHT) a las concentraciones de 10-7, 106, 105y 104

Molar.
KRB-Acetilcolina: Composiciéon milimolar del KRB mas la adicion de
Cloruro de Acaetilcolina (Ach) utilizando las concentraciones desde 10-7, 10-6,

10-5y 104 Molar.

KRB-Despolarizante: La composicion milimolar fue la misma a la

solucién de KRB excepto en las concentracidénes de KC! de 20-60 mM.
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- ACTIVIDAD CONTRACTIL ESPONTANEA DE LOS TEJDOS DE
MUSCULO LISO DEL CONDUCTO DEFERENTE.

La actividad contractil espontanea se registrd durante 20 minutos al
iniciar cada eoxperimento Los farmacos (Noradrenalina, Serotonina vy
Acetilcolina) se aftadieron directamente al bafio de incubacién en un volumen
que nunca excedid de 20 ul de las soluciones apropiadas para obtener las
concentraciones finales requeridas. En todos l0os casos las drogas se dejaron
actuar durante 5 minutos; después de ese tiempo el tejido se lavo dos veces con

KRB fresco y precalentado a 370 C.

- CURVA CONCENTRACION-RESPUESTA A KETAMINA.

Los segmentos de la region epididimal y prostatica de! conducto
deferente (n= 15) incubados y estabilizados durante una hora fueron tratados
con diferentes concentraciones de Ketamina (10-7, 10-8, 10-5, y 10-4 M), por un
periodo de cinco minutos en cada concentracién, para determinar si el
clorhidrato de ketamina afectaba la tensién basa! (actividad fisiolégica del
tejido), lavando el tejido dos veces con solucién KRB precalentada a 37¢ C
después de la exposicidn a cada una de las diferentes concentraciones del

farmaco.
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-CURVA CONCENTRACION-RESPUESTA A NORADRENALINA.

Los segmentos del tejido del conducto deferente (porcidn epididimal y
prostanca) incubadas durante una hora en solucién KRB, se sometieron a
diferentes concentraciones de WNoradrenalina (107, 106, 105 y 104 M)
adicionadose 10 ul en el bafio do incubacidon por periodos de cinco minutos,
tavando el tejido dos veces con solucion fresca de KRB después de ia

exposicién a cada una de las diferentes concentraciones

- EFECTO DE LA KETAMINA EN LA CURVA CONCENTRACION-
RESPUESTA A NORADRENALINA .

Una vez que se determind la concentracion de ketamina (300 nM) que
presentd un efecto en la actividad contractii de los segmentos epidhdimal y
prostatico de conducto deferente de aisiado de rata se realizéd la curva

concentracidn-respuesta a noradrenalina a partir de los datos generados de 15
repeticiones.

Posteriormente se determind la actividad de la concentracidn del
clorhidrato de ketamina (300 uM) en !a respuesta contractil inducida por

noradrenalina en este tejido realizdndose el siguiente protocolo:

a) Se realizé una curva concentracion-respuesta a noradrenalina (10-7, 106,

10-5 y 10-4 M) de las regiones epididimal y prostatica.
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b) Los segmentos de miisculo liso se preincubaron con 300 uM de clorhidrato
de ketamina durante diez minutos en solucion fisiologica antes de la adicibn de
cada concentracion del farmaco, permitiendo la construccion de una segunda
curva concentracion-respuesta a noradrenalina (10-7-10-4 M) y se determind el
efecto de la preincubacion con ketamina sobre las contracciones inducidas por

la noradrenalina en el musculo hso del conducto.

c) Se realizé una tercera curva concentracidn-respuesta con el objeto de
determinar el efecto de la ketamina sobre la contraccidén inducida en cada una
de la concentraciones de noradrenalina empleadas, cada concentracién de
noradrenalina se dejo actuar sobre el tejido durante 3 minutos, posteriormente
se adiciond el clorhidrato de ketamina en una concentracion de 300 uM y se

ragistré su efecto, lavando dos veces con KRB antes de cada tratamiento

- EFECTO DE LA KETAMINA SOBRE LA ACTIVIDAD
CONTRACTIL INDUCIDA POR SEROTONINA-

Las tiras de mdsculo liso de las regiones epi nal y pr atica del
conducto deferente se expusieron durante cinco minutos a diferentes
concentraciones de serotonina (I0-7, 10-8, 10-5y 10-4 M), se obtuvo la curva
concentracidn-respuesta a serotonina y se calculd la concentracion efectiva

media de los datos obtaenidos de 15 repeticiones.
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Posteriormente los.segmentos ididimal y prostatico incubados durante

una hora en solucion KRB se expusieron a las diferentes concentraciones de
sarotonina en presencia de la concentracion 6ptima de ketamina antes y
durante la contraccién inducida, se construyd la curva concentracion- respuesta

bajo estas condiciones experimentales, siguiendo el siguiente protocoio:
a) Se realizé la curva concentracion- respuesta a serotonina

b) Los segmentos del conducto deferente se preincubaron durante diez minutos

en presencia de clorhidrato de ketamina (300 . M).

c) Se indujo la curva concentracion respuesta a serotonina y se determind et

efecto de !a ketamina preincubada.
d) Se determind el efecto de la ketamina sobre la contraccion inducida en cada

concentracidon de serotonina (10-7, 10-6, 10-5 y 104 M), actuando durante tres

minutos, se construy® del registro isomaétrico la curva concentracion-respuesta.
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- CURVA CONCENTRACION- RESPUESTA A ACETILCOLINA.

