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4 Resumen

El uso recreativo de los inhalables es un grave problema de salud que afecta
principalmente a los adolescentes. El consumo de inhalables llega a provocar diversos
problemas de salud, como lo es dafio renal, dafio cardiovascular, arritmias, muerte subita
por inhalacion, entre otros, siendo el tolueno una de las sustancias con mayor presencia
en los productos comerciales. Por otro lado, la diabetes mellitus es una de las principales
enfermedades de mayor incidencia y muerte en México. La diabetes mellitus puede
generar complicaciones, como lo son afecciones renales, cardiacas, hepdaticas, entre
otras. Los receptores adrenérgicos estan presentes en diversas cantidades en los tejidos,
incluyendo el corazén, los vasos sanguineos y los riflones. Las funciones de los
receptores adrenérgicos van desde la regulacién del metabolismo, el cronotropismo, el
inotropismo Y la vasoconstriccién. Con base en lo anterior, se propone el presente trabajo,
ya que se desconocen los efectos que se pueden producir sobre la funcién adrenérgica en
la aorta de ratas diabéticas expuestas a tolueno. El objetivo de este proyecto fue
determinar el efecto de la exposiciébn subaguda y crénica a tolueno sobre la respuesta
vascular adrenérgica en ratas con diabetes mellitus. Se emplearon 8 grupos de ratas
macho Wistar de 8-9 semanas de edad, de los cuales dos grupos fueron control; a dos
grupos se les indujo diabetes; a dos grupos se les indujo diabetes y fueron expuestos a
6000 ppm de tolueno de forma subaguda o crénica y dos mas fueron expuestos a 6000
ppm de tolueno de forma subaguda o cronica sin tener diabetes. Se utilizaron camaras de
exposicion estatica para exponer a los animales a tolueno o a aire. Una vez concluido el
tiempo de exposicion se les aislo la aorta, la cual fue sometida a contraccion en un equipo
para 6rgano aislado. Con una n=6 para cada grupo se midié el cambio de tensién de las
aortas con y sin endotelio y se elaboraron curvas concentracion-respuesta a fenilefrina,
donde se observé un aumento de la tensién dependiente de la concentracion, hasta
alcanzar un efecto maximo. Se realiz6 un analisis de varianza de dos vias (ANOVA) con
una prueba post hoc (Tukey) y se obtuvieron los valores de Kg(valor de afinidad). Para los
resultados de la exposicion subaguda en anillos de aorta con endotelio no existio
diferencia cuando se realiz6 la comparacion entre los grupos (p=0.49) y de igual forma
sucedié con la comparacion de los grupos de anillos de aorta sin endotelio (p=0.07),
siendo el grupo diabetes el que tuvo mayor tension, mientras que para la comparacién de
los diferentes grupos en la exposicién cronica en anillos de aorta con endotelio se observo
mayor tensién en el grupo diabetes expuesto a tolueno (p=0.05); mientras que para la
comparacion de grupos de aortas sin endotelio el grupo expuesto a tolueno tuvo mayor
tension (p=0.04). Se repitieron las curvas concentracidn respuesta a fenilefrina en
presencia de BMY 7378, antagonista selectivo para los receptores adrenérgicos aip, para
determinar la participacion de estos receptores en la respuesta vascular en los diferentes
grupos. Se observd que existe participacion de los receptores aip, pero no se ve
aumentada la participacion en ninguno de los grupos. De igual forma se realizé una
comparacion entre las curvas concentracion respuesta de la exposicién subaguda y la
exposicién cronica, donde se observé una disminucion (p<0.05) en el grupo diabético
crénico de aortas con endotelio, de igual forma se observé un aumento en la tensién
(p<0.05) en el grupo de aortas sin endotelio de ratas expuestas a tolueno de manera
crénica y una disminucion de tensién en el grupo diabético crénico de aortas sin endotelio
cuando fue comparado con el grupo diabético subagudo. Los resultados sugieren que el
endotelio ejerce una accidon vaso moduladora en la exposiciobn subaguda en los
experimentos de aortas con endotelio, mientras que la exposicién cronica a tolueno
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genera un aumento en la respuesta vascular adrenérgica en ratas, lo cual se sugiere que
se debe a un dafio endotelial.

Palabras clave: Tolueno, diabetes, receptores adrenérgicos
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5 Abstract

The recreational use of inhalants is a serious health problem that mainly affects
adolescents. Inhalants can cause various health problems, such as kidney damage,
cardiovascular damage, arrhythmias, sudden sniffing death, among others, with toluene
being one of the substances with the greatest presence in commercial products. On the
other hand, diabetes mellitus is one of the main diseases with the highest incidence and
death in Mexico. Diabetes mellitus can generate complications, such as kidney, heart, and
liver diseases. Adrenergic receptors are present in varying amounts in tissues, including
heart, blood vessels, and kidneys. Adrenergic receptor functions range from regulation of
metabolism, chronotropism, inotropism, and vasoconstriction. Based on the above, it was
proposed the present investigation, since the effects produced on adrenergic function in
the aorta of diabetic rats exposed to toluene are unknown. Therefore, this work aimed to
determine the effect of subacute and chronic toluene exposure on the adrenergic vascular
response in rats with diabetes mellitus. Eight groups of male Wistar rats of 8-9 weeks of
age were used, two groups were controls; two groups were induced to diabetes; two
groups were induced to diabetes and were exposed to 6000 ppm of toluene in a subacute
or chronic manner and two groups were exposed to 6000 ppm of toluene in a subacute or
chronic manner without having diabetes. Static exposure chambers were used to expose
animals to toluene or air. After the exposure time, aorta was isolated, and it was subjected
to contraction in an isolated organ equipment., Tension changes in aortas with and without
endothelium (n=6 for each group) were measured and concentration-response curves to
phenylephrine were elaborated, where a concentration-dependent increase in tension was
obtained, until reaching a maximum effect. A two-way analysis of variance (ANOVA) with a
post hoc test (Tukey) were performed and pKg values (affinity value) were obtained. The
results showed that, in subacute exposure in aorta rings with or without endothelium, there
were no differences when the comparison was made between the groups (p=0.49 and
p=0.07, respectively) (), with the diabetes group in aorta rings without endothelium having
the highest tension. On the other hand, when the comparison of the different groups in
chronic exposure in aorta rings with endothelium was made, the greatest tension was
observed in the diabetes group exposed to toluene (p=0.05); while for the comparison of
groups without endothelium, the group exposed to toluene had the highest tension
(p=0.04). Concentration-response curves to phenylephrine were made in the presence of
BMY 7378, a selective antagonist for a1D adrenergic receptors, to determine the
participation of these receptors in the vascular response in the different groups. It was
observed that there is a participation of a1D receptors, but the participation does not
increase in any of the groups. In addition, a comparison was made between the
concentration-response curves of subacute and chronic exposure, where a decrease
(p<0.05) was observed in the chronic diabetic group in aorta rings with endothelium, in the
same way an increase in tension (p<0.05) was observed in the group of aorta rings without
endothelium of rats chronically exposed to toluene and a decrease in tension in aorta rings
without endothelium of the chronic diabetic group when compared with the subacute
diabetic group. The results suggest that endothelium exerts a vasomodulatory action in the
experiments of aortas with endothelium from subacute exposure, and chronic toluene
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exposure generates an increase in the adrenergic vascular response in rats, which is
suggested to be due to endothelial damage.

Key words: Toluene, diabetes, adrenergic receptors.
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6

Introduccioén

El empleo de los inhalables de forma recreativa es un claro ejemplo del mal
uso de sustancias quimicas de facil acceso. Los inhalables son sustancias
guimicas liquidas o gaseosas que a temperatura ambiente son volatiles,
siendo el tolueno el principal hidrocarburo inhalable utilizado para generar
efectos psicoactivos. Estas sustancias inhalables estan presentes como
componentes en algunos productos, tanto industriales como de uso
cotidiano, tales como: pegamentos, pinturas, combustibles, resinas,
limpiadores, disolventes, “thinner”, desengrasantes, etc. Otras sustancias
gue también son usadas como inhalables de manera recreativa son los
gases, como el oOxido nitroso (gas de la risa), teniendo un uso
principalmente médico (Jayanth et al, 2017). Los inhalables son
considerados uno de los grupos de drogas de abuso mas populares entre
nifios, adolescentes y adultos. El alto consumo de estos productos esta
ligado a que son legales, muy faciles de conseguir y son relativamente
baratos en comparacion a otras drogas (Bowen et al., 2016; Kalayasiri &
Maes, 2016).

Con base en los datos epidemiolégicos recopilados por la ENCODAT
(Encuesta Nacional de Consumo de Drogas, Alcohol y Tabaco, 2016), se
manifiesta que en los dltimos afos ha existido un aumento considerable en
cuanto al uso y abuso de diferentes drogas, tanto legales como ilegales.
Los inhalables se encuentran dentro de los primeros lugares de consumo
en Meéxico, lo cual se debe a diferentes factores que aumentan la
disponibilidad de estas sustancias (Gigengack, 2014). Existen estudios que
manifiestan que la edad promedio del uso de inhalables es de 13 afios; sin
embargo, se han encontrado consumidores desde los 6 a 8 afios, lo cual
representa un grave problema de salud publica (Tulsidas, 2010; ENCODAT,
2016).
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El consumo de inhalables tiene efectos agudos y croénicos, dafiando
diversos organos en el cuerpo humano (cerebro, médula 6sea, corazén,
pulmones, higado y rifiones). Los efectos incluyen depresion del SNC,
lesiones traumaticas, arritmias, asfixia, sindrome de muerte subita por
inhalacion y problemas psicolégicos (Kalayasiri y Maes, 2016; Prayulsatien,
2013).

Los disolventes, como el tolueno, pueden inhibir algunos canales i6nicos
cardiacos, como es el caso de los canales de sodio dependientes de
voltaje. La inhibicion de dichos canales puede presentarse de diferente
manera dependiendo de la concentracion con la que se tenga el contacto
con los disolventes, pudiendo participar en la generacion de arritmias
cardiacas y muerte subita por inhalacién (Cruz et al., 2003; Gauthereau
et al., 2005).

Por otro lado, la diabetes mellitus es una de las enfermedades cronicas no
contagiosas con mayor incidencia en Meéxico (Basto-Abreu, 2021). La
diabetes mellitus puede llegar a generar muchas complicaciones en
diversos 6rganos, como lo son las complicaciones renales, cardiacas,
vasculares, entre otras. Existen diferentes tipos de diabetes, donde las mas
comunes entre la poblaciébn son la diabetes mellitus tipo 1, que se
caracteriza por una deficiencia absoluta de insulina y la diabetes mellitus
tipo 2, caracterizada por una resistencia a la insulina (American Diabetes
Association, 2020).

Las afecciones cardiovasculares (enfermedad coronaria del corazén, falla
del corazén e infarto) son de las principales consecuencias de la diabetes
mellitus (Einarson et al., 2018; Vasiliadis et al., 2014), donde la diabetes

confiere 2.3 veces mas probabilidad de sufrir el riesgo de enfermedades
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cardiovasculares. De las personas que padecen diabetes, el 30% muere de
enfermedades cardiovasculares (Benjamin et al., 2019; Chan et al., 2020).
Ademas, existen datos que indican que el abuso de inhalables, como el
tolueno, por parte de adolescentes, llega a generar una inestabilidad
energética y metabdlica (Dick et al., 2015).

