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INTRODUCCTION:

La Biologia de la Reproduccidn, es una rama de las Ciencias Bioldgicas que
abarca muchos de los fendmenos relacionados con la formacidn de los seres Vivos.
El presente trabajo, comprende una parte de esta ciencia en particular, y es la
que estd relacionada con la fisiologia del epididimo, 8rgano que forma parte del
aparato reproductor masculino (7,10,27).

Desde principios de siglo se ha propuesto, que el epididimo participa en -
forma importante en la maduraci®n y transporte de los esﬁermatozoides (1,3,4,5).
El epididimo estd constituido por una capa de c&lulas secretoras y una pared de
misculo liso, tejido que ha sido motive de un gran nimero de estudios. Estas fi
bras musculares est@n inervadas principalmente por terminales adrenérgicas y en
menor cantidad las colin&rgicas (6,7,8,9). Esta inervacidn que es principalmen-—
te de tipo simpitico, tiene como neurcotransmisor a la noradrenalina y a la adre-
nalina, lo que implica que l8gicamente la funcidn adrenérgica juega un papel im-
portante en la actividad del miisculo liso (8,12,31,37).

El epididimo es un Brgano que se divide en tres partes: cabeza, cuerpo y —
cola, y se ha propuesto que durante la eyaculacidn, la regidn de la cola sufre -
una fuerte contraccidn, que se ha asociado con la activacidn de los receptores

« ~adrenérgicos presentes en las fibras musculares (4,9,12).

Al igual que en el misculo esquelético, existen evidencias de que en el mis
culo liso es necesaria la presencia del idn calcio para la activacidn del proce-—
so contrdctil, En los experimentos 'in vitro', la mayoria de las respuestas con
tractiles son inhibidas cuando la concentracidn de calcio intracelular no alcan-
za la concentracidn minima (IO_SM) para la iniciacién del proceso contridctil; lo
cual puede ser debido a la eliminacidn del calcio externo o por la presencia de
substancias que son capaces de inhibir o bloquear la accidn de dicho catidn (blo
queadores de canales de calcio) (16,20,22,23).

Ahora bien, la medicifn de las respuestas fisioldgicas en el misculo liso,
se realizan con cierta facilidad cuando modelos empleados para este propdsito, —
no son sofisticaciones sino al contrario, son modelos que por su relativa senci-
llez permiten llevar a cabo este tipo de estudios. Un ejemplo de esto lo tene-
mos al medir los cambios mecdnicos en el miisculo liso, cambios en la presidn san

guinea, alteraciones de las vias respiratorias, etc.
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Puesto que la cuancificacidn de estos parfmetros sen relativamente faciles,
estudios de este tipo han llevado ha establecer las bases del entendimiento Jde -
la interaccidn, hormona—receptor y la caracterizacidn y clasificacidn en clases
y subclases, de los receptores adren@rgicos (20,32, 37).

Sin embargo, se ha estudiado poco acerca del mecanismo bisice que ejercen
los agonistas adrenérgicos en el misculo liso de la cola d¢ epididimo, en rela-

++
s sr-H-

P . - . - .
cidn a los iones Ca y Ba extracelulares en preparaciones '"in vitro" -

(62,63,64).

Para realizar este trabajo se decidid utilizar como animal experimental a
la rata macho, pues ademds de ser un animal de ficil manejo, se ha observado u-
na gran similitud bioquimica, (isioldgica y morfoldgica entre el aparato repro-
ductor de la rata y el del hombre (4,7,11, 26).

En el presente trabajo se estudia "in vitro" el efecto de un agonista- «
sobre misculo liso de la cola de epididimo de rata en:
lo. Medios de incubacidn con diferentes concentraciones de calcio y sin calcio.
20. Medios donde se anaden bloqueadores de canales de calcio.
-l—FyB-l—i—

3o0. Medios donde se sustituye al Ca++ por Sr a .

Con el propdsite de conocer lo que estas variaciones repercuten sobre el fend-

meno de la contraccibn.



2. TUNDAMENTACION DEL TEMA

La funcidn bioldgica de la reproduccidn es inherente a la materia viva e-~
indispensable para perpetuar las especies; es adem8s un fendmeno que incluye -~
patrones complejos de conducta, e¢n donde el comportameinto bisico de aparea~—-
miento es innato en todos los mamiferos y es un proceso en donde se encuentran
interrelacionados Srganos y sistemas que al operar en conjunto, proporcionan -
los elementos necesarios para que se lleve a cabo la reproduceidn (27,28).

A continuacidn se sefalan aspectos fundamentales en el conocimiento que se
tiene acerca del misculo liso en general y del misculo liso del cual estd for-—

mada la cola del epididimo de la rata en particular, materia de este estudio.

2.1 MUSCULO LISO. GENERALLDADES

El misculo liso esta”ampliamente distribuido en el cuerpo de los vertebra
dos y su actividad contrictil es vital para el funcionamiento normal del cuer-
po. Las partes countrctiles de las paredes de los vases huecos y las cavidades
tales como las vasos sanguineos, el canal alimentario y el tracto genitourina-
rie, estdn formados por capas de c&lulas musculares lisas, las cuales impulsan,
mezclan o retienen el contenido que llevan en su interior. Por otryro lado, el -
miisculo liso estd intimamente asociado con otros tejidos y su contraccidm tien
de a mover a otras estructuras musculares que est@n cerca de 8L (19).

Asociado con su posicidn y su .funcidn, el misculo liso varia ampliamente-
en su patrBu de actividad contrictil, por ejemplo: por un lado mantiene esta —
actividad mdis o menos continuamente como en el iris, los vasos sanguineos & la
urerra. Mientras que en otros casos, ocurren brotes ocasionales de actividad -
come resultado de un fendmenc, como es el caso de la defecacidn 3 el embarazo~
(19).

La actividad contrictil de cualquier misculo depende de un cierto nimero
de factores tales como la interaccidn entre las c&lulas musculares y la influen
cia de los agentes externos tales como los nervios, las hormonas, etc.

Las c&lulas del misculo liso son pequeflas, en forma de eje y estan estre-
chamente unidas, ademds frecuentemente se asacian con fibras reticulares y elds

ticas. La forma de las c@lulas v la ausencia de alineacidn de las proteinas -
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contrictiles hacen capaz al miisculo lisopara que funcione afin cuando sufre gran
des cambios en longitud, esto permite al milsculo liso efectuar importantes fun-
ciones en las viceras huecas por ejemplo, permitiendo que intestino, vejiga, va
sos sanguineos y otras estructuras del cuerpo cambien los difmetros de sus luces
de casi cero a valores muy altos.

El msculo liso esta inervado usualmente por ambas divisiones del Sistema -
Nerviso Autdnomo, en donde la actividad nerviosa autondmica puede iniciar a mode
rar la actividad muscular, pero sin estar bajo control voluntario.

Como en el misculo esquel&tico, se cree que en el miisculo liso, la contrac—
cifn resulta a partir de un incremento en la concentracidn de calcio intracelu——
lar E}E], la cual es normalmente disparada

por la actividad elé&ctrica (potencia—
les de accidn) en la membrana celular. En

el miisculc liso el aumento de los po-

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

- s - - . - . 4+
inhibe los flujos de Na+ al interior de la c8lula), pero es reducida por el Mn .
Esto sugiere que la corriente al interior de la c&lula es llevada a cabo por el
ca™™ e1 cual activa a las proteinas contrictiles. La actividad el8ctrica puede

ser espontdnea o puede ser iniciada por la liberacifn de los transmisores libe-—
rados por los nervios (19,48),

2.2. INERVACION Y TRANSMISTON ADRENERGICA EN EL MUSCULO LISO

La densidad de la inervacifn adren@rgica en el miisculo liso varia comside-
rablemente en diferentes 6rganos por ejemplo: es muy alta en el conducto defe—-—
rerente, en el iris, algunas partes del esfinter gastrointestinal, etc., pero -
muy baja en el {itero, los ureteres y el miilsculo longitudinal del tracto gastro-
intestinal. Por otro lado se ha observado que en las diferentes cflulas 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 almacenado el neurotransmisor que serd liberado posterior--

mente durante la transmisidn del impulso mervioso (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 ia reproduccifn, y es el sistema -
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nervioso autdnome (SNA) el que interviene en la transmisidn de estimulos sobre
unidades sindpticas entre las neuronas pre y postganglionares que conforman a
este sistema, a través de la liberacidn de los neurotransmisores. EL SNA iner
va a diferentes tipos de Organos de misculatura lisa como: el intestino, las -
gléndulas y los &rganos del aparato reproductor entre otros, los cuales estdn
densamente inervados con fibras de tipo simpdtico y parasimpdtico vy cuyos neu-
rotransmisores principales son: la noradrenalina y la acetilcolina respectiva-—
mente. La adrenalina secretada por la m&dula renal no es normalmente un media
dorde las terminaciones nerviosas, pero es liberada cuando se estimula el sis-
tema nerviose simpdtico €27,29,30,31).