Las porciones de tejido del conducto deferente aislados de rata adulta
macho incubadas por una hora en solucién fisiolégica KRB, precalentada a 377,
con un burbujeo constante de una mezcla gaseosa de 95% de Oz / 5% de CO3 |
se expusieron a diferentes concentraciones de Acstilcolina (10-7, 108, 105 y
104 M) por un periodo de 5 minutos, lavando el tejido dos veces con solucion
KRB antes de adicionar la respectiva concentracion de Ach. Posteriormente, en
base a los registros isométricos de 15 repeticiones se construyd la curva

concentracién-respuesta para este farmaco

Se valoro el efecto de la preincubacion durante 10 minutos del clorhidrato
de ketamina, asi como su efecto sobre la respuesta contractil inducida por la
acetilcolina en las porciones de tejido de fa regidon prostatica y epididimal del

conducto deferente de rata siguiendo el protocolo experimental

- CURVA CONCENTRACION- RESPUESTA DE LA REGION
EPIDIDIMAL Y PROSTATICA A UNA SOLUCION
DESPOLARIZANTE .

Cada uno de los segmentos aislados del conducto deferente incubados
durante una hora, en las camaras de incubacidn, conteniendo solucidon krebs
ringer bicarbonato a una temperatura de 37° C. con un burbujeo constante de
una meazcla de carbogeno, se sometieron a la induccién de su actividad

contractil con una solucién despolarizante de cloruro de potasio a 40mM.
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a) se construyd la curva concentracidn-respuesta a diferentes concentraciones

de la solucién despolarizante.

b) Se preincubd durante diez minutos con clorhidrato de ketamina y se valoro su

efecto en las contracciones inducidas con KCi

c) Se valor6 el efecto de ia ketamina (300 uM) sobre la contracciéon inducida con
l1a solucion despolarizante, 1a solucién se dejd actuar durante diez minutos y
posteriormente se adicioné al medio a la ketamina y se dejé actuar durante S

minutos y se obtuviaeron los registros.

- ANALISIS ESTADISTICO

Una vez llevado a cabo el registro grafico de la actividad contractil del
conducto deferente inducido por Noradrenalina, Serotonina Acaetilcolina y de
una solucidn despolarizante de potasto, asi como el efecto de la ketamina en
estas respuestas, se midio la tensidn generada dei trazo poligrafico obtenido

en cada uno de los registros isométricos de la actividad contractii de los

tratamientos con farmacos

Los datos numéricos generados de la actividad contractil de las porciones
de tejido de la region epididimal y prostatica dei conducto deferente aislado de
rata, de 15 repeticiones por agonista contractil, fueron expresados en gramos de
tensidn, posteriormente se procedid a construir respectivamente las curvas

concentracidn-respuasta de los diferentes farmacos utilizados en este estudio.

43



Las contracciones induycidas por Noradrenalina, Serotonina y Acetilcolina se
consideraron como el 100% en todos los experimentos respectivamente, y se
compararon con las respuestas que se obtuvieron en presencia de Ketamina en

las condiciones expenmentales antes mencionadas.

E! analisis estadistico de los resultados obtenidos se determind mediante
la prueba parametrica t de Student para datos no pareados con un nivel de
significancia P = 0.05 (Wayne, IS88) La sensibiidad de {os agonistas fue
expresada como el logaritmo negativo del CEsg, las concentraciones efectivas
50 (CEgp : concentracidén del famaco que produce la mitad de la respuesta
maxima ) se determinaron graficamente de acuerdo con e! método de Tallarida

y Murray ., 1981.

- REACTIVOS.

Todos los reactivos utihzados para preparar la soluciérn de KRB fueron de
grado analitico. Se utilizd agua bidestilada para preparar la solucion de KRB. El
sulfato de creatinina de serotonina, clorhidrato de L- arterenol (noradrenalina) y
el cloruro de Acetilcolina fueron suministradas por la firma comercial Sigma

Chemical Co. { St. Louis, Mo ).
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Vi._ RESULTADOS.

min. ob. [}

vi. 1. E 1_clQrihi o _d
indgyci r_noradrenalina en el nducto nte aisl de
raty.

Se valord el efecto del clorhidrato de ketamina en la actividad

farmacolégica de diferentes agonistas mediante el analisis de Ios registros
musculo liso de las porciones

isométricos de la actividad contractil dei

epididimal y prostatica del conducto deferents aislado de rata .