Por lo anterior, en este trabajo se analizdé el efecto del tolueno en la
respuesta vascular adrenérgica en la aorta de ratas adolescentes con

diabetes mellitus, en comparacion con ratas adolescentes no diabéticas.
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7 Marco teodrico

7.1
7.1.1

7.1.2

Inhalables

Definicion de inhalables

Los inhalables son un grupo de drogas, de facil acceso, baratas y de venta
legal. Las sustancias inhaladas son gases o liquidos volatiles a temperatura
ambiente, que comunmente contienen tolueno y se inhalan con el propésito
de obtener un efecto psicoactivo. La mayoria de las sustancias que son
inhaladas son inflamables y toxicas; de igual manera la venta libre no
controlada y legal facilita su consumo (Thiesen., 2007). Estas sustancias
guimicas se encuentran en el mercado en forma de disolventes,
combustibles, gases anestésicos, nitritos de alquilo y aerosoles (Lim et al.,
2014; Dick et al., 2015).

Clasificacion de los inhalables

La clasificacion de los diferentes tipos de inhalables est4 dada a partir de
las caracteristicas que tiene cada una de las sustancias quimicas. Existen
varios principios en los cuales se basan las clasificaciones, como son: la
clasificacion quimica basada principalmente en la estructura del agente
guimico; la apariencia del agente quimico; las propiedades farmacolégicas
gue posee el inhalable; y la funcién del producto que sera utilizado, como el
caso de los combustibles, anestésicos, aditivos, aerosoles, etc. (Balster
et al., 2009; Filley, 2013).

Los disolventes organicos son los principales inhalables que se encuentran
presentes en los diversos productos, como pinturas, desengrasantes,
“thinner”, combustibles, aditivos, tintes y otros (Monteiro et al., 2014). El
disolvente organico de mayor presencia en estos productos es el tolueno. El
tolueno estd dentro de la clasificacion quimica de hidrocarbonos

aromaticos, junto con el benceno, el etilbenceno, el propilbenceno, el xileno
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y el isopropilbenceno. Otros disolventes organicos hidrocarbonados que
son utilizados en los diversos productos comerciales son el hexano, el
ciclohexanoy el 1,1,1-tricloroetano (Lim et al., 2014).

e Aerosoles, gases y anestésicos volatiles. Algunos de los inhalables de esta
clasificacion tienen diversas caracteristicas y pueden incluirse en distintos
grupos de clasificacion a la vez. Los aerosoles son agentes quimicos que
tienen forma liquida o sdlida nebulizados en el aire. Los aerosoles que
estan presentes en el mercado son pinturas en spray, sprays para el
tratamiento del cabello, limpiadores de computadoras, entre otros (Baydala,
2010). Estos productos son liberados de latas mediante valvulas, en los
cuales los agentes quimicos son liberados por gases comprimidos (Cruz y
Bowen, 2021).

e Los nitritos de alquilo o “poppers”, como son conocidos entre los
consumidores, son inhalados de forma recreativa principalmente para
mejorar la experiencia sexual (Le et al., 2020). Los nitritos de alquilo mas
comunes son los amil-, butil-, isobutil- e isopropil-nitrito; estos se encuentran
presentes en ambientadores y odorizantes (Xiang et al., 2021). Este tipo de
inhalables son utilizados principalmente entre los adolescentes de mayor
edad y sexualmente activos, teniendo un mayor riesgo de contraer
enfermedades de transmision sexual (Bracchi., et al 2015; Giorgetti et al.,
2017; Kalayasiri & Maes, 2016).

7.2 Datos epidemioldgicos
El uso de los inhalables es un grave problema a nivel mundial, que muchas
veces no es tomado en cuenta por la presencia de otras drogas de abuso a
las que se les da mayor importancia. En México existen reportes del abuso
de sustancias volatiles desde 1960 (Cruz & Dominguez, 2011). La
prevalencia de las personas que usan inhalables respecto a la poblacion en
general es baja, lo que es preocupante es el sector de la poblacién al que

afectan los inhalables, ya que los nifios y los adolescentes son los
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principales consumidores de inhalables. (Cruz, 2018; Gigengack, 2016;
Villatoro et al., 2011).

Los jovenes de secundaria y preparatoria en México (masculinos 5.9% vy
femeninos 5.8%), al igual que los nifios y jovenes que trabajan y viven en la
calle, son los que mas consumen inhalables. De acuerdo con un estudio
publicado en 2013 por el “Hospital de Especialidades Toxicologicas
Venustiano Carranza”, en la Ciudad de México se observé que la edad
donde existe un mayor consumo de inhalables es de 15 a 22 afios de edad
(Cruz, 2018).

7.3 Uso de inhalables
Los diferentes productos inhalables en el mercado contienen principalmente
tolueno. Los productos inhalables son de fécil consumo, ya que no
requieren el uso de agujas y no implican dolor. Estos productos son
inhalados por via nasal u oral. Los consumidores han generado diferentes
técnicas para la inhalacion de los disolventes, en algunos casos se
humedece una tela con el disolvente y se inhala. Estas telas humedecidas
con el agente quimico se conocen como “monas” (Vega et al., 2015). Otra
técnica para el uso de inhalables es en bolsas de plastico, donde se agrega
el producto o disolvente para posteriormente inhalar directamente de la
bolsa. Muchas veces se realiza el consumo directamente de las latas o
contenedores de los productos, como lo es el caso de los pegamentos. El
uso de las diferentes técnicas depende de la cantidad de producto que los
individuos quieran llegar a consumir, ya que algunas formas de consumo

requieren mayor cantidad de producto (Gigengack, 2016).
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7.4 Tolueno

Teluenc

Figura 1. Estructura del tolueno

El tolueno es un disolvente liquido, incoloro, organico, volatil y flamable, que
es usado principalmente en la industria para la fabricacion de diversos
productos. El tolueno es usado como droga de abuso debido a que al ser
inhalado presenta propiedades psicoactivas. Su férmula quimica es C7Hs,
siendo un hidrocarbono aromatico con peso molecular de 92.13 g/mol. El
tolueno es mas ligero que el agua y tiene alta afinidad hacia los lipidos
(Cruz et al., 2014).

7.5 Farmacocinética
El tolueno se inhala principalmente por via nasal, aunque también puede
ser inhalado o ingerido por via oral, éste también puede ser inyectado por
via i.p. 0 por via dérmica, aunque la mayoria de las vias causa irritacion. El
tolueno es absorbido a través de los pulmones, pero también puede ocurrir
una absorcion gastrointestinal y dérmica. Una vez que ha sido absorbido, el
tolueno de difunde sobre todo en los érganos ricos en lipidos, rapidamente
atravesando la barrera hematoencefalica y la placenta. El tolueno es
metabolizado en el higado a través de la enzima citocromo P450 a alcohol
bencilico y éste es oxidado a &cido benzoico, el cual luego es conjugado
con glicina para formar acido hipurico (Decharat, 2014; Peralta et al., 2012;
Nakajima et al., 1997). El acido hipuarico se puede disociar en aniones y

protones, algunos de los aniones se unen al amoniaco, sodio y potasio,
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siendo excretados a través de la orina, llegando a generar una acidosis
metabdlica (Baskerville et al., 2001; Cruz et al., 2014).

7.6 Mecanismos de accion del tolueno

7.6.1

Existen estudios que indican que el tolueno afecta diversos sistemas de
neurotransmision, incluyendo un aumento extracelular en las
concentraciones de dopamina (DA) en la corteza prefrontal (Callan et al.,
2017), actia como modulador alostérico positivo aumentando el efecto de
los receptores a acido gamma-aminobutirico (GABA) vy glicina, al igual que
inhibe receptores ionotropicos de glutamato; el tolueno también disminuye
los canales de Na* y de Ca*? dependientes de voltaje involucrados en la
excitabilidad neuronal (Carre6n-Garciduefas et al., 2018;Tillar et al., 2002),

lo cual esta en funcion de la concentracién del tolueno (Cruz et al., 2014).

Mecanismo de accion. Efectos agudos

El tolueno inhibe los receptores ionotropicos glutamatérgicos sensibles a N-
metil- D-aspartato (NMDA), siendo mas selectivo para el receptor GIuN2B
(Cruz et al., 1998). El tolueno también actia como un modulador alostérico
para receptores GABAa y glicina (Beckstead et al.,2000), aumentado la
inhibicion sinaptica, inhibe receptores nicotinicos de acetilcolina, siendo los
a4f32 los mas sensibles al tolueno y ademas aumenta la funcién de los
receptores 5-HTs (Bale et al., 2005; Maclver, 2009).

El tolueno también inhibe canales de sodio cardiacos y de musculo
esquelético, canales de calcio dependientes de voltaje, canales de potasio
rectificadores entrantes acoplados a proteina G y canales de potasio
activados por calcio. Otro blanco molecular para el tolueno es la inhibicidon
de las uniones Gap, llegando a provocar una comunicacion intracelular
menos eficiente (Gauthereau et al., 2005; Del Re & Woodward, 2005).
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7.6.2 Mecanismo de accion. Efectos subcronicos y crénicos
Los efectos subcronicos y crénicos del tolueno dependen de la dosis, al
igual que el tiempo de exposicion al disolvente. La exposicion a tolueno
modifica especificamente algunas de las subunidades de los receptores
GABAA, NMDA y AMPA en diferentes regiones del cerebro en ratas (Dick
etal.,, 2015). El tolueno aumenta las concentraciones de receptores
glutamatérgicos, especificamente las subunidades a1, GluN1, GIuN2B y
GIluR2/3 en la corteza prefrontal, al igual que puede bloquear la habilidad de

la dopamina (DA) para producir un potencial sinaptico (Cruz et al., 2019).

7.7 Efectos cardiacos del tolueno

La inhalacion de disolventes puede generar complicaciones cardiacas (Tas,
U et al,. 2013), llegando a dar lugar a arritmias cardiacas y muerte subita
por inhalacion (Arslanet et al., 2018; Kramp et al., 2018; Darke et al., 2023);
sin embargo, aun no estd completamente claro el mecanismo por el cual
esto llega a suceder (Camara-Lemarroy et al.,, 2015). Existen diversos
estudios sugiriendo que los mecanismos de sobreestimulacion incluyen la
participacion de los canales de sodio activados por voltaje, siendo estos los
principales responsables de la despolarizacion de la membrana y la
conduccion del potencial de accién del corazon, junto con los canales de
calcio. La inhibicién de estos canales puede dar lugar a arritmias cardiacas
(Carredn-Garciduenias et al., 2018; Cruz et al., 2003).

Se sabe que la estimulacién de receptores (3-adrenérgicos lleva a un
aumento en la contractilidad del corazén (Bencivenga et al., 2019), estando
involucrados los canales de sodio y de calcio dependientes de voltaje, al
igual que una elevacion en las concentraciones de catecolaminas. Las
catecolaminas también pueden actuar como vasoconstrictores de los vasos
coronarios, causando muerte por arritmias. La inhalacion de tolueno genera

un incremento en la densidad de receptores 31 adrenérgicos y una
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disminucién en la expresion de canales de Na* y de Ca*?, lo cual puede

llevar a la muerte subita por inhalacion (Carreén-Garciduefas et al., 2018).