Todas las enzimas involucradas en la sintesis y degradacidn de las cateco
laminas: tirosina hidroxilasa, DOPAdescarboxilasa, dopamina p-descarboxilasa
monoaminoxidasa (MAO) y algunos como la catccol-o-metiltransferasa (COMT), es-
tdn presentes alrededor de la neurona adrené@rgica. Las catecolaminas son alma
cenadas en las vesiculas granulares junto con la cromogranina y la dopamina-f
hidroxilasa. Durante la transmisidn son liberadas dentro de la hendidura si--
niptica mediante un proceso de exocitosis, siguiendo su accidn sobre la membra
na muscular postsinfptica. Las catecolaminas son removidas extensamente al ser
recaptadas a nivel de la membrana presindptica, donde se reincorporan a los al-

macenamientos vesIculares o son degradados por la MAO (30,45).

2.3 MECANISMOS ADRENERGICOS Y POSTSINAPTICOS

Los procesos inveolucrados en la formacidn, el almacenamiento, la libera--—
cidn y la activacidn de los neurotransmisores adren&rgicos son ya bien conoci-
dos, pero se sabe menos acerca de los mecanismos que median las respuestas de -
las c8lulas efectoras (24). Algunas células del miisculo liso tienen una iner-
vacidn adrenérgica directa, pero muchas solamente son influenciadas indirecta-
mente por la difusidn de la noradrenalina que proviene de las terminales ner--—
viosas distantes o a partir de los nervios de las paredes de los vasos sangui-
neos vecinos & en otros tejidos adyacentes o bien por la adrenalina circulante,

secretada por la mé@dula suprarrenal (24).




2.3.1 RECEPTORES ADRENERGICOS

Cuando los neurotransmisores se liberan de los nervios se combinan con si-
tios especializados de las c&lulas postsindpticas para iniciar una cadena de a-

contecimientos que causan los efectos clisicos de este tipo de nervios en un te

jido en particular. Estos sitios especializados llamados por Langley "dreas re

ceptoras” o "substancias receptoras", actualmente se denominan simplemente re——
ceptores (33).

La noradrenalina, la adrenalina y otras catocolaminas pueden causar exci-

tacifn o inhibicidén de la contraccidn del misculo liso segiin el sitio, la dosis

v la catecolamina elegida. La noradrenalina es la catecolamina miAs potente y -

proporcionalmente tiene una baja actividad como irhibidor, a diferencia de la —
isoprenalina ( p -adren@rgico) que presenta una actividad inversa y la adrenali
na es relativamente potente como excitante (31,36).

Sobre la base de &stas observaciones, Ahlquist en 1948, propuso los t&rmi

nos : alfa (« ) y beta ( B ) receptores, para los sitios de los miisculos lisos

donde las catecolaminas producen respuestas excitadoras e inhibidoras, respecti

vamente. Esta clasificacidn de los receptores se ha confirmado con la comproba

cidn de que ciertos fArmacos como la orciprenalina producen bloqueo selectivo -

de los efectos de los impulsos nerviosos adrenfrgicos y de los agentes simpati-

comimé&ticos en los receptores « . Mientras que en otros como el propanolol --—

producen bloqueo f-adrendrgico (35,36,37).

Los receptores [ pueden dividirse en receptores f-1- (principalmente en

corazfn) y en receptores f-2 (pulmones, vejiga, higado, etc.), sobre las ba-

ses de la relativa selectividad de los cfectos de agentes agonistas y antagonis
tas (34,35,47).

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

ceptores «a-1 que tiene probablemente su principal localizacidn en sitios post
sindpticos y por eso son responsables de la iniciacifn de sucesos postsindpti-
cos excitadores. Los receptores &—-2 se han localizado en las terminaciones
nerviosas i)resinipticas. La activacidn de estos receptores produce la inhibi-
cidn de la liberacidn del transmisor. En las terminaciones nerviosas adrenér—
gicas de los receptores -2 parece mediar la inhibicidn de la liberacidn de
la norepinefrina por la retroalimentacidn, mientras que en las terminaciones -

colinérgicas del tracto gastrointestinal, estos receptores son probablemente -
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responsables de los efectos inhibidores de los agonistas « - adrenérgicos. Sin

embargo no hay pruebas suficientes que permitan la clasificacidn de todos los —
receptores @—adrenérgicos pre y postsinfpticos como grupos farmacoldgicamente
definidos y homogéneos (13,37,39).

Para la activacidn de los receptores o es importante la presencia de un -
grupo amine cuyo &tomo de nitrdgeno estd protonado a pH fisioldgico (7.4). En
cambio para los receptores f§ la activacidn, depende de la presencia del grupo
—0OH- en posicidn meta en el nicleo del catecol y otro em posicidn . EL gru
po amino es muy importante pues establece la diferencia de activacidn entre los
receptores &« y 8 , es decir en caso de que el grupo amino estuviese substitui
do por un grupo molecular veluminoso, la actividad a-agonista disminuiria --
notablemente y la actividad agonista p se exaltaria (35).

La adrenalina y sus congéneres producen una serie importante de efectos me
tabBlicos, cuyas manifestaciones incluyen: Hiperglucemia, hiperlacticemia, hi--
perlipemia, mayor consumo de O3 e hiperpotalasemia (44). El compuesto clave ——
que interviene en la medicidn de estos efectos y de los de un gran niimero de -~
hormonas, es el AMP ciclico (adenosin-3'-5'-monofosfato) (52). La adrenalina -
aumenta la acumulacidn de AMP: intracelular, activando (por via de los recepto-
res B ) una enzima ligada a la membrana, la adenilciclasa que cataliza la con--
versidn del ATP en AMPc, ol cuzl inicia entonces una serie de actividades intra
celulares que determina los efectos metab8licos caracteristicos de las catecola
minas (Fig. 1).
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2.4 PROCESO CONTRACTIL EN EL MUSCULO LISO

El miisculo liso de cada &rgano suele ser diferente del de los demiAs en va-
rios aspectos: dimensiones fisicas, organizacifn de haces o lidminas, tipo de --—
respuesta a diversos estimulos, cavacteristicas de la inervacién y funciones. —
Sin embargo para simplificar, los misculos lisos pueden dividirse en dos tipos
principales: miisculo liso de unidades miltiples y miisculo liso visceral (16,31).

El misculo liso contiene exactamente las mismas substancias quimicas que —

el esquel&Lico, incluyendo a la actina y a la miosina. No tienen la misma dis-—

posicifn especial periddica que se observa en las sarcémeras del miisculo esque—

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

pos de misculo, por ejemplo: un paso esencial para activar a la ATPasa (depen--—
- -t . - - - . -
diente del Mg ') de la miosina en el misculo liso, es la fosforilacidn de la ca

dena ligera de actina. En el caso del misculo esquel&tico, la desfosforilacidn

de la cadena ligera de actina para activar a la ATPasa (dependiente del Mg++)
es el paso esencial (31.16).

Otros estudios en el misculo liso sugieren que para una completa actividad
de la ATPasa, aparte de la imprescindible presencia del calcio, son necesarios
otros factores tales como: proteinas contrictiles y fosforilacidn de la cadena
ligera, para lograr llevar la actividad enzimdtica a niveles requeridos que den
lugar a la contraccidn (17,42).