De los registros generados durante la incubacién y estabilizacién de
ambas porciones del conducto deferente aislado de rata, se determind que no
se producia ninguna tensién basal o actividad espontanea propia de los tejidos .

En el panet A de las figuras 1 y 2 se observan ios trazos poligraficos de
la actividad muscular generada por los segmentos epididimales y prostaticos
inducidos por diferentes concentraciones de noradrenalina desde 10-7 a 104

molar. La representacion del trazo poligrafico indica que la noradrenalina indujo

una respuesta contractil en las regiones epididinal y prostatica del vaso
deferente aisiado de rata en funcién de la concentracion adrministrada .
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La actividad isométrica del musculo indica que dependiendo de Ia
concentracion de noradrenalina adicionada al medio de incubacion, existio un
mayor incremento en la amplitud (gramos de tension) y frecuencia de las
contracciones en el mt]s-culc liso de la region epididimal, lo que indica un
aumento en la sensibilidad de la respuesta contractil en esta porcion de tejido a

la noradrenalina

En el panel B, de las figuras 1 y 2, se observan los trazos poligraficos
obtenidos de la actividad muscular de las regiones de estudio del! conducto
deferente; valorando el efecto de la preincubacion durante 10 minutos con
ketamina antes de adicionar cada una de las concentraciones de noradrenalina,
ia representacion grafica de los trazos poligraficos de esta actividad muestran
qQue existe una potenciacidn en las respuestas inducidas por noradrenalina, gue
se observa en la amphtud y en la proporcion de las contracciones de ambas
regiones en relacion a los registros tipicos de la actividad control de estas

regiones (panel A).

La ketamina en una concentracion de anestesia (300 M), no desarrolld
ningin efecto en la tensidn basal del tepdo muscular de ambas regiones del
conducto deferente. como se observa en los registros isométricos de la

actividad durante la preincubacion con ketamina (figuras 1 y 2, panel B).

El efecto de la ketamina sobre las contracciones inducidas por
diferentes concentraciones de noradrenalina es reversible, debido a que esta
actividad farmacoldgica es removida de los tejidos después de los lavados

tisulares con solucion fisidlogica Krebs-Ringer-Bicarbonato.
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La sensibitidad a la noradrenalina de la regién epididimal y prostética del
conducto deferente aislado de rata fue analizada a partir de la curva
concentracion-respuesta, la cual fue construida de |las respuestas contractiles
generadas al administrar noradrenalina en concentraciones crecientes sobre el
musculo liso de estas regiones del conducto deferente; la actividad contractil
muscular inducida generd curvas de tipo sigmoide. La concentracidn efectiva
cincuenta y la respuesta maxima tueron deterrminados directamente en forma

grafica (Tallanda y Murray, 1981).

Las curvas concentracidn-respuesta a noradrenalina de las regiones
epididimal y prostatica del conducto deferente se muestran en la figura 3, en
ambas regiones se observd que la respuesta contractil fue dependiente de la

conceantracion administrada en e! sistema experimental (10-7,10-6, 10-5. 10 M)

Los resultados indican que la respuesta maxima contractil del conducto
deferente en ambas regiones fue significativamente mayor (P < 0.05) en Ia
region epididimal que en la regidn prostatica, indicando que el tejido muscular
de la region epididimal es mas  sensible a la noradrenalina con una respuesta

maxima de 1.15 gramos de tension en relacion a la regidon prostatica de 0.66

gramos (fig. 4y 5).

Al valorar el efecto de la preincubacion de la ketamina en la curva
concentracidn-respuesta de la actividad contractili de la region epichdimal
inducida por noradrenalina (fig. 4), se determind que la curva en presencia de

ketamina ( 300 uM ) muestra un desplazamiento paralelo a la izquierda, de
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tal manera, que la respuesta maxima de la curva a noradrenalina preincubada
con ketamina presenta un ncremento significative (p< 0.05) con respecto a la
curva control. Al iguat la efectividad del farmaco (CEsp) fue potencializada

significativamente por la preincubacion del tejido con ketamina (tabla |).

En lo que respecta al efecto de la preincubaciéon de la porcion prostatica
con ketamina antes de la induccidén con cada una de las concentraciones de
noradrenalina (fig. 5). se determiné que existieron diferencias significativas
{p<0.05) con respecto a la curva control, presentando el mismo comportamiento
con un desplazamiento de la curva hacia |a izquierda, io que indica una

potenciacidén de la respuesta inducida en presencia de ketamina.

Estos datos indican Qque la ketamina incrementa la potencia y eficacia de
la noradrenalina para inducir la actividad contractil en ambos tejidos del

conducto deferente aislado de rata (Tabla | y II).

VIi. 2. Efecto del clorhidrato de ketamina en la actividad contrictil

indycik 4 nina_en_el ido muscular del nducto

defergnte.