7.8 Diabetes mellitus
La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad cronica que se presenta
cuando el pancreas no produce suficiente insulina o cuando el organismo
no utiliza eficazmente la insulina que esta produciendo. La diabetes mellitus
esta ligada a diversas consecuencias, siendo considerada como una
enfermedad cronica no transmisible, afectando diversos 6érganos vy
produciendo dafio renal, dafio hepatico y dafio vascular, por mencionar
algunos (Demir et al., 2021). De acuerdo con la Asociacibn Americana de
Diabetes (ADA), la diabetes es clasificada en cuatro categorias, siendo

necesaria esta clasificacion para poder determinar una terapia especifica:

Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) o diabetes no metabdlica, que es un tipo de
diabetes generada a causa de una destruccion autoinmune de las células
beta presentes en los islotes de Langerhans. La DM1 genera una
deficiencia absoluta de insulina, por lo que es necesaria la obtencion de

ésta por medios externos (American Diabetes Association, 2020).

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) o diabetes metabdlica, que es generada a
causa de la resistencia a la insulina, debido a la ineficacia o mal
funcionamiento en cuanto a la secreciéon de insulina de las células beta en

los islotes de Langerhans (American Diabetes Association, 2020).

Diabetes mellitus gestacional (DG), que es un tipo de diabetes que se
presenta en el segundo o tercer mes de gestacion, que es generada a
causa de cambios en las concentraciones hormonales (American Diabetes
Association, 2020).

Diabetes generada por otras causas, como lo es el sindrome de diabetes
monogénica (diabetes neonatal o MODY), enfermedades relacionadas con

la funcion exocrina del pancreas (pancreatitis o fibrosis), uso de
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medicamentos (glucocorticoides, tratamiento para VIH o SIDA) (American
Diabetes Association, 2020).

Los diferentes tipos de diabetes pueden variar ampliamente entre si, ya sea
en sus manifestaciones clinicas o de acuerdo con la progresion de la
enfermedad, por lo que es necesario un diagnéstico especifico. Se habian
considerado edades para cada uno de los diversos tipos de diabetes, donde
la DM1 estaba ligada a edades tempranas, mientras que la DM2 estaba
mas relacionada a personas adultas, principalmente con trastornos

metabolicos (American Diabetes Association, 2020).

En los ultimos afos, las edades no han sido un factor de riesgo para que un
tipo de diabetes en especifico pueda afectar a los individuos, ya que cada
vez mas personas jévenes son afectadas por la DM2, siendo algunos de los
factores la mala alimentacion o la vida sedentaria. La DM1 también llega a
afectar a los adultos, aunque en algunas ocasiones puede tener diferente
sintomatologia (Hernadndez et al., 2018; American Diabetes Association,
2020).

7.9 Diabetes y tolueno
En diversos articulos se habla de una relacion entre el consumo de
inhalables y la diabetes; la relacion entre estos dos surge a partir de diversas
causas. El inhalar tolueno causa pérdida de apetito en los consumidores,
provoca un mayor gasto energético, genera una mayor disminucion de la
glucosa en sangre en ayunas que en las personas que no consumen
inhalables, da lugar a una acidosis metabdlica que induce a resistencia a la
insulina, del mismo modo la acidosis aguda disminuye la utilizacién periférica
de glucosa, genera una supresion de la gluconeogénesis inducida por una
disminucion de insulina, se lleva a cabo una extraccion de glucosa por el

higado y el consumidor se ve inducido en un estado de hipofosfatemia, que
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de igual forma genera una resistencia a la insulina (Crossin et al., 2018;
Cruz-Valdéz, 2011).

En 2015, Dick y colaboradores realizaron una investigacion donde
observaban como la inhalacion de tolueno de forma crénica resultaba en una
disfuncién metabdlica y dafio en la homeostasis de la glucosa en ratas
adolescentes. Los resultados de esta investigacion fueron que la exposicion
a tolueno durante la adolescencia en ratas generaba efectos metabdlicos a
largo plazo, estos desordenes metabdlicos estaban relacionados con el

balance energético y el control glicémico (Dick et al., 2015).

En otra investigacion realizada por Won y colaboradores, en 2011, se
analizaron los efectos a largo plazo de trabajadores expuestos a
hidrocarburos monociclicos aromaticos en la resistencia a la insulina.
Encontraron que una citocina, siendo ésta el TNF-a, se veia aumentada en el
grupo de individuos expuesto a hidrocarburos monociclicos aromaticos,
comparado con el grupo de individuos que no tenian contacto con los
hidrocarburos (Won et al., 2011). Bien es sabido que el aumento de algunas
citocinas, como lo es el TNF-a, es un factor para la inhibicion del ISR-1
(sustrato de la insulina 1), favoreciendo la resistencia a la insulina (Carter-
Kent et al., 2008). Karagozler también reporté que los disolventes aumentan
el TNF-a y disminuyen la superdxido dismutasa y la glutation peroxidasa,
siendo factores para que se presente resistencia a la insulina (fig. 2 y 3)
(Karagozler et al., 2002).
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Figura 2. Posible mecanismo de resistencia a la insulina por hidrocarburos monociclicos
aromaticos; ROS (Especies Reactivas de Oxigeno), TNF-a (Factor de Necrosis Tumoral-
a). (Won et al., 2011)

27



TNF-a.

fffl%ﬁ’fi'{fx’ff
(133 s L1t fffﬁf{{g

1 TNFR

Mediadores T
Inflamatorios

Accion de la insulina I

Figura 3. Representacion del mecanismo por el cual el TNF- genera resistencia a la insulina;
ISR-1 (sustrato del receptor de insulina 1), TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa), NF-kB
(factor nuclear kappa-B), JNK (quinasa c-Jun N-terminal), IKK (cinasa del inhibidor de NF-
kB) (Carter-Kent et al., 2008).

7.10 Receptores adrenérgicos alfa 1
Los receptores adrenérgicos (RA) son un tipo de receptores acoplados a
proteinas G (RAPG), cuya funcion es mediar los efectos de catecolaminas,
como la adrenalina y la noradrenalina. Se han llegado a distinguir diversos
tipos de receptores adrenérgicos, donde se consideran 9 integrantes de tres
subfamilias: tres a1 (ai1a, 18 Y aip), tres az (0z2a, A28 Y O2c) Y tres B (B1, Bz,
B3). Estos receptores adrenérgicos estan presentes en diversas cantidades
en los tejidos, incluyendo el cerebro, el corazén, los vasos sanguineos, el
higado, los rifiones, el bazo y la prostata, por mencionar algunos. Las
funciones de los receptores adrenérgicos van desde la modulacién de la
neurotransmision, regulacion del metabolismo, inotropia cardiaca,

cronotropia y vasoconstriccion (Graham et al., 1996; Strosberg, 1993).

28



Figura 4. Representacion clasica de la sefalizacion de receptores acoplados a proteinas
Gq (Akinaga et al., 2019).

La subfamilia de receptores alfa 1 adrenérgicos pertenecen a los RAPGg,
los cuales tienen cadenas polipeptidicas Unicas que varian de 429 a 561
aminoacidos de longitud, son activados por catecolaminas, generando la
activacion de la fosfolipasa C B, hidrolizando el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
a diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3), llevando a cabo una
movilizacion intracelular de calcio y activando a la proteina cinasa C (PKC),
como se ve representado en la figura 4. Los tres subtipos principales de
receptores alfa 1 adrenérgicos: alfalA, alfalB y alfalD, son expresados en
cantidades diferentes en los tejidos, donde el corazén contiene los tres
subtipos (Yono et al., 2004). Los receptores aia y ais son expresados en el
miocardio, tanto de ratones como de humanos, mientras que los receptores
O1p Se encuentran en las arterias coronarias y aorta (Graham et al., 1996;
Jensen et al., 2014).
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Figura 5. Diferentes receptores adrenérgicos en células y sus funciones; eNOS (Oxido
Nitrico Sintasa endotelial), ERK (quinasa regulada por sefial extracelular), VSMC (células
musculares lisas vasculares) (Jensen et al., 2011).

Existe una menor cantidad de receptores adrenérgicos alfa que de
receptores adrenérgicos beta en un corazén saludable. La cantidad de
receptores adrenérgicos puede ser mantenida o puede estar modificada en
caso de que exista una falla cardiaca. La falla cardiaca tiene como
caracteristica un aumento crénico de catecolaminas y un mal funcionamiento
de los receptores beta adrenérgicos, aumentando la inotropia (Jensen et al.,
2011; 2014).

7.11 Modulacion de los receptores adrenérgicos
El receptor adrenergico aip es el receptor menos estudiado de los
receptores adrenérgicos ai. Lo que se conoce en cuanto a la expresion del
receptor aip es que éste se ve aumentado cuando su N-terminal se ve
truncada o sustituida por la N-terminal ais (Hague et al., 2004); también se
sabe que presenta una actividad constitutiva que predispone a los
receptores aip a una fosforilacion e internalizacion de estos; los receptores
adrenérgicos aip también son expresados en la membrana a través de otros
receptores adrenérgicos, como el receptor adrenérgico ais y el B2, que son
usados como chaperonas para el transito hacia la membrana celular (Fig. 6)
(Finch & Graham, 2006). La N-glicosilacion es otro factor que es requerido
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para la correcto trafico y biogénesis de los receptores adrenergicos aip, el
N-gilcano se une al polipéptido en la membrana celular del reticulo
endoplasmico (RE) para que éste pueda ser traducido, en caso de no unirse

este polipeptido se ve truncado y se degrada (Janezic, 2020).

Figura 6. Expresion de receptores adrenérgicos aip en la membrana celular (Finch &
Graham, 2006).
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Figura 7. Modelo de funcidn propuesta para la glicosilacion N-terminal en la biosintesis de
los receptores adrenérgicos aip (Janezic, 2020).

7.12 Diabetes, tolueno y receptores adrenérgicos
El tolueno es una de las sustancias inhalables mas comunes en el mercado,
lo que convierte a ésta en una sustancia de interés para los investigadores,
ya que llega a afectar diversos tejidos a través de los mecanismos antes
mencionados. Aunque se desconoce cémo actla el tolueno sobre los
receptores adrenérgicos presentes en las arterias, como lo es la aorta, en

2018 Carredn-Garciduefias y colaboradores encontraron que, en
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experimentos realizados en ratas, la inhalacion de tolueno produce un
aumento en la expresidon de los receptores adrenérgicos Bi1 y una
disminucion de la expresion de canales de Na* y de Ca*? dependientes de
voltaje, lo cual permite sugerir que las arritmias cardiacas que se producen
en las personas que inhalan disolventes y que llevan a la presentacion de
muerte sUbita por inhalacion podrian deberse, al menos en parte, a alguno

de los mecanismos antes mencionados (Carredn-Garciduefias et al., 2018).

De acuerdo con articulos publicados en 2013 y en 2020 por Rodriguez y
colaboradores, se identificO que no existe un aumento en la expresion de
receptores adrenérgicos aip en la aorta de ratas diabéticas de manera
aguda, mientras que cuando las ratas son inducidas a una diabetes cronica
si existe un aumento, tanto en los receptores adrenérgicos aia COMO aip en

la aorta (Rodriguez et al., 2013; Rodriguez et al., 2020).
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8

Justificacion
La diabetes es una de las enfermedades mas comunes a nivel mundial y
México se encuentra en uno de los primeros lugares en cuanto a paises con
prevalencia de esta enfermedad, siendo un problema importante de salud
publica. De acuerdo con la ENSA (Encuesta Nacional de Salud) del 2000 y
la ENSANUT (Encuesta Nacional de Salud y Nutricion) del 2006, 2012 y
2018, existe una tendencia creciente en cuanto a la prevalencia de esta
enfermedad. Esta tendencia va aumentando cada vez mas y se debe a
diversos factores, lo cual se puede apreciar en todos los estados del pais,
incluyendo Michoacéan, donde se observa un aumento en las ultimas dos
encuestas, ya que en 2012 hubo un 7.7% de prevalencia y en 2018

aumento a un 9.9% (Rojas-Martinez et al., 2018).