Todo parece indicar que la ma@xima fuerza a desarrollar por el milsculo de—
pendé de un nimero coordinado de eventos y actividad enzimitica, que ﬁrovoca -
los entrecruzamientos de filamentos y que en el misculo liso, esta tensidn es
mis alta debido a la disposicidn de los filamentos que actlian paralelamente a
lo largo de la c&lula muscular lisa. Tomando en cuenta la gran relacifn super
ficie—-voldmen, caracteristico de las c&lulas de miisculo liso y debido al arre-
glo y orientacidn y filamentos delgados y cortos en el miisculo liso, la célula
es capaz de acortarse en mayor grado por unidad de area a diferencia del miscu
lo esquelé&tico, aunque cabe decir que la contraccifn en el miisculo liso se pro

duce de 4 a 20 veces mAs lento que el misculo esquel@tico (17,42).

2.4.1 PAPEL DEL CALCIO EN EL PROCESO DE CONTRACCION DEL MUSCULO LISO

La actividad contrictil es un fendmeno que realizan todos los miisculos -
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que conforman a los seres vivos y el milscule liso se rige bajo los principios -
basicos de acoplamiento, excitacidn—contraccidn (16-30).

La interaccidn entre las proteinas contrdctiles: actina y miosina es la - -
responsable de la contraccidn fisica del misculo liso, y estd@ regulada por la =-—
calmodulina que es una proteina estructuralmente similar a la subunidad de cal--—
cio-troponina (el papel de la troponina-tropomiosina en el misculo liso, no ha -
sido bien establecida aiin) del misculo esquel&tico, Esta calmodulina se une a -
la cadena ligera de miosina-cinasa activandola y conduciendo al misculo liso a —
la contraccidn, en presencia de suficientes cantidades de calcio idnico (10'5M -
a 10_7 M) la calmodulina se disocia de la enzima miosinica cinasa y sucede la ~—
desfosforilacidn (16,23).

La mayoria de las membranas celulares del milsculo liso constantemente es— -
tén sufriendo cambios en la permeabilidad idnica, debido a una continua salida -
de mol&culas neurotransmisores provenientes de los nervios autondmicos. Experi-
mentos realizados en misculo liso sugieren que no existe equilibrio mutuo entre
los iones Na+, cL, HC03", Mg++ y Cé++, con respectco al potencial de reposo por
lo que cualquier cambio en la permeabilidad de cualquier i6n da lugar a un movi-—
miento neto de ese 1dn dentro y fuera de la c2lula, lo que provoca los cambios —
en el potencial de membranas. Estoc y el hecho de que el miisculo liso tienen mu-
chos mecanismos receptores para mol8culas 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-
cidn de iones dentro y fuera de las c¢8lulas (16, 17, 18).

En el misculo liso como en otro tipo de milsculos, los iones calcio estdn —-
considerados como agentes activadores de la mdquinaria contrdctil. Los estimu——
los que inducen a la contraccidn de este misculo, son responsables de iniciar --
reacciones celulares que permiten un incrememto eén la concentracidn de calecio 1i
bre citoplasmdtico el cual activarid las proteinas contrdctiles para producir el

fendmeno de la contraccidn (Fig. 2).
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Fig. 2 Un modelo esquemdtico de una c&lula muscular lisa, en donde se apre-—
cian los factores externos e internos que intervienem para el proce—

80 de contraccifn - relajacidn (Bolton 1979 ).
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‘Este calcio se ha localizado en la mitocondrias, el reticulo sarcoplis-—
mico y el nficleo (16,17,20,21). .

Los iones calcio penetran desde el flufido extracelular hacia las c&lu——
las milsculares lisas mediante un gradiente electroquimico cuando la membrana
es despolarizada y la permeabilidad al calcio aumenta. Tambi&n penetra en -
respuesta a la activacidn de receptores de membrana de varios agonistas (acg
plamiento estimulo-permeabilidad) tales como: adrenalina, noradrenalira, iso
prenalina, etc., (probablemente a través de un mecanismo que funciona opera-
dé por el receptor (17).

Al penetrar los iones calcio a la c&lula (Ca.,-+ extracelular) favorecen
la liberacifn del calecio que estd almacenado en cistermas o depdsitos (Ca++
intracelular), lo que trae como consecuencia que los niveles de calcio en -
el interior de la célula se eleven de una concentracidn de 10'—7 Ma 10~5 M.
Cuando esto sucede se activa la maquinaria contrdctil y sobreviene la con—-
tracéidn. No obstante, es probable que el calecic que entra del exterior es
rdpidamente tomado por almacenes intracelulares (lo que implica que el cal-
cio externo es necesario para llenar los depdsitos internos), para ser uti-
lizados posteriormente en el momento de la liberacidn del mismo (17,31).

Tambi&n se ha sugerido que el sodio pudiera jugar un papecl importante
en el control del calcio intracelular (captacidn-expulsidn) mediante un sis
tema de intercambio sodio-calcio dependiente del ATP, que pudiéra expulsar
al calcio cerca de la membrana celular de una manera similar a la descrita-
células sanguineas (17).

Por otro lado es importante seflalar que el calcio unido a la superfi-
cie externa de la membrana plasmitica, 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 ccurrencia del po-
tencial de acecidn (42).

Ahora bien. iCudl es el mecanismo por el cual los iones calcio pene—
tran al interior de la c&lula?

Se ha propuesto que el aumento de calcio intracelular en el miisculo -~
mismo sea:

a) A través de vias de entrada al calcio {(canales de Ca++) operados por

el receptor de membrana donde probablemente la activacidn de &stos —
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receptores estd relacionado con la modificacidn del metabolismo del fosfati

dil - inositol. y de &sta manera se abranm o activen las vias de entrada de
(Fig. 3).

ca™ (53)

[ Meombrana

' Plasmatice

Fosfoliposa C!
Receptor )

[N
/. Cal e
s A
7 hY
’ A
Is A Y
4 Ay

/ AY
3 N
1 Inositol X

PI* T cOP—De«— PA

N T TN TN T
_///_‘\\h\___"_"\‘q‘”’—“-_4”_‘&~/"\\\_—

Fig. 3

Metabolismo del fosfatidilinositol en respuesta a la activacidn -
de los receptores de membrana por agonistas apropiades, Pl (fosfa
tidilinositol); PA (dcido fosfatidico); DG (diacilglicerol); modi
ficado de Michall, 1975. (Holub, J.B., 1980).

R pE—————
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b) A través de vias de entrada de calcio, dependientes del voltaje. Estas —-—

vias se han propuesto que se activan por despolarizacidn de la membrana del -

misculo liso por medio de soluciones despolarizantes de K+ (40-70 mM de KC1).

A .esta via se le conoce generalmente come ''canales lentos de calcio". Se han-

realizado estudios al respecto en c&lulas nerviosas tales como en los aXones—
pigantes del calamar, en el axdn del invertebrado Aplysia, en la membrana del

fotorreceptor de la lapa, en c&lulas de misculo liso v miisculo cardiaco de al-

gunos vertebrados, en c@lulas secretoras tales como las del islote de pancreas

v células secretoras de moco del "pie" del calamar Ariolimax. en c&lulas clo~

nales aisladas de tumores de pituitaria anteridér de rata y en lineas celulares

de feocromocitoma de rata (PCl2). En todas estas c&lulas se ha demostrado la-—

existencia de estas vias especificas de entrada de calcio, cuando ofrecen un -

potencial de acciBn 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 cardcter ——
inorginico) y antagonistas del calcio (para substancias de cardcter orginico).

Se ha visto que al ser bloqueadas estas vias, la concentracidn de calcio
intracelular (Cai), no se puede incrementar, por lo que es imposible que la ma
quinaria contrdctil se pueda activar, por lo tanto no puede haber contraccién

(23,43,53).

Los bloqueadores de los canales de calcio que se conocen son el: Cg+,Nf++

-4 - 4+ -+t - -
Mn ,Cd ,La ,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 fendmeno de la contraccidn (17,22,25,43).

e CH, /,t)ha
~o | o}
T ——'CHE—4:H{—C‘ﬁTr4“C“E-C 3
c=N
O\C
o 4
W

o

ig. 4 Estructura quimica del Verapamil
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Se han realizado estudios vn diferentes misculos

lisos en donde se ha pro-
bado lo anterior.