Otro de los neurotransmisores utilizados en el diseno experimental para
caracterizar el efecto farmacolégico de la ketamina a concentraciocnes
plasmaidticas de anestesia en la rata macho (300 uM) fue la serotonina. Se
analizaron los trazos poligraficos obtenidos de la actividad contractil inducida

por diferentes concentraciones de serotonina (10-8, 10-7, 10-6, 10-5y 10-4 M).
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La representacién poligrafica de las contracciones obtenidas en el tejido
ididimal y pr a dal conducto deterente

muscular de Ias porciones
(figuras 6 y 7, panel superior), indica que la serotonina también induce una
respuesta contractl en estos segmentos de tejido, ademas la actividad
contractii se ve incrementada en forma dependiente de la concentracién de

serotonina empleada en el sistema de induccion

La preincubacion de los tejidos aislados durante 10 minutos con
clorhidrato de ketamina en el medio de incubacién, antes de ser expuestos a
fas diferentes concentraciones de serotonina, provocd un incremento de la
respuesta contractil a |a serotonina en ambas regiones, como se observa en el
aumento de la amplitud y en la frecuencia de las contracciones (figura 6y 7,

panel inferior).

El efecto potencializador de la ketamina es reversible debido a que al

removerlo durante los lavados con solucidon ﬁ—siolégica el efecto desaparece.

Al comparar ambas regiones se observa que la region epididmal presento

una mayor sensibilidad a la serotonina (figura 8)

Comparando estadisticamente los datos de ias curvas concentracion-
respuesta a la serotonina, en presencia o ausencia de ketamina en la region
epididimal , se determind la existencia de diferencias significativas entre ambas
curvas {p< 0.05), en relacion a ila concentracion de serotonina empleada para la
induccion (figura 9), la respuesta maxima fue de 0.5 gramos de tension en la
concentracién de 10-4M de serotonina, la concentracion efectiva media tuvo un

incremento significativo (p< 0.05), lo que indica la existencia de un efecto
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potenciatlizador de la ketamina bajo estas condiciones de anestesia, como (o
indica el desplazamiento paralelo a la izquierda de la curva construida en

presencia de ketamina (tabla 1)

Este desplazamiento a la izquierda de la curva concentracidn-respuesta a
la serotonina en presencia de ketamina también se cbserva en la curva de la
actividad contractil de la porcion prostatica (fig. 10) con diferencias significativas
{p< 0.05), al igual que en la respuesta maxima y la CEsg (tabla I1).

Estos resultados indican que la ketamina actya sobre este musculo
potencializando el mecanismo serotonérgico gue induce un trabajo mecanico en
el conducto deferente de la rata, provocando una mayor sensibilidad y
efectividad en |a region epididimal en relacion al efecto en la region prostatica



Vi. 3. Efecto de la ketamina en las contracciones inducidas por
cetiicolina en Ias porcion ididimal y pr. th I cond
ferente aisiad .

Con el objeto de determinar s el efecto potencializador de la ketamina
era exclusiva de las aminas biogénicas, se determind su efecto sobre el

sistema parasimpatico del conducto deferente

A partir de los registros tipicos originados de la actividad mecanica
inducida por 1a acetilcolina en ambas porciones del conducto deferente se

construyeron las curvas concentracion-respuesta a acetilcoiina

Al analizar la curva concentracion-respuesta de las contracciones
producidas en la regidon epididmal y prostatica, se puede determinar que la
respuesta inducida es dependiente de la concentracibn de acetilcolina
administrada al medio de incubacion, ademas se observan diferencias
significativas en la respuesta maxima entre ambas regiones, existiendo una
mayor sencibilidad a este neurotransmisor en 1a region epichidimal, con una
respuesta maxima de 0.9 g de tensidn inducida por una concentracion det
orden de 10-4M de acetilcolina (Figura 11).

Al evaluar las curvas concentracion-respuesta de os segmentos de la
region epididimal en presencia o ausencia de la preincubacion con ketamina

(figura 12), se observa que no existen diferencias significativas en cada una de
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las respuastas a las diferentes concentraciones del fadrmaco e incluso se

observa que la curva en presencia de ketamina presenta un ligero
desplazamiento a la derecha sin diferencias significativas entre ambas curvas,
lo que indica un decremento de la actividad contractil epididimal, como se

datermind al valorar la respuesta maxima y concentracion efectiva SO (Tabla 1)

Al evaluar el efecto farmacoldgico de la ketamina en !as contracciones
inducidas por acetilcolina en ta regién prostitica también se observa que no
existen diferencias significativas entre ambas curvas (figura 13) y que existe un
desplazamiento no significativo a la derecha lo que indica un decremento no
significativo ocasionado en la actividad inducida por acetilcolina por la

preincubacion con ketamina en concentraciones de anestesia.