Una consecuencia generada por la diabetes mellitus es el dafio
cardiovascular, que se ve reflejado por la enfermedad coronaria, falla del
corazén y dafo endotelial (Hoffman, 2014; Vasiliadis et al., 2014); ademas,
la diabetes aumenta 2.3 veces la probabilidad de sufrir de enfermedades
cardiovasculares, comparada a personas sin diabetes mellitus (Benjamin
et al., 2019; Chan et al., 2020).

Otro problema importante de salud publica en México es el consumo de
drogas de abuso, donde se tienen registros del abuso de inhalables desde
1960. Los inhalables son uno de los grupos de drogas mas consumidos por
los jovenes en México. La prevalencia del consumo de inhalables en los
jovenes es alta, debido a que son drogas de abuso cuya venta es legal y
son de féacil acceso (Villatoro et al., 2011).

El tolueno es el disolvente inhalable mas consumido, llegando a generar
diversos efectos, dependiendo de la dosis que se consuma. El mayor riesgo
asociado al consumo de inhalables, como el tolueno, es la presentacion de

muerte subita por inhalacion (Carredn-Garcidueias et al., 2018).
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Con base en los datos anteriores, se propone el presente trabajo de
investigacion, donde se pretende analizar la respuesta vascular adrenérgica
en ratas con diabetes y expuestas a tolueno, ya que se desconocen los
efectos que se pueden producir sobre la funcioén adrenérgica en la aorta de

ratas diabéticas expuestas al disolvente de abuso.
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9 Hipotesis
La exposicion subaguda y crénica a tolueno produce un aumento significativo
en la respuesta vascular adrenérgica en la aorta de ratas con diabetes

mellitus.

10 Objetivos

10.1 Objetivo general
e Determinar el efecto de la exposicion subaguda y cronica a tolueno sobre la

respuesta vascular adrenérgica en ratas con diabetes mellitus.

10.2 Objetivos especificos
e Evaluar el efecto de la exposicion subaguda a tolueno sobre la respuesta
vascular adrenérgica en la aorta de ratas con diabetes mellitus.
e Evaluar el efecto de la exposicién crbonica a tolueno sobre la respuesta
vascular adrenérgica en la aorta de ratas con diabetes mellitus.
e Comparar los efectos de la exposicién subaguda y cronica a tolueno sobre

la respuesta vascular adrenérgica en ratas con diabetes mellitus.
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11 Materiales y metodos

11.1 Animales
Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar entre 8-9 semanas de edad de
250-300 g de peso, reproducidas en el 11IQB de la UMSNH. Los animales
tuvieron periodos de 12 h de luz y 12 h de oscuridad con acceso libre a su

respectivo alimento y agua.

11.2 Sustancias utilizadas
Se utilizo el tolueno de la marca Meyer y Los reactivos adquiridos en
Sigma-Aldrich: Estreptozotocina, Fenilefrina y el agonista BMY 7378. La
Fenilefrina y el BMY 7378 se disolvieron en agua destilada. La

estreptozotocina, esta se diluyd en una solucion de citrato (50mM, pH 4.5).

11.3 Aspectos éticos
Todos los procedimientos experimentales se sometieron a aprobacion por el
Comité de Etica Institucional, y se realizaron de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999, Especificaciones técnicas para
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

11.4 Grupos experimentales
Se utilizaron 2 grupos control de ratas Wistar: el primer grupo fue un control
subagudo sin diabetes y sin tolueno (s6lo expuesto a aire 30 min x 1
semana, dos veces al dia); el segundo grupo fue un control crénico sin
diabetes no expuesto a tolueno (sélo expuesto a aire 30 min x 4 semanas,
dos veces al dia). Se utilizaron 6 grupos experimentales: el primer grupo
experimental fue un grupo subagudo diabético sin tolueno (sélo expuesto a
aire 30 min x 1 semana, dos veces al dia); el segqundo grupo experimental
fue un grupo subagudo sin diabetes expuesto a tolueno (6000 ppm, 30 min x
1 semana dos veces al dia); el tercer grupo experimental fue un grupo
subagudo diabético expuesto a tolueno (6000 ppm, 30 min x 1 semana); el

cuarto grupo experimental fue un grupo cronico diabético sin tolueno (sélo
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expuesto a aire 30 min x 4 semanas, dos veces al dia), el quinto grupo
experimental fue un grupo crénico sin diabetes expuesto a tolueno (6000
ppm, 30 min x 4 semanas dos veces al dia), el sexto grupo experimental fue
un grupo cronico diabético expuesto a tolueno (6000 ppm, 30 min x 4

semanas).

11.5 Induccion de diabetes
La induccion de diabetes mellitus de tipo 1 se hizo a través del farmaco
estreptozotocina, que es un farmaco citotoxico para las células beta en los
islotes de Langerhans del pancreas (Deeds et al., 2011). La dosis fue de 50
mg/kg disuelto en buffer de citrato, administrada via i.p; se mediran las
concentraciones de glucosa 7 dias después de la administracion a través de
un Kkit; en caso de no presentar hiperglicemia en este lapso se aplicé una
segunda dosis de estreptozotocina. A las ratas control sélo se les administro

buffer de citrato por via i.p.

11.6 Exposicion a tolueno

La exposicion a los inhalables, en este caso tolueno, se realiz6 colocando a
una rata en una camara de exposicion estatica de 29 L. La camara consta
de un frasco cilindrico cromatogréfico cubierto con una tapa de acrilico,
posee un puerto de inyeccion y un ventilador que se proyecta hacia dentro
de la camara sobre una plataforma de malla de acero inoxidable.

Se coloco un trozo de papel filtro en la malla para posteriormente colocar
una rata de forma individual en la cAmara. Se colocé la tapa y se inyecto
una cantidad determinada de disolvente (calculada por la ecuacion de
Nelson, para obtener una concentracién de 6000 ppm) sobre el papel filtro a
través de un puerto de inyeccion. Se volatilizo el disolvente por medio de un
ventilador, el cual va a ayudar a distribuir el disolvente de manera
homogénea por toda la camara.

38



Solo se colocd una rata por camara, por no mas de 30 min, para evitar la
acumulacion de CO.. Se utilizo la concentracion de 6000 ppm de tolueno en

los diferentes grupos experimentales.

V=PM Cppm Vs . P (10°)

d RT

V=volumen de disolvente que se necesita inyectar para obtener la concentracion
deseada (mL)
PM= peso molecular del disolvente (g/mol) =92.13 g/mol
Cppm= concentracién deseada (ppm) = 6000 ppm
Vs=volumen de la cAmara de exposicion (L) =29 L
d = densidad del disolvente = 0.866 g/mL
P = presion atmosférica = 1 atm

R = constante general de los gases (L atm mol -1 K-1) = 0.082 L atm/K mol

Ecuaciéon de Nelson

11.7 Contraccion de aorta aislada
Las ratas fueron anestesiadas con una dosis de pentobarbital sédico de 50
mg/kg (Carreén-Garciduefias et al., 2018), se les aislé la aorta, se realizo la
remocion de grasa y la aorta fue cortada en anillos de 5 mm de longitud. Se
removio el endotelio en la parte media de los anillos. Los anillos fueron
sumergidos en solucién de Krebs-Henseleit (mM): NaCl, 118; KCI, 4.7,
KH2POg4, 1.2; MgSO4. 7H20, 1.2; CaCl2.2H20, 2.55: NaHCOs3, 25; dextrosa,
11.7 y EDTA, 0.026. Los anillos arteriales fueron colocados en camaras
para tejido aislado, se fijaron al fondo de la camara y a un traductor de
tension isométrica Grass FT03 (Astro-Med, Inc. West Warwick, RI, EUA), la
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temperatura se mantuvo a 37 grados centigrados, pH de 7.4 y burbujeo
constante de 95% Oz y 5% COa.

Un sistema de adquisicion de datos (Biopac System Inc. Santa Barbara,
CA, EUA) se encarg6 del registro de los cambios en la tension. Los anillos
arteriales se someteran a una tension inicial 6ptima de 3 g y se pre-
estimularon en 3 ocasiones con una concentracion subméaxima de
fenilefrina (1x107°> M) siendo este un agonista selectivo para los receptores
adrenérgicos al, después de dejar el tejido en recuperacion, se realizaron
analisis de las respuestas a fenilefrina a través de curvas de concentracion-
respuesta en presencia de BMY 7378 (1x107° M, 1x10% M, 1x10%85 M)
siendo este un antagonista selectivo alp. Los valores de pA2 (afinidad del
receptor por el antagonista) se obtendrian por andlisis de Schild en donde
los valores de la pendiente fueron diferentes a 1. Cuando los valores de la
pendiente fueron diferentes de uno se calculd el valor de pKs de acuerdo

con la siguiente ecuacion (Furchgott, 1972).

Xieqlog (DR; — 1) _ X log [B]
n n

pKp =

Donde:

DRi= Relaciéon de dosis (CEso en presencia de antagonista/ CEso en

ausencia del antagonista)
1= Constante
[Bi]= Concentracion del antagonista

n= Numero de ensayos
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12 Resultados

12.1 Exposicion subaguda a tolueno

Tabla 1. Peso (g) y glucosa (mg/dl) de las ratas no diabéticas al administrar buffer de citrato
y una semana después de la administracion. Los datos se expresan como el promedio + e.e.

de n=6.

Comparacién de los pesos y concentraciones de glucosa en los grupos de ratas

Ratas no Peso inicial (g) Glucosa inicial Peso final () Glucosa final
L eso inicia eso fina

diabéticas 9 (mg/dl) - (mg/dl)
Promedio | 306.80 + 32.01 | 72.00 + 8.9 331.45 + 27 112.60 £ 8.9

Se realiz6 una comparacion de los pesos (g) y de la concentracion de

glucosa (mg/dl) en los grupos de ratas no diabéticas como se muestra en la

Tabla 1, donde no existio diferencia significativa cuando se compararon los

valores al inicio y al final del experimento. A los grupos no diabéticos solo

se les administré buffer de citrato, el cual no generd ningun efecto sobre el

peso ni sobre la concentraciéon de glucosa.

Tabla 2. Peso (g) y glucosa (mg/dl) de las ratas diabéticas al administrar estreptozotocina y
una semana después de la administracion. Los datos se expresan como el promedio + e.e.
de n=6.

Comparacion de los pesos y concentraciones de glucosa en los grupos de ratas

Ratas Peso inicial () Glucosa inicial Peso final () Glucosa final
L eso inicia eso fina

diabéticas g (mg/dl) g (mg/dl)

Promedio | 301.61 +22.3 | 76.78 £ 14.7 294.00 £ 35.4 428.78 + 69.3*

(*) p<0.05 vs. Glucosa inicial.