En ¢l miometrio de rata prefiada, el efecto

« -~adrenérgico -
- . 4 .
es abolido por la presconcia de La , la cual tiene la

capacidad de desplazar al
caleio, previniendo asf el flujo transmembranal (24). En c&lulas cardiacas se ha
demostrade que el Vevapamil (agente vasodilatador usado en terapia cardiovascu--—

lar) inhibe la entrada de calecio a través de canales lentos de calcioa, previnien
do asi el entrecruzamiento de los filamentos de proteinas contrfctiles de manera
que no se produce la sistole y se modifica la funcionalidad cardiaca (23). Los—
efectos inhibidores o relajantes de la Nifedipina, fueron estudiados sobre la ac
tividad uterina en mujeres sanas y sobre tejido miometrial (Min viveo" e "in vi~-
tro" respectivamente) vy se observd 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 terap@utica 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++, ha resultado a veces daiino e irreversible, ya que los efec
tos devastadores de esta substancia se observaron a nivel vascular vy en las célg
las espermatogonias en animales de experimentacidn a los cuales se les fug admi-
nistrado Cd++ por via intramuscular, lo que Lrajo comn consecuencia una disminu-~

cifn en la tasa de fertilidad. Tambi@n se ha observade en el misculo liso del -~-

itero, que el Cd++ inhibe la respuesta contrdctil inducida por acetilecolina (20,
25).

2.5 APARATO REPRODUCTOR DE LA RATA MACHO

En la mavoria de los mamiferos, el aparato reproductor tiene las mismas ca-
racteristicas anatdmicas y funcionales, pero varia con la especie. El aparato -—
reproductor de la rata macho estd constituido de las siguientes partes, como se—
observa en la Fig.5:

a) vescicula seminal
b) prdstata
c)

glindulas bulbouretrales{glanduta coagulante,gléndulas ampulares,uretrales y
‘ 18bulos prostiticos)
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d) conducto deferente
-e) epididimo

£) testiculos

g) uretra

h) pene

Fig. 5 Aparato reproductor de la rata macho (diseccidn de laboratorio)donde
se muestran las principales partes que lo conforman: a)vescicula seminal
b)préstata c)glindulas bulbouretrales d)conducto deferente e)epididimo-
f)testiculos gluretra h)pene.
Una diferencia fundamental que se observa en el aparato reproductor de--—
1a rata macho con respecto al del hombre, es la presencia de una gliandula coa
gulante cuya funcidn es asegurar la fercilizacifn del Svulo, mediante la se--

crecidn de un tapdn mucoso que bloquea 1a entrada vaginal y que en el momen-
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to del coito provoca que el semen que ha entrado, no pueda silir al exterior;
este fenBmeno no ocurre en el hombre va que carece de esta gliAndula (3.26).

No obstante existe un 6rzano clave para el proceso de la reproduccidn: el
epididimo & ducto Wolffiano andlosgo. que es comin en todos

v reptiles (2.4,11)

los mamiferos. aves

El epididimo en la rata macho es un Srgano due estd 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 regio
nes: Cabeza (caput), Cuerpc (corpus) y Cola (cauda) y a la vez se ha dividido-
histoldgicamente en seis zonas, las cuales estidn diferenciadas en base a las -
c€lulas bdsicas que las constituyen:

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

Regidn del Cuerpo: comprende restos de la zona 4

Regidn de la Cola: comprende las zonas 5 v 6 terminando en la unidn con el duc
to deferente.

Las variaciones citoldgicas de estas regiones y zonas y la actividad enzimitri-

ca especifica (enzimas aque biodegradan a la testosterona), revela en alto gra-—

do la actividad bioquimica desarrollada en el interior de cada una de ellas, -

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

Una caracteristica muy importante de este conducto epididimal es que es -
un drgano andrégeno-dependiente. Esto ha sido demostrado en diferentes especies
animales en donde el mantenimiento de la morfologia normal v funcidn del epi-——
didimo, dependen de hormonas andrdgenas; por lo que si se llegara a retirar el
estimulo androgénico por castracidn, se produciria una marcada alterracidn es-—
tructural y disminucidn dir las funciones en el aparato reproductor, las cuales

pueden ser revertidas por la administracidén de compuestos andres€nicos exdee-
nos (3,5,38).

2.5.1. TFUNCIONES DEL EPID1DIMO

El epididime es el Srgano de maduracidn y almacenamiento de los esperma-—

tozoides (producidos en los tubulos seminiferos) (27). Una parte de estos es-

L
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permatozoides esta almacenado en la luz de los tibulos seminiferos y otra parte
pasa a través de los conductos aferentes y deferentes, desde la red de Hayer y
acompafiado de las secreciones propias del eyaculado se depositan en el epididi-
mo (5,11). Durante este periodo de almacenamiento, los espermatozoides permane
cen inanctivos, debido a que liberan granées cantidades de CO2 y otros produc——
tos dcidos que deprimen intensamente la motilidad, pudiendo vivir hasta un mes
en los tiGbulos seminiferos y en el epididimo hasta ser eyaculados. Estos esper
matozoides estds expuestos a cambios anatdmices, bioquimicos y funcionales du——
rante su trayectoria en el interior del conducto epididimal. Por lo que una de
las funciones principales que lleva a cabo el epididimo, es la de capacitar a -
los espermatozoides para que tengan poder fertilizante, mediante:

a) Un proceso de maduracidn

b) Transporte, depdsito y seleccidn de gametos masculinos

c) Sintesis y secrecidn de hormonas esteroides y otros productos, asi como la -

absorcidn de fluidos a través de las membranas celulares.

con el fin de lograr hacer de ellos c&lulas viables para la fertilizacidn (11,-
26, 39, 40).

Una vez ocurridos los fendmenos de maduracidn en los espermatozoides, es——
tos son transportados de la cabeza del epididimo hacia la cola, mediante las —-—
contracciones peristdlticas autSnomas las cuales proporcionan la fuerza motora
necesaria para el transporte. Ahi los espermatozoides son retenidos y almacena
dos en estado funcional durante varias semanas.

La integridad estructural, la adquisicidn de la capacidad fertilizante y -
la viabilidad de los espermatozoides, dependen de hormonas androg€nicas (11, 15,
39, 40).

En el epididimo tambi&n existe una actividad absorcidn de fluidos a través
de la membrana, sobre todo de las mol&culas y compuestos de bajo peso molecular.
Este factor de permeabilidad actiia por diferentes mecanismos de transporte a —-
través del epitelio epididimal, que son esenciales para un buen funcionamiento -
del intercambio de molé&culas del exterior al interior y viceversa (41).

Algunos procesos que conducen a la maduracidn y vialidad de los espermato-
zoides son: el transporte de la carnitina en la cabeza y cuerpo epididimal, la

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

inérganicos a través del epitelio, que ademd3s contribuyen en forma importan
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te para el proceso de contraccidn (11,17).

2.5.2, INERVACION AUTONOMICA EN EL MUSCULO LISO EPIDIDIMAL

La actividad contrictil en cl midsculo liso se encuentra Intimamente rela-
cionada con la inervacidn directa del SNA. LA inervacidén de la mayoria de las ~
c@lulas musculares lisas puede causar tanto efecto excitatorio como inhibitotio,
que depende de la activacidn de los receptores a & B ,» situados sobre la -
membrana celular muscular. El caricter de la respuesta de estos receptores, es-—
td bajo la influencia de hormonas vy otros factores que son determinados por --—
las condiciones de las c8lulas. Esto es: la ausencia de respuesta contrdctil del
milsculo liso inducida-por un ¢ =agonista como la adrenalina, cuando no existe
calcio externo. O por el contrario, la resplesta contrdctil de segmentos de mis
culo liso induc¢ida por adrenalina, posiblemente pueda ser explicado a través =
de la suposici®n de que la adrenalina al unirse a los receptores especificos —-—
( «a —adrenérgicos) promueve el movimiento controlado de caleio externo cerca -
de la membrana celular 1o que resulta en una acumulacidn de calcio cerca de la-
superficie de la membrana plasmatica, donde se incrementa la permeabilidad al -
calcio (24).

El misculo lise de los Srganos internos del aparato reproductor del macho-
estan inervados por terminales adren@rgicas cortas que difieren en varias pro--
piedades fisioldgicas y farmacoldgicas con las neurcnas adrendrgicas 'largas'-—
convencionales. En el epididimo, especialmente en la regidn de la cola, existe-—
este tipo de neuronas “cortas' . La distribucidn de estas fibras varia a lo lar
go del conducto epididdimal, es decir es menos densa en el conducto deferente—
y en las partes proximales del ducto epididimal, mientras que se va haciendo --—
mas densa en la regidn de lacakja y un poco mis en la regidn del cuerpo hasta —
que adquiere una abundante densidad en la regidn de la cola (9,12).