Al analizar estadisticamente la respuesta mdxima y la concentracidn
efectiva media de ambas regiones se determind que no existieron diferencias
significativas (tabla 1 y 2), lo que indica que la ketamina no afecto la eficacia o

potencia de la acetilcolina en la respuasta contractil inducida.
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vl 4 Efecto 1__clorhid [ min. n_J v

contréctil obtenida por una_ solucién_despolarizante en ¢l
conducto deferente.

En la figura 14 y 15 se observan las curvas concentracidon-respuesta
obtenidas de las diferentes concentraciones de cloruro de potasio en el medio
de incubacion (20-60 mM), el empied de una solucion despolanzante de K fue
con el objeto de inducir en la regidn epididmal y prostatica una actividad
mecanica guiada por la entrada de calcio al interior de las células musculares a
través de canailes operados por voltaje y evaluar el efecto de la preincubacion

de ketamina o sobre !as contracciones inducidas

Al valorar las respuestas inducidas por cloruro de potasio (10 - 60 mM)
en el tejido epididimal y prostatica, en presencia o ausencia de ketamina (300
uM), se observa que las curvas controf inducidas por ta solucion de K fueron
significativamente reducidas en presencia de ketamina En los graficos de la
respuesta contractil de 10s tejidos en respuesta a !a solucién despolanzante, se
puede determinar que el clorhidrato de ketanuna presentd un significativo
antagonismo negativo al inhibir la respuesta inducida por la despolarizacion, en

todas las concentraciones de KC | empleadas en el medio de incubacion.

Los cambios inducidos por la ketamina en la respuesta maxima y la
concentracion efectiva cincuenta de la noradrenalina, serotonina y acetilcolina,
en ambas regiones de tejido muscular liso de tipe no vascularizado del

conducto deferente se representan en las tablas !y 1.



E) analisis estadistico mediante la prueba de t de Student para datos no

pareados demostro que existen diferencias significativas (p< 0.05) en los

parametros de noradrenalina y serotonina. la ketamina aumentd la eficacia y
potencia de estas aminas en la actividad contractil inducida tanto en la region
epididimal, como prostatica del conducto deferente, asimismo {a ketamina no
presentd cambios signMficativos en ios parametros de acetilcolina en ambas

regiones del conducto deferente.

Estos aspectos junto con 10s resultados observados en la sensibilidad y

respuesta a las diferentes concentraciones empleadas para noradrenalina,

serotonina, acetilcolina y una solucibn de KCi en el modelo experimental
empleado en este estudio nos permiten astablecer que !la ketamina ejerce

efectos farmacolégicos en la actividad contractil modulada por estos agonistas,

este anestésico presento un efecto potencializador en las respuestas de

noradrenalina y serotonina, y un efecto inhibidor en la actividad inducida por la
solucién despolarizante y acetilcolina, por |o tanto, la ketamina presenta

diferentes acciones fisioldgicas segun el neurotransmisor implicado
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Pardmetros que dascriben el comportamiento
de la region epididimol del conducto deferen-
te aislado de rofc en presencic de ketominao.

REGION EPIDIDIMAL

Preincubocicon con h
Control ketomina 300.m M
Agonere | cEa0 (M) ] A mas (g) CEgolae) l R mex(9)
NA 1.OS2 . 1INIO-* | 1340.1 2.522.31x10-7% 162 o.18 ®
5-HT 1.21.19n10- 0.5120.06 4.832.87xi0-74 0.7820.08%
Ach 4.72£.6%10-® 0.8720.07%.2 3652.82xJ0-"%" 0.96+20.09%*

Agonista contrdctil: NA=Noradrenaling; 5 - HT= S.ro?onino;\

Ach = Acetilcolina. CE s~ Concentracion efectiva 50,
(M =Moiar); Rmox = Respuesta mdxima, (g=gromo).

Los volores representan el promedio de !5 experimen -
tos + el error estdndar.

El ondlisis estadistico se realizo mediante la prueba
t de Student pora dofos no pareados.

- P < O0.05
Q‘.S. = Diferencia no significativa. )
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Pardmetros que describen el comportamiento
de lo region prostdtico del conductfo deferen -
fe aislado de rata en presencio de Ketomino.

REGION PROSTATICA

Ach L23%.17010"* 0.52:20.08""*

(" Controt Preincubacién con ")
Ketaminag 300 _«~ M
(" Asonista T o a) I R o (g) CE 50 (M) ] Rmex (g)
NA 2.352.32:10" 0.66+ 0.06 1.02%.12x10"% * 1L0920.511 "
S—-HT 7032.9m0°* 0.322003 7.542.98x10"% " 0.6120.05%
1062 142107 *"* o.s7t0.06""*

S

fos * el error estindar.

* P« 0.05

ot ot ot e P N

f Agonista contrdctil: NA= Norodrenalina; 5 - HT:Sero'om’noN

Ach = Acatilicolina. CE g~ Concentracidn efectiva SO,
(M = Molor), Rmox = Respuesfa mdxima, (g=gramo).