Se realiz6 una comparacion de los pesos (g) y de la concentracion de

glucosa (mg/dl) entre los grupos de ratas diabéticas (Tabla 2), donde no

existié diferencia significativa cuando se compararon los pesos (g) al inicio y

al final del experimento, mientras que si existieron diferencias significativas
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A Grupos de ratas + endotelio

Tension (g)

4 -

(p<0.05) cuando se compararon los valores de glucosa. El aumento de la
concentracion de glucosa se debe a la estreptozotocina, que es un farmaco
citotdxico para las células beta presentes en los islotes de Langerhans en el

pancreas.
B Grupos de ratas - endotelio

== Control

=@ Tolueno

*
*
*

#— Diabetes

*
*

4~ Diabetes tolueno
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Figura 8. Curvas concentracidn-respuesta a fenilefrina en la exposicion subaguda, donde
se muestra la contraccion de la aorta (con y sin endotelio) en ratas control (Control), ratas
expuestas a tolueno (Tolueno), ratas inducidas a diabetes (Diabetes) y ratas diabéticas
expuestas a tolueno (Diabetes tolueno). Los datos se analizaron por medio de un analisis
de varianza de dos vias (ANOVA), seguido de una prueba post hoc (Tukey) y se expresan
como los promedios + e.e. de n=6, B) *= p<0.05 vs control, tolueno, diabetes tolueno.

En la Figura 8A (exposicion subaguda a tolueno, aortas con endotelio) se
observé que la fenilefrina ejerce un aumento en la respuesta contractil de la
aorta de manera dependiente de la concentracion creciente de fenilefrina en
los diferentes grupos experimentales, hasta llegar a un efecto maximo. Al
realizar el analisis estadistico de los datos por medio de un analisis de
varianza de dos vias (ANOVA) seguido de una prueba post hoc (Tukey) en
donde no se obtuvieron diferencias significativas, lo que nos estaria

indicando que al estar presente el endotelio y éste ejercer su funcion de
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manera correcta como vaso modulador manteniendo la tensién de los

diferentes grupos.

En la Figura 8B (exposicion subaguda a tolueno, aortas sin endotelio) se
observé gue la fenilefrina ejerce un aumento en la respuesta contractil de la
aorta de manera dependiente de la concentracion creciente de fenilefrina en
los diferentes grupos experimentales, hasta llegar a un efecto maximo. Al
realizar el analisis estadistico de los datos por medio de un analisis de
varianza de dos vias (ANOVA) seguido de una prueba post hoc (Tukey) se
obtuvieron diferencias significativas (p<0.05), al comparar los diferentes
grupos, las diferentes concentraciones crecentes de fenilefrina (M) y la
tension (g); donde se logra apreciar que existen diferencias significativas
(p<0.05) cuando se comparan los diferentes grupos a diferentes
concentraciones, como es el caso del grupo de ratas diabéticas vs los
demds grupos, ya que en el grupo de ratas diabéticas desde la primera
concentracién de fenilefrina se logra observar un aumento de la tension,
traduciéndose en una hiperreactividad en este grupo hacia la fenilefrina,
comparado con los demas. Otra diferencia que cabe resaltar es la
disminucién significativa (p<0.05) de la tension del grupo diabetes-tolueno
cuando es comparado con el grupo diabetes, lo cual se podria interpretar
como que al estar presente la diabetes de manera subaguda ésta genere
un incremento funcional en los receptores adrenérgicos ai, mientras que en
las ratas que han sido inducidas a diabetes y expuestas a tolueno éste
altimo genere una disminucién de los receptores adrenérgicos ai
funcionales, provocando una disminucién en la respuesta hacia la

fenilefrina.
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Figura 9. Curvas concentracion-respuesta para el efecto del BMY 7378 sobre la
contraccion de la aorta (con y sin endotelio) inducida por concentraciones crecientes de
fenilefrina en ratas control (Control, expuestas a aire de manera subaguda). Los datos se
expresan como el promedio + e.e. de n=6.
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Tension (g)

Ratas tolueno + endotelio Ratas tolueno - endotelio

—@— Tolueno

—A— BMY 7378 1x10 -8.5M

—— BMY 7378 1x10 -8.0M
4 BMY 7378 1x10 -7.5M

Figura 10. Curvas concentracién-respuesta para el efecto del BMY 7378 sobre la
contraccion de la aorta con endotelio y sin endotelio inducida por concentraciones
crecientes de fenilefrina en ratas expuestas a tolueno (Tolueno, expuestas a 6000 ppm de
manera subaguda). Los datos se expresan como el promedio + e.e. de n=6.
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Tension (g)
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Figura 11. Curvas concentracién-respuesta para el efecto del BMY 7378 sobre la
contraccion de la aorta (con y sin endotelio) inducida por concentraciones crecientes de
fenilefrina en ratas inducidas a diabetes (Diabetes, expuestas a aire de manera subaguda).
Los datos se expresan como el promedio * e.e. de n=6.
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Figura 12. Curvas concentracién-respuesta para el efecto del BMY 7378 sobre la
contraccion de la aorta (con y sin endotelio) inducida por concentraciones crecientes de
fenilefrina en ratas diabéticas expuestas a 6000 ppm de tolueno de manera subaguda
(Diabetes tolueno). Los datos se expresan como el promedio + e.e. de n=6.

En las Figuras 9, 10, 11 y 12 se muestran las curvas concentracion-
respuesta a fenilefrina (agonista selectivo a1) en la aorta con y sin presencia
del endotelio de las ratas expuestas 1 semana solamente a aire (grupo
control) (fig. 9), ratas expuestas a 6000 ppm de tolueno por 1 semana
(grupo tolueno) (fig. 10), ratas diabéticas expuestas solamente a aire por 1
semana (grupo diabetes) (fig. 11) y las ratas diabéticas que fueron
expuestas a 6000 ppm de tolueno por 1 semana (grupo diabetes tolueno)
(fig. 12) en presencia de concentraciones crecientes de BMY 7378
(antagonista adrenérgico selectivo aip). Se logré observar que la fenilefrina
generd una contraccion dependiente de la concentracion administrada y
gue dicha contraccién se vio afectada con cada una de las concentraciones
de BMY 7378, a través de un desplazamiento de las curvas hacia la
derecha, lo cual nos estaria indicando que se trata de un antagonismo

competitivo, ya que se ocupan concentraciones mas altas de fenilefrina
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para gue genere contraccion. Aunque se logra observar un desplazamiento
hacia la derecha al momento de realizar la comparacion de los valores de
afinidad de los diferentes grupos no se logro observar diferencias
significativas (p<0.05) entre estos valores. Lo cual nos indica que existe la
participacion de los receptores adrenérgicos alp pero no un aumento de

estos entre los diferentes grupos.

10.2 Exposicion cronica a tolueno

Peso de ratas durante la exposicion cronica
400

300 J/i: i :g

Peso (g)
N
8

100
0
INICIO SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3 SEMANA 4
Tiempo
—@—CONTROL =8=TOLUENO DIABETES DIABETES-TOLUENO

Figura 13. Pesos de los animales (g) al inicio de cada semana durante la exposicién
cronica en ratas control (Control), ratas expuestas a tolueno (Tolueno), ratas inducidas a
diabetes (Diabetes) y ratas diabéticas expuestas a tolueno (Diabetes tolueno). Los datos
se expresan como el promedio * e.e. de n=6.

En la Figura 13 se realizO una comparacion de los pesos de los animales
de los diferentes grupos experimentales durante la exposicion croénica,
donde se logra observar que no existe diferencia significativa al inicio y en
la primera semana de exposicidon, mientras que a partir de la segunda

semana de exposicion se observa una disminucion estadisticamente
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significativa (p<0.05) de los pesos de los animales diabéticos, comparados

con los pesos de los grupos gque no fueron inducidos a diabetes.

Grupo control

Grupo tolueno

% 600.00 = 600.00
< 400.00 <5, 400.00
£ 200.00 € 200.00
o 000 OO0 s o000 & ° o
S 0 1 2 3 3 0 1 2 3 4
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=@==Control antes  ==@==Control despues =@==Tolueno antes ==@==Tolueno despues

Grupo diabetes Grupo diabetes tolueno
I
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o ©
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==@==Diabetes tolueno antes
—@=—Diabetes antes Diabetes despues =@=Diabetes tolueno despues

Figura 14. Curvas de concentraciones de glucosa (mg/dl) al inicio de cada semana antes y
después de ingresar a las camaras exposicion estatica durante la exposicion crénica en
ratas control (Control), ratas expuestas a tolueno (Tolueno), ratas diabéticas (Diabetes) y
ratas diabéticas expuestas a tolueno (Diabetes tolueno). Los datos se expresan como el
promedio * e.e. de n=6.

En la Figura 14 se midi6 la concentracion de glucosa (mg/dl) cada semana
para los diferentes grupos experimentales antes de ingresar a la cAmara de
exposicion estatica y después de haber concluido con la exposicion en
dicha cadmara ya que existen reportes indicando un aumento en la
concentraciéon de glucosa al inhalar disolventes. Se logra observar un
aumento en las concentraciones de glucosa a partir de la segunda semana

en los grupos de ratas que fueron inducidos a diabetes, aunque no se
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presentd una diferencia estadisticamente significativa antes y después de

ingresar a la camara de exposicion estatica.
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Figura 15. Curvas concentracion-respuesta a fenilefrina, donde se muestra la contraccion
de la aorta con y sin endotelio en ratas control (Control), ratas expuestas crénicamente a
tolueno (Tolueno), ratas inducidas a diabetes (Diabetes) y ratas diabéticas expuestas
cronicamente a tolueno (Diabetes tolueno). Los datos se analizaron por medio de un
analisis de varianza de dos vias (ANOVA), seguido de una prueba post hoc (Tukey) y se
expresan como los promedios * e.e de n=6. A) *= p<0.05 vs diabetes; B) *= p<0.05 vs
control vs diabetes vs diabetes tolueno; #= p<0.05 diabetes tolueno vs diabetes

En la Figura 15A (exposicion crénica, aortas con endotelio) se observé que
la fenilefrina ejerce un aumento en la respuesta contractil de la aorta de
manera dependiente de la concentracion de fenilefrina en los diferentes
grupos experimentales, hasta llegar a un efecto maximo. Al realizar el
analisis estadistico de los datos por medio de un analisis de varianza de
dos vias (ANOVA) seguido de una prueba post hoc (Tukey) se obtuvieron
diferencias significativas (p<0.05), comparando los grupos experimentales,
las diferentes concentraciones crecientes de fenilefrina (M) y la tensién (g);

de acuerdo a la figura 15A se logra observar que existen diferencias
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significativas (p<0.05) cuando se comparan los diferentes grupos a
diferentes concentraciones, como lo es el caso del grupo de ratas
diabéticas expuestas a tolueno vs todos los demas grupos, lo que nos
estaria indicando que cuando las ratas diabéticas son expuestas a tolueno
de forma crénica se presenta dafio en el endotelio, generando una mayor
tension. Los demas grupos siguen teniendo modulacion por parte del

endotelio, por lo cual no existen diferencias significativas.