Por su tipo de inervacidn autdnoma, el ducto epididimal tiene una capaci——
dad inherente para la contraccidn ritmica. Ademds otros estudios fisiolSgicos-
realizados en la parte superior del ducte epididimal, reportan que esta activi-
dad contrdctil puede estar controlada por hormonas circulantes, mientras que en

‘la parte baja (cuerpo v cola) el control neurchal es mis preciso, debido a la -
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inervacién més abundante (7).

Las investigaciones realizddas "in vivo" sobre el epididimo de rata en re—
lacidn a la actividad contrictil, probando diferntes fArmacds autondmicos, de-—
mostraron que existe una respuesta tanto a agentes «—adrenérgicos (adrenalina

noradrenalina,etc.) como a agentes fi —adreng@rgicos (oxiprenalina); asi como —

también con 1a acetilcolina lo que sugiere la existencia de adrenoreceptores ——

« 'y f , de naturaleza estimulatoria y receptores

colinérgicos también de
naturaleza excitatoria (9).

Todo parece indicar que la inervaci®n autdnoma (simpatica ¥ parasimpdtica)
juega un papel muy importante sobre la actividad contrictil del epididimo, con-—

trolando funciones especificas de esta actividad, como el fendmeno de la eyacu-—
lacidn.

Recientemente se ha propuesto que durante la eyaculacidn, la regidn distal

{cola) sufre una fuerte contraccidn, la cual se ha asociado con la activacidn -

de los receptores a —adrenérgicos presentes en la membrana celular de las f£i-

bras musculares de la cola del epididimo (9,15,46).

Generalmente se acepta que la funcidn de la actividad contrdctil, es res -
ponsable del tramspurte de las espermatozoides, desde los tilbulos seminiferos -
hacia el epididimo y a la préstata. Ademas de propulsar el semen deantro de la -

uretra durante el reflejo de emisidn; también se encarga de eliminar a los es-—

permatozoides no eyaculados hacia los conductos urinarios v finalmente de exngL
sar los espermatozoides en el momento de la eyaculacidn cunado se produce una-—
fuerte contraccifn de la cola, sitio donde se almacenan los espermatozoides que
van a servir para la fecundacidn (9,15).

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

factores que creemos que intervienen en la regulacidn de la aetividad contrdc-
til de la cola del epididimo.
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MECANISMOS REGULADORES DE LA

ACTIVIDAD Ct IL l
PDEL MUSCULO LISO DE EPIDIDIMO DE RATA

SISTEMA

Ragulacidn

Elementos del Sistema {Hib y Caldayro-

Barcia, 1974)
a) Extracelulares

*Inervacién

adrenérgica (Baumgarten, et al. 1971}
*Agonistas-a

= Lca2*]l o
RESPUESTA

ELIMINACION DE 10S
b) Celularas ESPERMATOZOYDES NO
CONTRACTIL *Receptorea-a J?tn:inun y Talo, 198l)

cal

*Canales Qe EYACULADOS
= [ca2*1i
*Protefnas Contractiles

{(lino, at al.

EXPULSION DE LOS 1967)

ESPERMATOZOIDES
EN EL MOMENTO DE

1A EYACULACION

{Cross, 1959 y Knight,
1974 )

| . :
| ———— '

FI1G.6 . El esquema representa una serie de factores que se interrelacionan en—

= .
tre si’para redundar finalmente en el fendmenc de la reproduccidn.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En 1la actualidad afin permanecen obscuros algunos aspectos fisiolBgicos re-
lacionados con la reproduccién, ya que 1a investigaciBn en este campo ha mostra—
do que tales aspectos, varian de éspecie a especie. En el caso particular del -
funcionamiento fisioldgico del miscule 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,ratdn,etc., en los cuales se—
ha probado el efecto de firmacos de iIndole autBnomo y ciertas drogas. Pero aun—
que se han hecho este tipo de estudios de investigaciones, el macanismo b3sico-—
de la neurotransmisidn v las bases idnicas de la contraccidn en la regifn de la
cola del epididimo baje condiciones '"in vitro", ha sido poco estudiada (9,15,46
49).

Por otro lado cabe mencionar que si bien es cierto que dia a dia los estu—
dios de investigaciones enfocados a este terreno son muchos y muy variados, tam
bi&n es cierto que paralelamente se realizan estudios enfocados a "comtrolar" —
un procesc acelerado que es consecutencia del mismo fendmeno de la reproduccidn:
la actual sobrepoblacidn v que en nuestro pais representa un grave problema, ya
que todavia existe una gran mayoria de la poblacidn en dondé la educacidn v las
tendencias religiosas son un tope que impide que tanto la muijer como el hombre,
usen medidas anticonceptivas (66.65)

Aln hov en dia es muy comiin que el uso de anticonceptivos este destinado -
exclusivamente para la mujer, ya que alin cuando para el hombre ya existen varios
métodos anticonceptivos tales como pildoras, aerosoles y la vasectomia, todavia
se muestra renuente a someterse a estas medidas preventivas de concepcidn, por
lo que dificilmente suelen usar los anticonceptivos (28,4)

Por ello un estudio fisioldgico enfocado a conocer los mecanismos bdsicos
de la contraccidn del conducto epididimal podria proporcionar informaecidn que
de alglin modo sirviera para el desarrollo de nuevas formas de anticoncepcidn -

en el macho, asi como,tambidn fomentar la creacidn de nuevos agentes terap&uti-—
cOos.
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4. HIPOTESIS

La actividad contrictil del miisculo liso de la cola del epididimo de rata,

es inducida por la activacidn de los receptores a —adrenérgicos presentes en-

la membrana celular, por lo que tal fendmeno, producird un aumento de la entra-
da de Caex a través de vias especificas lo que provocari que entre en funciona-
miento la maquinaria contrdctil. Pero si estas vias especificas son bloqueadas-
entonces el Cai no se incrementari y no se produciri ninguna respuesta contric—
til al estimulo adrenérgico.

5. OBJETIVOS

Para corroborar & rechazar la hipStesis, se plantearon los siguientes obje —~

tivos:

5.1 Determinar la curva dosis-respuesta de la adrenalina sobre segmentos de
cola de epididimo de rata.

5.2 Determinar la dependencia al calcio extracelular de la respuesta contric-

til del epididimo, inducida por adrenalina en presencia o ausencia de cal
cio.

5.3 Determinar si el Sf%+ vy el Ba++ ,sustituyen al calcio en el fendmeno de —

acoplamiento excitacidn-contraccidn.



6. MATERIAL Y METODDLOGIA

cajas de petri (15 X 100 mm)

frascos &mbar 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)
vrobetas (50-100- v 500 ml)}

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

agujas hipodé&rmicas desechables (23 x 14 mm)
escobillones para matraces

espdtulas de acero (3 pulgadas de largo)
estuche de diseccidn

gasa

hilo quirfirgico (000)

jeringas desechablies (10 ml)

manguerilias de hule con boquilla de plé@stico
mangueras de hule (2 mm de diZmetro)
marcadores de tinta permanente

papel aluminio

pisetas de plistico (125-500 ml)

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

tapones de hule con horadaciomnes

EQUIPO

bafioc circulador con bomba (LAB-LINE)

baifio metabdlico (LAB-LINE)

balanza analitica (SARTORIUS)

balanza granataria (OHAUS)

jeringas de vidrio (adaptadas para bafio de incubacidn)
transductor de tensidn (GRASS FT-03)

, placa de agitacidn magnBtica con agitador (LINDBERG)

( 26)
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poligrafo para registro (GRASS 7B)
potencidmetro (BECKMAN)
refrigerador doméstico (ACROS)

tanque con mezcla gaseosa de 95% 02/52 co,

REACTIVOS

agua deionizada

bicarbonato de sodio (BAKER)
bitartrato de adrenalina (BAKER)
cloruro de bario (BAKER)

cloruro de estroncio (BAKER)
cloruro de calcio (BAKER) ‘ -
cloruro de cobalto (BAKER)
cloruro de potasio (BAKER)
cloruro de magnesio (BAKER)
cloruro de sodio (BAKER)
dextrosa (Sigma Co.)