Los valores representan el promedio de 15 experimen -

Ei andlisis estadistico se reoalizo medionte lo pruebo
t de Student paro datos no poreodos.

\ N.S. = Diferencia no significaotiva. /
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Vil.__DISCUSION .

La finalidad de este estudio fue evaluar las propiedades farmacoldgicas

del clorhidrato de ketamina en la actividad contractil inducida por

noradrenalina, serotonina y acetiicolina en las porciones epididimal y prostatica
del conducto deferente, utilizando como modelo experimental al conducto
deferente aislado de rata , debido a que el tejido muscular de este organo se
encuentra inervado y regulado principaimente por el mecanismo noradrenérgico,
ademas existen evidencias que en la neourotransmisidn del conducto deferente
participan la acetiicolina (Anstein y Birgmingham, 1980) y probablemente la
serotonina (Cohen y col., 1984)

Los resultados obtenidos en este estudio permitieron vaiorar el efecto del
clorhidrato de ketamina en el musculo liso de tas porciones epididimal y
prostatica del conducto deferente aislado de rata, mediante el analisis de

registros isométricos de la actividad muscular generada por los diferentes
agonistas.

La valoracién de la actividad mecanica del conducto deferente, mostrd
que este tejido muscular no vascularizado no presentd ninguna actividad
espontanea, por lo cual se puede inferir que las respuestas generadas en este
tgjido se deban principaimente a la estimulacion quimica inducida por los
agonistas del sistema simpatico y parasimpatico empleados
{Wali y Hayter, 1989)

en este estudio
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En este estudio se determind al comparar la actividad mecanica del tejido
muscular de las porciones epididimal y prostatica del conducto deferente aisiado
de rata, que |a ketamina induce un efecto potencializador en la respuesta
generada por noradrenalina y serotonina. este efecto es particular de
estas aminas, debido a que el clorhidrato de ketamina en concentraciones
de anestesia (300 uM) no induce este efecto en la actividad mecanica generada

por acetilcolina y una solucién despolanzante

Altura y col., (1980). investigaron el efecto de ia ketamina sobre el
musculo liso vascular, determinando que la ketamina inhibe en forma
dependiente de la dosis las contracciones mecanicas de la vena porta y de la
arteria aorta, ademas de inducir un decremento en la sensibilidad y respuestas
de estos tejidos a diferentes agonistas vasoactivos. Sin embargo, 1a ketamina
potencid las contracciones del tejido muscular vascularizado de la aorta y vena
porta inducidas por serotonina a bajas concentraciones; este comportamiento de
la ketamina fue similar a la potenciacion de la respuesta contractil inducida por
ta noradrenalina y serotorina en el masculo lisa no vascular de ambas regiones

del conducto deferente analizados en este estudio.

Este efecto potencializador en la respuesta adrenérgica y serotonérgica
de la ketamina en el conducto deferente de la rata, podria explicar et efecto
estimulador del sistema cardiovascular (Lee & Hou, 1995), debido que este

sistema se encuentra regulado principaimente por receptores adrenérgicos del

tipoa 4.
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En el modelo experimentat utilizado en este estudio, se ha determinado
por métodos de fluorescencia, microscopia y afinidad, que este tejido se
encuentra altamente inervado por varicosidades noradrenérgicas con su

receptor principal «4. que regula dicha actividad (Mac Donaid & McGrath,

1980).

Al comparar ambas regiones, se determind que existe una sensibilidad a los
agonistas empleados, en base a las valoraciones realizadas en los registros
tipicos de la actividad de estos tejidos, tanto en la tensién generada, como en la

frecuencia de las contracciones

De tal manera, se determind Que el conducto deferente presenta dos
tipos de respuesta contractii, una respuesta dependiente de las vias
noradrenérgicas y una segunda respuesta, de tipo no noradrenérgico,
dependiente de ia serotonina y acetilcolina Por otra parte. se observa que
ambos tejidos presentan una sensibilidad y reactividad en la respuesta a los
diferentes agonistas empleados en este estudio, en el siguiente orden de
efectividad: noradrenalina> serotonina> acetilicolina, sugiriendo un significado

fisiologico principalmente a nivel de la regulacion contractil de este tejido.

Se ha determinado, que en la regidn prostdtica se encuentra una mayor
inervacion noradrenérgica, con respecto la region epididimal, ademas presenta
un mayor contenido de noradrenalina endégena, sin embargo en este estudio

farmacoélogico, se determind que existe una mayor respuesta a la noradrenalina
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en la regidn epididimal, esto puede indicar que los receptores de esta region
tienen una mayor afinidad por el neurotransmisor, es decir, una mayor
sensibilidad a estos agonistas en |a region epididimal (Mac Donald & Mc Grath,
1980; 1984).