En la Figura 15B (exposicion cronica, aortas sin endotelio) se observo que
la fenilefrina ejerce un aumento en la respuesta contractil de la aorta de
manera dependiente de la concentracion de fenilefrina en los diferentes
grupos experimentales, hasta llegar a un efecto maximo. Al realizar el
analisis estadistico de los datos por medio de un analisis de varianza de
dos vias (ANOVA) seguido de una prueba post hoc (Tukey) se obtuvieron
diferencias significativas (p<0.05), al comparar los grupos experimentales
cronicos, las diferentes concentraciones crecientes de fenilefrina (M) y la
tension (g); de acuerdo a la figura 15B se observa que si existen
diferencias significativas (p<0.05) cuando se comparan los diferentes
grupos a diferentes concentraciones, lo cual se aprecia en el grupo diabetes
expuesto a aire vs el grupo diabetes expuesto a tolueno, donde existe un
aumento estadisticamente significativo (p<0.05) en la tension del grupo
diabetes-tolueno en las concentraciones 1x10%, 1x10°°y 1x10®, lo que nos
indicaria que si existe un aumento en la respuesta vascular adrenérgica
cuando las ratas diabéticas se exponen a tolueno. Cabe mencionar que el
grupo de ratas que fue expuesto a 6000 ppm de tolueno de manera crénica
tuvo el mayor efecto maximo de entre los 4 grupos, lo cual significa que

tuvo una mayor contraccion vascular mediada por los receptores aa.
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Figura 16. Curvas concentracion-respuesta para el efecto del BMY 7378 sobre la
contraccion de la aorta (con y sin endotelio) inducida por concentraciones crecientes de
fenilefrina en ratas control (Control, expuestas a aire de manera cronica). Los datos se
expresan como el promedio + e.e. de n=6.
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Figura 17. Curvas concentracién-respuesta para el efecto del BMY 7378 sobre la
contraccion de la aorta con endotelio y sin endotelio inducida por concentraciones
crecientes de fenilefrina en ratas expuestas a tolueno (Tolueno, expuestas a 6000 ppm de
manera cronica). Los datos se expresan como el promedio + e.e. de n=6.
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Figura 18. Curvas concentracion-respuesta para el efecto del BMY 7378 sobre la
contraccion de la aorta (con y sin endotelio) inducida por concentraciones crecientes de
fenilefrina en ratas inducidas a diabetes (Diabetes, expuestas a aire de manera cronica).
Los datos se expresan como el promedio * e.e. de n=6.
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Figura 19. Curvas concentracién-respuesta para el efecto del BMY 7378 sobre la
contraccion de la aorta (con y sin endotelio) inducida por concentraciones crecientes de
fenilefrina en ratas diabéticas expuestas a 6000 ppm de tolueno de manera crénica
(Diabetes tolueno). Los datos se expresan como el promedio + e.e. de n=6.

En la Figuras 16, 17, 18 y 19 se muestran las curvas concentracion-
respuesta de los grupos de la exposicion crénica en presencia de BMY
7378 (antagonista selectivo aip) sobre la contraccidén de la aorta con y sin
endotelio inducida por concentraciones crecientes de fenilefrina en las ratas
control expuestas 4 semanas a aire (grupo control) (fig. 16), ratas expuestas
a 6000 ppm de tolueno por 4 semanas (grupo tolueno) (fig. 17), ratas
diabéticas expuestas solamente a aire por 4 semanas (grupo diabetes) (fig.
18) y ratas diabéticas que fueron expuestas a 6000 ppm de tolueno por 4
semanas (grupo diabetes tolueno) (fig. 19). Se logré observar que la
fenilefrina gener60 una contraccion dependiente de la concentracion
administrada y que esta contraccion se ve inhibida con cada una de las
concentraciones del antagonista BMY 7378 a través de un desplazamiento
de las curvas hacia la derecha, lo cual nos estaria indicando la participacion

de los receptores adrenérgicos alp a través de un antagonismo competitivo
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en cada uno de los grupos. Aunque se logra observar el desplazamiento
hacia la derecha por parte de las curvas concentracion respuesta en
presencia del BMY 7378 en los diferentes grupos no se observé diferencia
significativa (p<0.05) entre los valores de afinidad.

10.3 Andlisis de efectos maximos y valores de afinidad (pKg)

10.3.1 Estimulacién con fenilefrina en aortas con endotelio de los grupos de
exposicion subaguda
Al ser comparados los efectos maximos en respuesta a la fenilefrina de los

diferentes grupos experimentales (control, tolueno, diabetes, diabetes-
tolueno) de aortas con endotelio de animales expuestos de manera
subaguda a tolueno o a aire, no se observan diferencias estadisticamente
significativas (tabla 5A).

Los valores de pke, al ser muy similares entre los cuatro grupos, tampoco
nos indican que existan diferencias significativas (p<0.05) entre los valores

de afinidad de dichos grupos (tabla 5B).

Tabla 3. Efectos méximos en los anillos de aorta con endotelio en los grupos de exposicion

subaguda.
Con endotelio Efectos maximos de la exposicion subaguda (g)
Control Tolueno Diabetes Diabetes tolueno
Fenilefrina 1.53 £0.22 1.75+0.30 | 2.10 +0.22 2.04 £0.26

Tabla 4 Valores de afinidad (pKg) de las curvas concentracion respuesta a fenilefrina con
presencia de BMY 7378 en los anillos de aorta con endotelio en los grupos de exposicion

subaguda.
Con endotelio Valores de afinidad de la exposicion subaguda
Control Tolueno Diabetes Diabetes tolueno
pKs 8.17+0.32 | 8.27 +0.27 8.16 + 0.31 8.12 £ 0.28
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10.3.2 Estimulacién con fenilefrina en aortas sin endotelio de los grupos de
exposicién subaguda
Al ser comparados los efectos maximos en respuesta a la estimulacion con

fenilefrina de los diferentes grupos experimentales (control, tolueno,
diabetes, diabetes-tolueno) de aortas sin endotelio de animales expuestos
de manera subaguda a tolueno o a aire, se observé que el grupo de ratas
control expuestas solamente a aire presentd un valor de 1.61 = 0.20 g,
mientras que el grupo de ratas expuestas a tolueno tuvo un valor de 1.49 +
0.32 g, siendo el efecto maximo de estos grupos significativamente menor
(@, *= p<0.05) al ser comparados de manera individual vs el grupo diabetes,
gue presentd un valor de 2.66 + 0.33 g. Al compararse los diferentes grupos
se observaron diferencias estadisticamente significativas, lo que indica que
hay una diferencia de eficacia de la fenilefrina en los distintos tratamientos
(tabla 6).

Al realizar la comparacion de los valores de afinidad de los efectos en los
anillos de aorta sin endotelio de la exposicion subaguda no se logran

observar diferencias significativas (p<0.05) entre los cuatro grupos (tabla 7).

Tabla 5.Efectos maximos en los anillos de aorta sin endotelio en los grupos de exposicién

subaguda.
Sin endotelio Efectos maximos de la exposicion subaguda (g)
Control Tolueno Diabetes Diabetes tolueno
Fenilefrina 1.61 +0.20 1.49 +0.32 2.66 +0.32* 1.87 +0.16
(*) p<0.05 vs. Grupo Control, Tolueno y Diabetes tolueno

Tabla 6. Valores de afinidad (pKg) de las curvas concentracion respuesta a fenilefrina con
presencia de BMY 7378 en los anillos de aorta sin endotelio en la exposiciéon subaguda.

Sin endotelio Valores de afinidad de la exposicion subaguda
Control Tolueno Diabetes Diabetes tolueno
pKs 8.20+0.24 | 8.24+0.29 8.18 + 0.32 8.15+0.23
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10.3.3 Estimulacion con fenilefrina en aortas con endotelio de los grupos de
exposicidn cronica
Al ser comparados los efectos maximos en respuesta a la fenilefrina de los

diferentes grupos experimentales en aortas con endotelio provenientes de
animales tratados crénicamente se observé que los anillos de aorta del
grupo de ratas expuestas a tolueno presentd un valor maximo de
contraccion de 1.37 + 0.14 g, mientras que el grupo de ratas diabéticas que
fueron expuestas solamente a aire presentaron un valor de 1.07 £ 0.08 g,
siendo el efecto maximo de estas dos estadisticamente menor (@, *=
p<0.05) que el grupo diabetes-tolueno, que obtuvo un valor de 1.87 + 0.3 g,

teniendo la fenilefrina mayor eficacia hacia este ultimo (tabla 8).

Al comparar los valores de afinidad de los cuatro grupos de los anillos de
aorta con endotelio de la exposicion cronica no se lograron observar

diferencias significativas (p<0.05) entre los diferentes grupos (tabla 9).

Tabla 7. Efectos maximos en los anillos de aorta con endotelio en los grupos de exposicion

cronica.
Con endotelio Efectos maximos de la exposicion cronica (g)
Control Tolueno Diabetes Diabetes tolueno
Fenilefrina 1.48 +0.05 1.37+0.14* | 1.07 +0.08 @ 1.87 +0.3 *@
(@, *) p<0.05 vs. Grupo Diabetes Tolueno

Tabla 8. Valores de afinidad (pKg) de las curvas concentracién respuesta a fenilefrina con
presencia de BMY 7378 en los anillos de aorta con endotelio en los grupos de exposicién

crénica.
Con endotelio Valores de afinidad de la exposicion crénica
Control Tolueno Diabetes Diabetes tolueno
pKs 8.15+0.34 | 8.14+0.26 8.12+ 0.39 8.13+0.29

10.3.4 Estimulacién con fenilefrina en aortas sin endotelio de los grupos de
exposicidn cronica
Al ser comparados los efectos maximos de los diferentes grupos

experimentales en aortas sin endotelio durante la exposicion crénica, en
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respuesta a la fenilefrina se observé que el grupo de ratas tolueno presento
un valor de 2.42 + 0.13 g, mientras que el grupo de ratas diabetes-tolueno
presentd un valor de 2.09 £+ 0.31 g, siendo el efecto maximo de estas dos
estadisticamente mayor (@,*= p<0.05) que el grupo diabetes que sélo se
expuso a aire, ya que obtuvo un valor de 1.33 £ 0.12 g, teniendo la
fenilefrina menor eficacia hacia este ultimo (tabla 10). Por otro lado, cuando
se realiz6 la comparacién del valor de afinidad de los cuatro grupos de
aortas sin endotelio no se logré observar ninguna diferencia significativa
(tabla 11).

Tabla 9. Efectos maximos en los anillos de aorta sin endotelio de los grupos de exposicion
cronica.

Efectos maximos de la exposicién crénica (g)
Control Tolueno Diabetes Diabetes tolueno
1.81 £+0.20 | 2.42 +0.13* | 1.33 +0.12*@ 2.09 +0.31@
(@, *) p<0.05 vs. Grupo Tolueno y Diabetes tolueno

Sin endotelio

Fenilefrina

Tabla 10. Valores de afinidad (pKs) de las curvas concentracion respuesta a fenilefrina con
presencia de BMY 7378 en los anillos de aorta sin endotelio en los grupos de exposicion
cronica.