Verapamil (Knoll,LaAb)

6.1 SOLUCIONES Y FARMACOS UTILIZADOS

* Solucidn Ringer Krebs-bicarbonato/normal (R—normal) (55
substancia goncent¥acidf
NaCl 18.8
KC1 4.7
MgCl, 1.2
CaCl2 2.5
NaHCO3 23.8
KH2PO4 1.2
glucosa 5.5

ajustada a pH 7.4
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*Solucidn Ringer Kreks—bicarbonato/calcio (R~Ca)

Es de composicidn igual a la anterior (R-normal), peroc para fines descripti--

vos se le designd R-Ca (ver mds adelante en metodologia)

* Solucidn Ringer Krebs-bicarbonato/sin calecio (R~sin calcio)
substancia

__________ concentracidn - (mM)
NaCl 18.8
KC1 4.7
Mgct,” 3.7
NaHC03 23.8
KH,PO, 1.2
glucosa 5.5

ajustada a pH 7.4

*se omitid el (.‘,aCl2 y se aumentd el MgCl,.

A esta solucido se le agregd EGTA (100 uM) para disminuir las trazas de calcio

existentes ' en la solucidn (24).

Como el cambio en la concentracidn externa de cualquier ifn en una solucién --

puede alterar la permeabilidad de la membrana a otros iones, se aumentd en for-

ma isosmolar la concentracidn de MgClz,para evitar la despolarizacidn y disminu
cibn de la resistencia de la membrana (67)

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

Es de composicifn semejante a R—Ca sBlo due aqui se sustituyd isosmolarmente al

Ca por el Sr (2.5 mM). Ajustada a pH 7.4.

* Solucibn Ringer Krebs-bicarbonmato/sin estroncio (R-sin Sr)

Es de composicidn semejante a R—sin Ca. Ajustada tambi&n a pH 7.4

* Solucidn Ringer Krebs-bicarbonato/bario (R-Ba)
Es de composicidn semejunte a R—Ca, sdlo que aqui se sustituyd isosmolarmente —
al Ca por Ba (2.5 mM). Ajustada también a pH 7.4

* Solucidn de adrenalina (A)

substancia

bitartrato de adrenalina
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Se prepard una solucifn madre(STOCK) de bitartrato de adrenalina (333.6 mg/100-

ml) en solucidn R-normal recién preparada.

* Solucidn de cobalto

substancia concentracidén (mM)

cloruro de ceobalto 1.0

ESta solucidn se prepard diariamente con R-normal

* Solucidn de Verapamil
substancia concentracisn_(uM)

Verapamil 0.1

Esta solucidn se prepard diariamente con R—-normal
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6.2 METODOLOGIA

6.2.1 MATERIAL BIOLOGICO Y PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Se utilizaron ratas macho ddultas (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 consistid
en comida especial para roedores marca Purina y agua ad libitum.

A los animales se les sacrificd por decapitacidn y fueron disecados: los —
testiculos, los epididimos y los condictos deferentes y de ahi se colocaron in-
mediatamente en una solucidn Ringer krebs-bicarbonato/normal, ajustada a pH 7.4,
con burbujeo de una mezcla gaseosa de 5% CO2 en 0,.

Una vez que se aislaron los epididimos y fueron liberados del tejido con-—--
juntivo que los envolvia, se perfundieron por la parte del conducto deferente —
con ayuda de una jeringa desechable cargada con solucidn R-normal.

Ya lavados todos los conductos, se obtuvieron segmentos de un centimetro -
de longitud (10 mm), los cuales fueron cortados a una distancia de 10 cm de la—

unidn del conducto deferente con la regidn de la cola del epididimo (Fig.7).

cabega del epidddimo
conducle Ja‘e\’!!\ﬁ

.
umeon

cola do] @pididimo

wndvcle  epididimal comdvels defeve nfe

Fig. 7. Obtencidn 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 epididimo de rata, se monta—-—
ron en un bafic de incubacidn para registro de actividad contridctil isométrica,-
sujetando con un hilo de seda (000) ambos extremos del segmento. Una punta se —
unid a la base del bafio de incubacidn y el otro extremo se unid al transductor=-
de tensidn. Cada c8mara de incubacidn tenia un volGmen de 5 ml de solucidn R--
normal, burbujeada constantemente con una mezcla gaseosa de 5% de CO2 en 02 v a
una temperatura constante de 379C (fig. 8).

El tejido se tensiond a 100 mg y antes del desarrollo de cada protocolo ex
perimental, se dejd estabilizar por un perfiodo de una hora. Una vez establecido
el periodo de equilibrio del tejido, se inicid el registro de las contracciones
espontdneas en un lapso de 10 minutos, registros que fueron utilizados como con-—

troles.

Fig.8. Representa ! A) cédmara de incubacién y B) transductor de tensién.
con tejido.
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6.2.3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

A) Construccidn de la curva dosi-respuesta

Se utilizd un grupo de 6 segmentos de cola de epiddimo para este protoco~
lo experimental. A cada uno de los segmentos colocados en los bafios de incuba—
cidn, se le fué agregando la solucidn de (A)*, en dosis crecientes, comenzando

por la dosis m&s baja (lO_BM) hasta construir la curva.

* Adrenalina
DIAGRAMA DT TRABAJO
registro control (10 mins.) en solucidn R-normal

adicidn de (A)

l

registro de actividad contrdctil durante 5 mins.

l

lavado con R-normal (3 veces)

l

adicidbn de la siguiente dosis (A)

!

se repitid toda la secuencia, para todas las dosis

B) Determinacidn de la dependencia al caleio extracelular de la respuesta con——
tridctil de la cola de epididimo, inducida por (A).
Para este protocolo experimental se utilizd un grupo de 6 segmentos de co-
la de epididimo de rata. A cada uno de los segmentos colocados en los bafios de ~
*
incubacidn se le agregd | uM de (A) bajo las siguientes condiciones de incuba——-
cidn:

*esta concentracidn de (A) 1 uM fu@ la dosis con la cual se obtuvo la respuesta
mixima al construir la curva dosi-respuesta y correspondid a 1 x 10-6.



MEDIO CON CALCIO SIN CALCIO RESTAURACION DE CALCIO
registro control adicidn de (A)* registro de actividad
—_———— —_——————py
(10') en R-Ca 1 uM durante 5 minutos
adicidn de (A)
1 uM
4+
adicidn de
R-Ca
-~
drenaje de
solucidn
>
* adrenalina-
lavado registro de actividad P adicidn de (A)
SluM

‘-———————.—_—
(3 veces)

durante 5 miuns.

La secuencia del diagrama se repitid, hasta completar 180 minutos de registro de actividad.

lavado
(3 veces)

drenaje de
solucidn

-

adicidn de
R-Ca (5 ml)

-
incubacidn
durante 5 mins

——
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C) Determinacifn del efecto que producren los bloqueaddres de canales de cal-
cio, sobre la contraccidn inducida por (A) 1 uM.

Para este protocolo experimental se utilizd un grupo de 8 segmentos de -
cola de epididimo de rata. A un grupo de 4 segmentos de tejido se le incubd -
con la dosis inhibitoria 50 (DI-50) de cloruro de cobalto (L mM). Y al otro -
grupo se le incubd con la DI-50 de Verapamil (0.1 pM), siguiendo el orden del

siguiente diagrama de trabajo:

DIAGRAMA DE TRABAJO

registro control/ R—- Ca

adiecidn del bloqueador

incubacidn/ 5 mins.

adicidn de (A) I pM

registro/5 mins.

lavado con R-Ca (3 veces)

se repitid toda la secencia hasta
completar 120 minutos de registro de actividad
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‘D) Determinacifn del efecto producido

sobre el fendmeno de contraccidn debido
al reemplazo de Sx*™+ y Ba*+ en los medios de incubacién.

Para este protocolo experimental se utilizd a un grupo de 6 segmentos de -~
cola dé epididimo de rata. A cada uno de los segmentos colocados en los bafios —
de incubacifn, se le agregd 1 aM de (A) bajo las siguientes condiciones de in-

cubacifn: (ver diagrama de trabajo en la siguiente pAgina)

DIAGRAMA DE TRABAJO
Medio de incubacidn: R-Ba

registro control (10 mins.) en solucidn R-Ba

adicidn de (A) 1 uM

-
registro de actividad contrictil durante 5 mins

NOTA: debido a las caractéeristicas que presentd este ién en el medio de incuba-—

cidn (ver resultados) sdlo se siguieron los pasos anteriores.