Es importante mencionar que el conducto deferente presenta
movimientos musculares que permiten el paso de los espermatozoides, asi
como el contacto con las secreciones de la prostata y de las vesiculas
seminales, por lo tanto existe una regulacién constante para mantener estos
movimientos, asimismo, es posible que la sensibildad de los receptores
adrenérgicos sea meno} en la regién prostatica, como un mecanismo que
asegure que la expulsion de los espermatozoides se lleve a cabo en el momento
que las sefnales nerviosas disparen y alcancen &l umbral que activa a los

receptlores para iniciar las contracciones del conducto durante la eyaculacion

Por otra parte, en el modelo experimental empleado se pudo determinar
que el conducto deferente presenta una reactividad farmacologica regional a ia
serotonina, indicando una posible regulacién de esta indolamina en la actividad
contractil del conducto deferente de rata, los aimacenes identificables al igual
que la histamina son almacenes ntravesiculares, coexistiendo con la
noradrenalina en las terminaciones nerviosas, asi como en almacenes
periféricos, tales como éélulas cebadas (Campos, 1986). La existencia de
serotonina, asi como la respuesta de ambas regiones del conducto deferente
aislado de rata, sugiere que este neurotransmisor participe directamente sobre
este tejido de musculo hso no vascular, o regule via estimulacion de las
neuronas postsinapticas la liberacion de noradrenalina principalmente a nivel de

la regidn prostatica durante la eyaculacion
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Se han realizado diferentes investigaciones para determinar la existencia

de receptores a serolonina en el conducto deferente, Cohen y col., (1984),

reali on un d ostudio farmacolégico con el objeto de identificar la

presencia y accidn de receptores serotonérgicos en diferentes tepdos de

musculo liso no vascular, empleando inhibidores especificos e inespecificos de
receptores SHT, y SHT,; (ketansenna y 1-NP), determinando en el conducto
deferente que estos antagonistas no iNhibieron la raspuesta a la serotonina, sin

embargo, al utiizar la praczina (inhibidor de receptores a, adrenérgicos) fue

inhibida la contraccidn inducida por la serotonina, de tal manera que Ia

contraccién inducida por serotoruna en el conducto deferente es mediada por la

via noradrenérgica, un mecanismo similar a la arteria de! o0jo, en la cual se ha

establecido que ia actividad de la serotonina praesenta un efecto directo sobre

ia accion postsinaptica de los receptores adrenérgicos a, (Black y col.,

1987), " sin descartar Ia posibihdad que la serotonina

1981, Campos,

la liberacidn de noradrenalina de los nervios del conducto

potencialice
deferente.

En lo que respecta al efecto del sistema parasimpatico por la ketamina,

se observa que en este modelo experimental, la ketamina mnduce en la
respuesta de los tejidos a la acelilcolina, un comportamiento de tipo inhibitorio,

debido a que la curva Iinducida en presencia ketamina, presenta un

daesplazamiento de tipo inotrépico negativo, 10 que implica que la ketamina actue
en este sistema bloqueando el transporte de los iones de calcio al interior de la

célula, como se ha sugerido que acta de manera inespecifica sobre diferentes
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agonistas tanto en musculo liso vascular como no vascular (Calixto y col. 1983;
Hirota y col.. 1995), este efecto inhibitorio puede explicar ljos efectos
vasodilatadores que presenia la ketamina en diferentes sistemas organicos

(Qiany col., 1996).

Este efecto se evaludé al analizar los resuiltados de i(a contracciones
inducidas por una soluciéon despolarizante, se observé que la ketamina induce
un decremento de tipo competitivo de las contracciones inducidas por la entrada
de calcio, especificamente que existe una inhibicion directa de los canales de
calcio dependientes del voltaje (tipo L), como se ha determinado mediante
técnicas de patch clamp en células de musculo liso de ia vena porta de conejo

(Yamazaki y col.,, 1992) y muasculo liso intestinal (Hirota y col., 1995).

Sin embargo. no se descarta la posibilidad de que la ketamina pueda
interferir en sitios intracelulares, debido a que se ha reportado que la ketamina
puede atravesar con facilidad ta membrana (Cohen y col, 1984), o también se
ha propuesto que este anestésico actie por una inhibicidbn indirecta de la
actividad de las proteinas G y/o de la fosfolipasa C, es decir, una inhibicidn del
mecanismo de traduccion de sedales guiada por los fosfoinositidos, como ha

sido propuesto por otros investigadores (Kanmura, 1993)

El efecto estimulador de la ketamina ha sido atribuido a su accién
simpatomimética (Wong, 1974), a su modulacién en la actividad de los
baroreceptores (Dowdy & Kaya, 1968),; la inhibicién do la recaptura neuronal de
catecolaminas por las terminaciones nerviosas sinapticas ( Lundy, 1980; Fukuda

y col., 1986).
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El aspecto que la ketamina no inhtbié las respuestas inducidas por
noradrenalina y serotonina e incluso las potencializd, indica que este anestésico
facilita la union de estas aminas a sus respectivos receptores, los cuales actuan
mobilizando iones de Ca’' transmembranal, asi como al flujo de calcio de
almacenes intracelulares, o bien impide la mactivacidn del neurotransmisor

permitiendo que la amina se mantenga en contaclo con sus receptores

E) posible mecanismo por el cual la ketamina induce una potenciacion de
las respuestas reguladas por el sistema noradrenérgico y serotonérgico, es ia
inhibicion de la recaptura de! neurotransmisor, se ha comprobado por otros
investigadores que la ketamina inhibe el sistema de recaptura de la
noradrenalina, especificamente la actividad de la monoaminoxidasa . asi como
la inhibicidn de la enzima de recaptura que inactiva extraneuronalmente a 1a

serotonina en la hendidura sinaptica .