Sin endotelio Valores de afinidad de la exposicion crdnica

pKs

Control

Tolueno

Diabetes

Diabetes tolueno

8.13 +£0.27

8.13+0.22

8.16 £ 0.29

8.17+0.18
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10.4 Comparacion de los efectos en la contraccion vascular de los
anillos de aorta de los grupos de exposicion subaguda vs crénica
10.4.1 Comparacion de los anillos de aorta con endotelio (exposicion subaguda vs
cronica)

Anillos de aorta con endotelio de ratas control

30
—8— Subaguda
=== Crénica

2.5

2.0

1.5

Tension (g)

1.0

05 4

00 T T T I
9 8 7 6 5

- Log [Fenilefrina] M

Figura 20. Curvas concentracion-respuesta a fenilefrina, donde se muestra la comparacion
de tension (g) de los anillos de aorta con endotelio de los grupos de ratas control
expuestos a aire de manera subaguda y cronica. Los datos se analizaron por medio de un
analisis de varianza de dos vias (ANOVA), seguido de una prueba post hoc (Tukey) y se
expresan como los promedios * e.e
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Anillos de aorta con endotelio de ratas expuestas a tolueno
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Figura 21. Curvas concentracion-respuesta a fenilefrina, donde se muestra la comparacion
de tension (g) de los anillos de aorta con endotelio de los grupos de ratas expuestas a
6000 ppm de tolueno de manera subaguda y cronica. Los datos se analizaron por medio
de un andlisis de varianza de dos vias (ANOVA), seguido de una prueba post hoc (Tukey)
y se expresan como los promedios + e.e
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Anillos de aorta con endotelio de ratas diabéticas
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Figura 22 Curvas concentracion-respuesta a fenilefrina, donde se muestra la comparacion
de tension (g) de los anillos de aorta con endotelio de los grupos de ratas diabéticas
expuestas a aire de manera subaguda y crénica. Los datos se analizaron por medio de un
analisis de varianza de dos vias (ANOVA), seguido de una prueba post hoc (Tukey) y se
expresan como los promedios * e.e (*=p<0.05)
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Anillos de aorta con endotelio de ratas diabéticas expuestas a tolueno
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Figura 23. Curvas concentracion-respuesta a fenilefrina, donde se muestra la comparacion
de tension (g) de los anillos de aorta con endotelio de los grupos de ratas diabéticas
expuestas a 6000 ppm de tolueno de manera subaguda y crénica. Los datos se analizaron
por medio de un analisis de varianza de dos vias (ANOVA), seguido de una prueba post
hoc (Tukey) y se expresan como los promedios * e.e. (*=p<0.05)

En las figuras 20, 21, 22 y 23 se muestran comparaciones de las curvas
concentracion-respuesta de la contraccion inducida por concentraciones
crecientes de fenilefrina en anillos de aorta con endotelio en los grupos de
ratas control (fig. 20), tolueno (fig. 21), diabetes (fig. 22) y diabetes tolueno
(fig. 23) expuestas 1 semana (exposicion subaguda) y 4 semanas
(exposicion cronica). En las figuras se logra apreciar como se genera una
contraccion dependiente de la concentracion de fenilefrina hasta llegar a un
efecto maximo. En las figuras 20 y 21 (grupos control y tolueno,
respectivamente) no se aprecian diferencias significativas entre la
exposicion subaguda y la crénica. En la figura 22, cuando se comparan la
contraccion de los anillos de aorta de ratas diabéticas de la exposicion
subaguda y de la crdnica, se logran observar diferencias significativas en

todas las concentraciones de fenilefrina, donde el efecto mayor se produce
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en los anillos de aorta de ratas diabéticas de la exposicion subaguda, en
comparacion con los de la exposicion cronica; por su parte, en la figura 23,
cuando se comparan los grupos de ratas diabéticas expuestas a tolueno en
tratamiento subagudo y crénico se observa que solo en la concentracion
1x1085 M de fenilefrina existen diferencias significativas, teniendo el mayor
efecto el grupo de ratas diabéticas expuestas a tolueno de manera crénica
(p<0.05).

10.4.2 Comparacion de los anillos de aorta sin endotelio (exposicion subaguda vs
cronica)

Anillos de aorta sin endotelio de ratas control

3.0 1

=#— Subaguda
=== Cronica

2.5 1

Tension (g)

- Log [Fenilefrina] M

Figura 24. Curvas concentracion-respuesta a fenilefrina, donde se muestra la comparacién
de tension (g) de los anillos de aorta sin endotelio de los grupos de ratas control expuestas
a aire de manera subaguda y crénica. Los datos se analizaron por medio de un analisis de
varianza de dos vias (ANOVA), seguido de una prueba post hoc (Tukey) y se expresan
como los promedios * e.e
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Anillos de aorta sin endotelio de ratas expuestas a tolueno
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Figura 25. Curvas concentracion-respuesta a fenilefrina, donde se muestra la comparacion
de tension (g) de los anillos de aorta sin endotelio de los grupos de ratas expuestas a 6000
ppm de tolueno de manera subaguda y crénica. Los datos se analizaron por medio de un

andlisis de varianza de dos vias (ANOVA), seguido de una prueba post hoc (Tukey) y se
expresan como los promedios * e.e. (*=p<0.05)

67



Anillos de aorta sin endotelio de ratas diabéticas
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Figura 26. Curvas concentracion-respuesta a fenilefrina, donde se muestra la comparacion
de tension (g) de los anillos de aorta sin endotelio del grupo de ratas diabéticas expuestas
de manera subaguda y crénica a aire. Los datos se analizaron por medio de un andlisis de
varianza de dos vias (ANOVA), seguido de una prueba post hoc (Tukey) y se expresan
como los promedios * e.e. (*=p<0.05)

68



Anillos de aorta sin endotelio de ratas con diabetes expuestas a tolueno
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Figura 27. Curvas concentracion-respuesta a fenilefrina, donde se muestra la comparacion
de tension (g) de los anillos de aorta sin endotelio del grupo de ratas diabéticas expuestas
a 6000 ppm de tolueno de manera subaguda y cronica. Los datos se analizaron por medio
de un andlisis de varianza de dos vias (ANOVA), seguido de una prueba post hoc (Tukey)
y se expresan como los promedios + e.e

En las figuras 24, 25, 26 y 27 se muestran las comparaciones de las
curvas concentracion-respuesta sobre la contraccion de anillos de aorta sin
endotelio inducida por concentraciones crecientes de fenilefrina en los
grupos de ratas control (fig. 24), tolueno (fig. 25), diabetes (fig. 26) y
diabetes tolueno (fig. 27) expuestas 1 semana (exposicion subaguda) y 4
semanas (exposicién crénica). En todas las figuras se logra apreciar cémo
se genera una contraccion dependiente de la concentracion de fenilefrina
hasta llegar a un efecto maximo. En las figuras 24 y 27 (grupos control y
diabetes tolueno) no hubo diferencias significativas entre la exposicion
subaguda y cronica. En la figura 25, cuando se comparan los grupos
expuestos a tolueno de manera subaguda y crbénica, se observa un

aumento (p<0.05) en la respuesta contractii en los anillos de aorta
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expuestos a 6000 ppm de tolueno de manera crénica a partir de la
concentracion 1x10® M hasta la concentracion de 1x10° M de fenilefrina,
en comparacién con los anillos de aorta de la exposicion subaguda a
tolueno. Por otro lado, en la figura 26 se logran observar diferencias
significativas en todas las concentraciones de fenilefrina cuando se
comparan los grupos diabéticos de la exposicion subaguda y cronica,
presentandose un efecto mayor en el grupo de ratas de la exposicion

subaguda.

10.4.3 Comparacion de los efectos maximos de la contraccion de los anillos de
aorta con endotelio de los grupos de exposicion subaguda y crénica
En la comparacién de los efectos maximos de la contraccién de los anillos
de aorta con endotelio durante la exposicion subaguda y cronica observa en
los grupos control, tolueno y diabetes tolueno que no hay diferencias
significativas entre los grupos, mientras que cuando se realizd la
comparacion de los grupos de ratas diabéticas si se logré observar que en
los anillos de aorta de los animales de la exposicion cronica se tiene un
efecto maximo significativamente menor (p<0.05) comparado con los de la

exposicion subaguda.

Tabla 11 Comparacién de los efectos maximos de las curvas concentracion respuesta a fenilefrina
en los anillos de aorta con endotelio en la exposicidon subaguda y exposicién cronica

Comparacién de efectos maximos

Con endotelio Exposicién subaguda Exposicion cronica
Control 1.53+0.22 1.48 £ 0.05
Tolueno 1.75+£0.30 1.37+£0.14
Diabetes 2.10+£0.22 1.07 £ 0.08*
Diabetes tolueno 2.04 + 0.26 1.87+0.3

(*) p<0.05 vs grupo diabetes subagudo
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10.4.4 Comparacion de los efectos maximos de la contraccién de los anillos de
aorta sin endotelio de los grupos de exposicion subaguda y cronica
En la comparacion de los efectos maximos de la contraccion de los anillos
de aorta sin endotelio durante la exposicion subaguda y crénica se observa
en los grupos control y diabetes tolueno que no hay diferencias
significativas entre los grupos, mientras que cuando se realizd la
comparacién de los grupos tolueno se logra observar que en los anillos de
aorta de los animales de la exposicion crénica se tiene un efecto maximo
significativamente mayor (p<0.05) comparado con los de la exposicion
subaguda. Por otro lado, en la comparacion de los grupos diabetes se logra
observar que en los anillos de aorta de los animales de la exposicion
cronica se tiene un efecto maximo significativamente menor (p<0.05)

comparado con los de la exposicién subaguda.

Tabla 12 Comparacién de los efectos maximos de las curvas concentracion respuesta a fenilefrina
en los anillos de aorta sin endotelio en la exposicion subaguda y exposicion crénica

Comparacion de efectos maximos

Sin endotelio Exposicion subaguda Exposicion crénica
Control 1.61 +£0.20 1.81+£0.20
Tolueno 1.49+£0.32 2.42 +£0.13*
Diabetes 2.66 £ 0.32 1.33 £ 0.12#
Diabetes tolueno 1.87 +0.16 2.09 +0.31

(*) p<0.05 vs grupo Tolueno subagudo
(#) p<0.05 vs grupo Diabetes subagudo
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10 Discusion

Es bien conocido que la diabetes mellitus genera diversas consecuencias
entre las personas que la padecen, siendo las afecciones cardiovasculares
de los padecimientos mas comunes entre la poblacion en México. Al igual
gue la diabetes mellitus, el consumo de diversas drogas de abuso en
nuestro pais cada vez se ha convertido en un problema de mayor impacto,
afectando a jovenes y a adultos. La existencia y el consumo de las diversas
drogas de abuso generan diferentes consecuencias que no son del todo
conocidas y con el surgimiento de nuevas drogas el panorama se complica
aun mas para las personas que las estudian. En México, al no estar
estrictamente regulada la venta de algunas sustancias como el tabaco, el
alcohol y los inhalables, estas drogas de abuso se convierten en unas de
las preferidas por la poblaciéon. Al haber un facil acceso a las drogas de
abuso, el consumo de éstas inicia desde la nifiez y la adolescencia, lo que
genera aun mayor preocupacion entre la poblacién y el personal de salud.
Aungue no se conocen cifras exactas, es comun que las personas lleguen a
consumir algun tipo de droga, como lo son los inhalables, mientras tienen
algun otro padecimiento. Ademas, el consumo de drogas es un posible
factor de riesgo para la presentacion de diversas enfermedades, como
puede ser la diabetes mellitus. No existen datos donde se observe qué es lo
gue sucede cuando esta presente la diabetes y se consumen inhalables,
por lo que se desconocen las consecuencias que puedan llegar a generar a
nivel vascular; por lo tanto, los resultados derivados de esta investigacion
ayudaran a dar un panorama mas claro sobre la reactividad vascular