6.3 PROCESAMIENTO DE DATOS

De los registros nhtcnidos en los protocolos experimentales, se obtuvieron
las dreas bajo la curva; con ayuda de un planimetro de Hruden y se calcularon -
3 s Yy P

los promedios y desviaciones estandar para cada medicidn.

Los resultados se sometieron a la prueba “t" Student, para estimar y con -

trastar las medias poblacionales bajo la suposicidn de que los datos siguieron-
una distribucidn normal.



adiecidn de
1 uM

ﬂ

adicidn de
R-Sr

1

drenaje de
solucidn

q

3

o

N

La secuencia del diagrama se repitid, hasté completar 180 mi; utos 'de

MEDIO CON ESTRONCIO

SIN ESTRONCIO

RESTAURACION DE ESTRONCIO

registro control adicidn de (A)*

registro de actividad
—b ————b
(10') en R-Sr 1 uM durante 5 minutos
lavado
(3 veces)
a)

drenaje de
solucidn

‘adicién de
R-Sr . (5ml)

-«

incubacidn
durante 5 mins

“lavado registro de“activida
At g b :
(3 veéces) durante :5:mins

‘adicitn de. (A) |
} uM

de activyidad,
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7. RESULTADOS

7.1 CURVA DOSIS RESPUESTA DE ADRENALINA EN SEGMENTOS DE COLA DE EPIDIDIMO DE -
RATA.

De la administracidn de adrenalina en dosis crecientes sobre milsculo liso
de la cola de epididimo de rata, se obtuvieron respuestas contrfictiles gradua-
les que correspondieron a una curva dosis~respuesta de tipo sigmoide (Fig.9).

La Fig.10 nmuestra la curva dosis—respuesta sobre la cual se calculd gri-
ficamente la DE-50 que correspondid a la concentracidn de 8 x 1077 M. Tambi&n-
se muestra la concentracibdn de adrenalina sobre la cual se obtuvo la respuesta

6 M. La Fig. 1l muestra el registro obteni-—

-6

mixima y que correspondid a 1 x 10
do al aplicar la concentracitn de adrenalina 1 M (1 x 10 M) en donde se -

observd un incremento en la tensidn basal v frecuencia de las contracciones.

7.2 DEPENDENCTA AL CALCIO EXTRACELULAR DE LA RESPUESTA CONTRACTIL DEL EPIDIDI-
MO INDUCIDA POR ADRENALINA

7.2.1 Adicidn de adremalina 1 uM sobre segmentos de cola de epididimo en dife-
rentes medios de incubacidn con calcio.

En la Fig.1l2-A se muestra el registro de las contracciones producidas por el -
misculo liso, al adicionar la adrenalina en un medio con calcio y en un medio
sin calcio y se observd como en un medio sin calcio (R-sin Ca) la adrenalina -
fué incapaz de producir incremento en la actividad contrdctil del miisculo. Y -
por el contrario, en un medio con calcie (R-Ca). la respuesta a la adrenalina-
se recuperd (6.46 VS 0.74 ; P« 0.001).

La diferencia entre la résnuesta inicial con R-Ca v con R-sin Ca. se muestra--—
en la Fig .13. la cual fu significativamente diferente (P <C 0.001): mientras-
que en la resnuesta contractil al restituir al caleio al medio fu€@ semeiante

al control.

7.2.2 Incubacidn de los seementos de cola de epididimo en nresencia de bloauea-
dores de canales de calcio.

En la Fie.l4—A se muestra el rezistro de la resnuesta del misculo antes v des -
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pués de la incubacidn con cobalto, v se observé como la respuesta contrictil a-
la adrenalina fu@ abolida en un 50% aproximadamente.
En la Fig.l4-B se observa un fendmeno similar, cuando se incuban los segmentos—

en presencia de Verapamil, la respuesta a la adrenalina se inhibe un 50% aproxi
madamente.

7.3 EFECTO DE LA SUSTITUCION DEL CALCIO POR LOS IONES ESTRONCIO Y BARIO EN EL —
FENOMENO DE ACOPLAMIENTO EXCITACION-CONTRACCION

7.3.1. Adicidn de adrenalina 1 pM sobre segmentos de cola de epididimo en un ——
medio con estroncio.
En la Fig.l12-B se muestra el registro de la respuesta contridctil inducida por —
adrenalina a la dosis de 1 pM en presencia y ausencia de estroncio. En un medio
donde se sustituyd al CaH por Sr'H',la adrenalina produjo respuesta contractil-—
del miisculo liso. Por otro lado cuando se restaura estroncio al medio, despuds-—
de incubacidn con R-sin Sr, 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.l5, la cual fu@ significativamente diferente (6.90 VS 1.02 ; P< 0.001).
Mientras que en la respuesta contrdctil al restituir el estroncio al medio, —--
fué semejante al control.

7.3.2 AdiciBn de adrenalina 1 uM sobre segmentos de cola de epididimo de rata -
' en un medio con bario. :

En la Fig.l12-C se muestra el registro de las contracciones espontdneas produci-
das por el mlisculo cuando se sustituyd al calcio por bario, en donde inicial---
mente se produce una fuerte contraccién, la cual fu€ disminuyendo debido a la —
falta de calcio en el medio externo, bajo estas condiciones al adicionar adrena
lina, no se observéningiin efecto de contraccidn del misculo liso de la cola de-—
epididimo.

Las diferentes respuestas de los segmentos de cola de epididimo de rata en me-—
dios de incubacidn de: R-Ca R-Sr y R-Ba inducidos por adrenalina 1 pM, se —-—
observa en la Fig.l6, en donde se aprecia que entre la respuesta contrdctil con
R-Ca y R-Sr no hubo diferencia significativa (P> 0.05). Mientras que con respec
to a la respuesta obtenida con R-Ba, si 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 correspoadiente a la accidn de la adrenalina sobre
el tone, de segmentos de cola de epididimo de rata. Observese la concen—

tracidn de adrenalina con la que se obtuvo la respuesta maxima (1 x 10~6M)
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Fig.10 Curva dosis~respuesta correspondiente a la aceidn de la adrenalina sobre

segmentos de cola de epididimo de rata de la cual se obtuvo graficamente

Ta DE-50 que correspondid

7

a la concentracidn de 8 x 1077 M.
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RESPUESTA CONTRACTIL DE LA CAUDA DE
EPIDIDIMO DE RATA "in vitro" a 1 M
DE ADRENALINA

..

al

T 5 min T
A 1M Lavado

Fig. 11 Registro de la contraccidn muscular de la cola de epididimo de rata en ——

respuesta a el esctimulo adren@rgico de la adrenalina. Observese el aumen

to de amplitud y frecuencia con respecto al control, que produjo | aM ——
de adrenalina.



€ 40 )

t A
R-sin_Ca?* L R-Ca?*

L L a

A
l R-= Sr2+ [ R‘$i¢5f2+ R-Sr2*

~ A = ADRENALINA
IlDOmg | taM

Fig.12 Respuesta contrictil de segmentos de cola de epididimo en diferentes me-
dios. Alrespuesta al estimulo adrenérpico en un medio con: calclo-sin cgi
cio-restitucidn del calcio. B)respuesta al estimulo adren@rpico en un —-—
medio con: estroncio-sin estroncio-restitucidn del estroncio y C)res——--—
puesta al estimulo adren&rgico con bario. Observese como la respuesta se—
deprime en ausencia de calcio y estroncio, y se recupera al retornar los-—
iones al medioc. En el caso del bario la respuesta se deprime considerable

mente.
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R—Ca2+{R-sin R- Ca<¥

RESPUESTAlcm?)