En este estudio, se comprobd® que el efecto de la ketamina no se debe a
que este provoqQue una secrecion de nocadrenalina enddgena de los almacenes
intermos de las varicosidades noradrenérgicas o que actie en forma agonista
sobre estos tejidos, debido a que al analizar |a actividad de ambas regiones del
conducto durante la preincubacién con la ketamina no induce ninguna actividad
mecanica de los tejidos, es decir no afectd la tensidn basal de los tejidos, por
otra parte, este efecto es a nivel de membrana porque inmediatamente
después que los 1tejidos fueron lavados, la actividad potencializadora
desaparece, es decir, no existe un efecto tardio en la respuesta si este

compuesto estuviera dentro de las células musculares.
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Por lo antes expresado, se puede sugerir que la ketamina actde en forma
diferencial segun el tipo de tejido, especificamente al tipo de receptor, la
ketamina puede decrementar o inhibir ias respuestas por antagonismo de ios
canales de calcio operados por voltaje (tipo L). o interfinendo en la produccidon
de fosfoinositidos. Mientras que en otros tejidos, estimule o potencialice sus
respuestas a través de nactivar los sistemas de recaptura y degradacion

sindptica de aminas brogénicas tales como ia MAO, COMT, etc .

Asi mismo, se puede sugerir que el tejido expenmental empleado en este
estudio puede ser de gran dtihdad para valorar efectos cardiovasculares
dependientes de la poblacion de receptores del subtipo a,, de tal forma, que al
emplear al conducto deferente, permite analizar de manera aislada los efactos
de ciertos farmacos, nourotransmisores, etc., ehmmando el enmascaramiento
con otras sustancias producidas a nivel cardiovascular, como ejemplo, las del

endotehio, otc {(Miyawak y col.,1995)

Por lo tanto, los resultados obtenidos en este estudio, con el objeto de

identificar lo posibles mecanismos qQue !la ketamina ejerce para realizar sus
i de la ketamina sobre otros

acciones, asi como otras INv gaciones del
tipos de musculo liso de tipo vascular y no vascular (Altura y col., 1980, Fukuda
y col.,, 1986; Kanmura y col, 1993; Peters y col., 1991, Yamazaki, 1992)
permiten sugerir que ia potenciacion de la respuesta de las aminas biogénicas
genera el efecto vasoconstrictor que presenta este farmaco después de su

administracién en la rata y en otras especies de mamiferos, incluyendo al

hombre.
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De tal manera, que el efecto estimulador det sistema cardiovascular, asi
como los efectos secundarios, como la susceptibilidad y / o induccion de
hipertension en algunos pacientes a los que se les administra este anestésico,
se debe a que la ketamina induce un incremento en los niveles séricos de las
aminas biogénicas después de ser administrada, debido a su accion inhibitoria
sobre los mecarmsmos de recaptura neuronal y extraneuronal de las
catecolaminas, es decir provoca una inactivacion de los tejidos para tomar a

ias aminas biogénicas y liberarias en sitios de inactivacién.

Finalmente, el clorhidrato de ketamina utilizado primeramente con
propdsitos veterinarios, ha sido ampliamente recomendado como un excelente
anestésico general, ya que bloquea ias vias nerviosas sin deprimir las funciones
respiratorias y circulatorias, ademas sus propiedades farmacologicas han
permitido utilizar a este anestésico en una infinidad de situaciones clinicas, a

nivel dental, pediatrico, cardiovascular, etc Recientemente, se le ha catalogado

> de la ¢

como e! ar . sin embargo, su empleo en cierto tipo de

pacientes puede inducir efectos colaterales.

Por lo antes expresado, ©s importante seguir reahzando estudios que
permitan caracterizar de manera clara los posibles mecanismos con los que
actia en diferentes tejidos, con el objeto de miimizar los efectos Indeseables
al administrario de manera conjunta con otros farmacos que regulen su
actividad. Es importante mencionar que la ketamuna se administra en forma
racémica por lo Qque es conveniente realizar estudios enfocados a los
enantibmeros de la ketamina y caracterizar su actividad y determinar que tipo

de molécula es la que induce los efectos colaterales, asi como la posibilidad de

de esle ar .

mejorar las propi
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