JIE

A
¥ n 6 6 6
x| 6.46 0.74 6.75
DE 0.37 0.43 0.58
Xr'iz ] X-X3
P<QOO0IP>0.05

Fig.1l3 Valores estadisticos que establecen las diferencias significativas entre
la respuesta a la adrenalina en presencia y ausencia de calcio, de seg——

mentos de cola de epididimo de rata.
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A=ADRENALINA(1uM)
V=VERAPAMIL (O.luM)

Il“
l _J{ l!u N\‘&wa:
L_a —ml A

Fig.l4 Efecto de los bloqueadores de canales de calcio sobre segmentos de cola
de epididimo de rata. A) efecto bloqueador del cobalto sobre 1a respues
ta contrdctil al estimulo adren@rgico. B) efecto inhibidor del Verapa-

mil sobre la respuesta contrictil al estimulo adremnérgico.
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R -Sr2t R—sin‘sﬁlﬁésf%‘ 5

RESPUESTA (cm?)
(7]
|

ol e

n 6 6
X 6.90 1.02 6.78
DE| 0.39 0.32 0.47

a0 o e et
P<0.00I[P>0.05

Fig.1l5 Valores estadisticos que establecen las diferncias significativas entre

la respuesta a la adrenalina, en presencia y ausencia de estroncio, de —

segmentos de cola de epididimo de rata.
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s R-Ca%*| R-sr2%| R—-Ba%*
T~ % 1
¢ 67
L
< 57
o=
n 44
L
o
a 37
w
w 24
o
[
Y
I
[o %
n 6 6 6 )
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les en mediocs con calcio estronecio y bario.

Fip.16 Valores estadisticos obtenidos de las diferentes respuestas contricti--—
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8. DISCUSIORN

El andlisis de los resultados muestra como la adrenalina logrd incrementar
la amplitud y la frecuencia de las centracciones del misculo liso de la cola de
epididimo de rata, en un medio con calcio logriandose obtener (de todas las res-
puestas con diferentes concentraciones de adrenalina) un registro en donde hubo
una respuesta mixima del milsculo al estimulo adren&rgico, la cual correspondid-
al x 10—6 M. Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Laitinen y -
Talo, quienes probaron el efecto de varios agentes agonistas vy f (entre
ellos la adrenalina) sobre segmentos de cola de epididimo de rata "in vitro"(49).

L.os datos obtenidos en este trabajo tambié&n coinciden con los de otros au-
tores, en gque muestran que al estimular los nervios hipogistricos en preparacio
nes in situ o al adicionar adrenalina a segmentos de la cola de epididimo de ra
ta "in vitro" se produce un aumento de la actividad contrdectil del miisculo liso
del epididimo de rata (9,14,15,46).

Estos resultados sugieren que es muy probable que la actividad contrdctil-
de la cola de epididimo, se ve incrementada cuando se eg&}mulan los adrenorecep

tores de la membrana, (en base al hecho do que existe una inervacidn —a -adre

abundante en la cola del epididimo) (7,9,12).
Al probar el efecto de la adrenalina (1 x 10_6 M) sobre segmentos de cola-

nérgica

de epidfdimo de rata en presencia y ausencia de calcio externo, se observd esen
cialmente una respuesta satisfactoria a la adrenalina en presencia de calcio y~
ausencia de respuesta cuando no hubo calcio en el medic de incubacida.

Es muy probable que lo anterior pudiera explicarse me diante el hecho de ~
que la contraccidn del misculo liso de la cola del epididimo que se produce al-
activarse los adrenoreceptores, est& relacionado con la entrada de Ca++él medio
intracelular (50,51).

Se han propuesto dos mecanismos por medio de los cuales la activacidn de -
los receptores—ar , producen un incremento de calcio intracelular:

a) induciendo la movilizacidn del calcio de almacenes intracelulares,
b) induciendo la entrada de calcio a travBs de la membrana plasmidtica.
Se ha observado que en algunos tejidos como la glandula salival e¢s necesa-—

ria la presencia de calcio externo para lograr una respuesta-a— (56,57).
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En otros tejides como el higado, al parecer el principal mecanismo inter-
no de activacidn

es la movilizacidn de calcio intracelulares(52,54,58,59). Y-
en hepatocitos de rata se ha observado que la activacidn de los receptores «

adrenérgicos, invelucran altcraciones en el metabolismo del calcio y al parecer
existe un aumento en el recawbio de fosfatjdilinositol (PI) celular, que se ~——

cree juega un papel clave como segundo mensajero en el metabolismo celular del-
calcio a nivel del proceso estimulacidn-efecto (60,61).

Por otra parte en coantraposicidn con lo anterior enm donde se manifiesta la

necesidad del calecieo, para que se lleve a cabo la contraccidn, estid el hecho de
que en ausencia de calcio no se observs ninguna respuesta al estimulo adrenérgi
co. Existen estudios que apoyan lo anterior en donde la respuesta countrictil es
ripidamente deprimida en miilsculos lisos expuestos a soluciones libres de calcio
¥y particular ente si se agrga EGTA al bafio de incubacidn {24). Otros estudios -
realizados en segmentos de taenia coli de cobayo, comprueban lo anterior al no-

producirse ninguna respuesta a la adrenmalina en ausencia de calcio (24).
Por cotro lado, 4l comprobar gque efectivamente no habia contracciones en -~

ausencia de calcio, se restituyd nuevamente con calcio el medio, logridndose re~

cuperar la respuesta contrictil a la adremalina. Los antericres resultades con-
cuerdan con estudios realizados

en milsculo liso uterino en donde al remover el-
calcio del medio de incubaci@n, las contracciones producidas por la acetilcoli-
na disminuyen gradualmente y la respuesta se recupera al adicionar calcio al me
dio {(20). Efectos similares suceden en

misculo liso intestinal del cobayo(21).
Pué evidente el hecho de que al incubar

los segmentos de cola de epididi-
mo en soluciones coateniendo bloqueadores de canales de calecio, la respuesta a-

la adrenalina se vid sumamente abatida, pues aiin en presencia de un medio con -

calcio, no subo respuesta. Esto puede explicarse coun base en el hecho de que el
Verapamil bloquea las entradas de caleio activadas por el receptor

gico y la respuesta a la adrenalina se ve

v —adrener

notablemente disminuida.
Esto

se ve apoyado por estudios hechos en vena portal de cobayo donde en ~
presencia

de Verapamil, la respuesta a la noradrenalina se ve norablemente dis-
minuida (24)

Con respecto al cobalto, tambin es muy probable que blogueara la entrada-~

de canales lentos de calcio (ver punto 2.4.1 inciso (b)), impidiendo de esta -~
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manera que el calcio penetre al interior de la cBlula, en el momento del esti--
mulo adren@rgico. Nuestros resultados coinciden con estudios hechos sobre migcu
lo liso y estriado en donde el potencial de accidn se ve abolido por pequefias —
concentraciones de cobalto, niquel y manganeso (18,63).

Al comparar los datos obtenidos en un medico con calcio y en un medio con -
estroncio, se observd que la respucsta a la adrenalina en segmentos de cola de-
epididimo en ambos medios fu@ similar y no hubo diferencia significativa. Lo an
terior mnos 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 (18,20,62,63).

No asi en el caso de la sustitucidn del bario por calcio en donde inicial-
mente este idn produce una contraccidn y luego relajacidn completa, en estas —-
condiciones la adrenalina no causd ningiin efecto.

Este fendmeno constrictor inicial inducido por bario se ha observado en
tros misculos lisos tales como la arteria mesent&rica de rata (64).

Lo anterior nos indica que el bario no sustituyS al calcio en el efecto

miogénico y electrogénico, ya que la diferencia de respuesta en ambos medios
fug considerable.
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9. CONCLUSIONES

9.1

Fu& necesaria la presencia del idn calcio para que se produjera la contta-—-

ccidn de los segmentos de la cola de epididimo de rata, en presencia de un-
astimulo adrenérgico.

En un medio con calcio, el cobalto y el Verapamil fueron capaces de inhibir
la contraccidn de segmentos de miisculo liso de la cola de epididimo, en pre

sencia de un estimulo adren@rgico, debido a que bloquearon la entrada de ca
nales de calcio.

El estroncio fué capaz de reemplazar al calcio en su funcidn de activador -
de el procesa contrdctil, ya que los segmentos de lz cola del epididimo en-

un medio com estroncio se contrajeron en presencia de un estimulo adren@r——
gico.

El bario no fug capaz de substituir al calcio en su funcidn de activador de
el proceso contrictil en segmentos de cola de epididimo ya que aunque ini-—
cialmente se produce una fuerte contraccidn seguida de una completa relaja-
cidn; en un medio donde el calcio ha sido reemplazadb por bario, el miisculo

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