adrenérgica en la aorta de ratas con diabetes mellitus expuestas a tolueno.
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La induccion de diabetes se realizé a través del modelo experimental donde
se inyectaron 50 mg/kg de stz via i.p, posteriormente se realizd la
evaluacion de las concentraciones de glucosa, al igual que el peso de los
animales de los diferentes grupos, y con base en estos datos se comprobé
la presencia de diabetes, considerando que la concentracion de glucosa
promedio de las ratas diabéticas del grupo de exposicién subaguda fue de
428.7 mg/dl, mientras que el grupo de ratas diabéticas de la exposicion
cronica fue de 587.5 mg/dl, por lo que ambos casos se pudieron considerar
como hiperglicemia severa (Deeds et al., 2011; Furman, 2015). El peso de
las ratas también se vio afectado, principalmente en las ratas de los grupos
de exposicidon cronica, ya que las ratas control no diabéticas tuvieron un
incremento de peso al pasar las semanas, hasta llegar a un peso promedio
de 349.5 g, mientras que los grupos de ratas diabéticas cronicas
mantuvieron su peso inicial, con un promedio de 247.5 g, en donde ademas
de la disminucion del peso, las ratas diabéticas también presentaron
sintomas como polidipsia y poliuria (Flood et al., 1990).
En la presente investigacion, los resultados obtenidos a partir de las curvas
concentracion respuesta a fenilefrina se dividen en tres: la exposicion
subaguda, la exposicion cronica y la comparacion entre estas dos, en
donde de acuerdo con nuestros objetivos lo primero fue evaluar el efecto de
la exposicion subaguda a tolueno sobre la respuesta vascular adrenérgica
en la aorta de ratas con diabetes, en donde resaltaron los siguientes datos:
La mitad de los anillos de aortas provenientes de animales expuestos
de manera subaguda permaneci6 con el endotelio, en donde para esta
mitad de anillos no se logré observar ninguna diferencia significativa
(p>0.05) en cuanto a los efectos maximos de tension entre los
diferentes grupos, lo cual se lo podemos atribuir al correcto
funcionamiento del endotelio y que éste sigue realizando una de sus
funciones como vaso modulador. El endotelio es generador de una
amplia gama de compuestos (Oxido nitrico, prostaciclinas, etc.) y

sefales vasoactivas (Vanhoutte et al., 2013), y estos elementos
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presentes en el endotelio son los encargados de ajustar el flujo
sanguineo, modulando la vasoconstriccion (Vanhoutte et al., 2017;
Khaddaj et al., 2017). Estos resultados coinciden con los reportados por
Ledén en 2008, en donde al realizar curvas concentracion respuesta a
fenilefrina, estando presente el endotelio en los anillos de aorta, no se
lograron observar diferencias significativas entre los diferentes grupos
(control, tolueno, diabetes, diabetes tolueno).

A la segunda mitad de los anillos de aorta se les removié el endotelio
para que se pudieran apreciar los efectos sin tener un vaso modulador
(endotelio), que ajustara la tension de los anillos de aorta. En estos
datos se observé que los grupos control, tolueno y diabetes tolueno
tuvieron una contraccion similar, mientras que cuando se compararon
estos grupos con el grupo diabetes este Ultimo obtuvo una mayor
tension, como lo report6 Lee y colaboradores en 2011, donde observan
gue las concentraciones crecientes a fenilefrina en ratas diabéticas
generan un aumento en la respuesta vascular adrenérgica en los anillos
de aorta (Lee et al., 2011). Otro dato que se aprecia en este estudio es
gue las ratas diabéticas expuestas a tolueno tienen un efecto
significativamente menor que las ratas con sélo diabetes, lo cual se
puede deber a que al ser expuestos las ratas diabéticas a tolueno este
ultimo genere una disminucion en la cantidad de receptores o una
internalizacion de receptores adrenérgicos de la membrana celular del
musculo liso vascular. En nuestros datos se muestra una tendencia
hacia la disminucién de tension en los anillos de aorta de ratas
expuestas a tolueno, lo que también se observé en los datos de Ceja en
2022, por lo cual se considera que el tolueno, en condiciones de
exposicion subaguda, podria estar promoviendo la generacion de
compuestos como el 6xido nitrico, que generen una disminucion de la
tension en los anillos de aorta (Ceja, 2022).

Al realizar las curvas concentracion respuesta con presencia de BMY

7378 (antagonista selectivo a1p adrenérgico) en los grupos de

74



exposicion subaguda, se observé un desplazamiento de las curvas
hacia la derecha, pero al analizar los datos no hubo diferencias en el
pKe, por lo cual se sugiere que no existe un aumento en la expresion y
participacion de los receptores al1p adrenérgicos en la membrana
celular; en este sentido, los datos coinciden con lo publicado por
Rodriguez y colaboradores en 2013 en donde analizan la expresion de
receptores, a través de Western blot, y observan que no existen
diferencias significativas en la expresion de receptores adrenérgicos
a1p cuando se compara el grupo con diabetes temprana con el control
(Rodriguez, 2013).

En los resultados obtenidos para el segundo de nuestros objetivos, que fue

evaluar el efecto de la exposicidon cronica a tolueno sobre la respuesta

vascular adrenérgica en la aorta de ratas con diabetes, resaltan los

siguientes datos:

En los anillos de aorta que conservaron el endotelio se observd que en
los grupos control, tolueno y diabetes tolueno se mantuvo la misma
tension, atribuyendo esto a la vaso modulacién generada por el
endotelio (Michiels, 2003; Ugusman et al., 2021); mientras que en el
grupo de ratas diabetes tolueno se produjo un aumento en la tension de
manera significativa en algunas concentraciones de fenilefrina, en
comparacion con los demés grupos, por lo que se sugiere que cuando
esta presente la diabetes y se realiza una exposicién crénica a tolueno
se genera dafio endotelial. EI dafio endotelial ha sido reportado por
diversos autores, sobre todo cuando hay presencia de diabetes,
afectando principalmente al 6xido nitrico. Existen muchas causas que
pueden llegar a provocar una disminucion del 6xido nitrico, ya que esto
puede suceder por haber una mayor concentracion de
vasoconstrictores como la endotelina 1, los prostanoides o las especies
reactivas de oxigeno (EROs). Estos Ultimos pueden aumentar en la
diabetes y cuando existe una exposicion a hidrocarburos ciclados como
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el tolueno, siendo ésta una posible causa del comportamiento
observado en las curvas a fenilefrina (Hink et al., 2001; Résen, P. et al.,
2001).

e A la mitad de los anillos de aorta de los animales de los grupos que
tuvieron exposicion cronica se les removio el endotelio y se observé
gue hubo un aumento en la tensién en el grupo de ratas expuestas a
tolueno cuando se compararon con los anillos de aorta de los demas
grupos, aunque al realizar el analisis estadistico no se lograron ver
diferencias significativas. En donde si se presentaron diferencias
estadisticamente significativas fue durante la comparacion del grupo
diabetes vs el grupo diabetes tolueno, ya que este ultimo tuvo un
comportamiento similar al grupo control pero mostré un aumento en el
efecto maximo en comparacion con el grupo de ratas diabéticas. Se
aprecia que hubo un aumento en la respuesta vascular adrenérgica
tanto en el grupo tolueno como en el grupo diabetes tolueno, ya que en
ambos casos se observa un efecto mayor que el del grupo de ratas
diabéticas; mientras que en el grupo de ratas con diabetes crénica se
observo que disminuyé la tension, coincidiendo con los datos de Leén y
colaboradores en 2008 vy difiriendo con los de Lee y colaboradores en
2011, lo cual puede ser debido al tiempo de evolucién de la diabetes,
como lo reporta Schulingkamp y colaboradores en 2005 en la diabetes
experimental de 4 semanas en ratas (Lee et al., 2011; Leon et al., 2008;
Schulingkamp et al., 2005).

Para la evaluacion de los resultados obtenidos dentro del tercer objetivo se

realiz6 una comparacion de los efectos en los anillos de aorta con y sin

endotelio, tanto para la exposicion subaguda como crénica, encontrandose
lo siguiente:
e En la comparacion de los anillos de aorta con endotelio de los grupos
de exposicién subaguda vs crénica no se logré ver ninguna diferencia
significativa en los grupos control, al igual que en los grupos tolueno.

Cuando se realizé esta misma comparacion en los anillos de aorta de
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los grupos de ratas con diabetes si se observa una diferencia
significativa en todas las concentraciones, teniendo una mayor
respuesta a la fenilefrina los anillos de aorta con endotelio durante la
diabetes subaguda, lo que difiere con diversos articulos en donde
reportan una mayor respuesta durante la diabetes cronica, como en
los articulos de Lee en 2011 y Rodriguez en 2020, aunque existen
reportes indicando que la diabetes tipo 1 subaguda genera dafio
endotelial, sobre todo en adolescentes (Hoffman, 2014). Lo anterior
se puede atribuir al método de induccién de diabetes, al igual que el
tiempo de exposicion. Por otro lado, cuando se realiza la
comparacion de los anillos de aorta de ratas diabéticas expuestas a
tolueno se aprecia que sélo en una de las concentraciones (1x108°
M) hubo diferencias significativas, observandose el mayor efecto en
el grupo de exposicién crénica; sin embargo, en el grupo de
exposicion cronica se observé una disminucién pequeiia en el efecto
maximo, lo cual puede ser debido a que las ratas diabéticas
expuestas de manera cronica a tolueno pueden estarse adaptando a
la condicion, aunque cualitativamente este grupo se veia con mayor
deterioro fisico que el grupo subagudo.

En la comparacion de los anillos de aorta sin endotelio se observo
que en los grupos control no hubo diferencias estadisticamente
significativas; mientras que cuando se compararon los grupos de
ratas diabéticas se aprecia una disminucién en el efecto del grupo
diabético cronico, lo cual puede atribuirse al tiempo que llevan con la
diabetes, como lo reporta Schulingkamp y colaboradores en 2005,
mientras que el aumento de la tensién en los anillos de aorta del
grupo de ratas con diabetes subaguda lo podriamos atribuir a una
hiperreactividad causada por la estreptozotocina en el periodo de
desarrollo de la diabetes. Cabe mencionar que el mismo efecto de la
diabetes subaguda no se logra observar cuando las ratas diabéticas

son expuestas a tolueno, por lo que se sugiere que cuando las ratas
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diabéticas son expuestas a tolueno estos dos factores pueden
generar una disminucidbn en la concentracion de receptores
adrenérgicos, en comparacion a cuando sélo hay diabetes en el
grupo de exposicion subaguda, aunque otra posible explicacién
puede ser que al estar expuestas las ratas a ambas condiciones se
bloqueen algunos canales, como los canales de Ca*?, generando
una disminucion de la contraccién de los anillos de aorta. La tension
en los anillos de aorta de ratas que fueron expuestas a tolueno de
manera subaguda y croénica tuvo diferencias significativas, teniendo
una mayor tensién los anillos de aorta de ratas que fueron expuestas
a tolueno de manera crénica, en donde se sugiere que esto podria
ser debido a un aumento en la expresibn de receptores
adrenérgicos, aungue este efecto se ve disminuido cuando las ratas
expuestas a tolueno son diabéticas, lo que nos indicaria que cuando
estan las dos condiciones presentes se activa algin mecanismo que

genera la disminucion de tension de los anillos.

Es importante conocer la ubicacién, funcionamiento y expresion de los
diferentes subtipos de receptores adrenérgicos a1, ya que sabiendo esto
podemos valorar cOmo estos receptores se ven involucrados en el correcto
funcionamiento de los diversos 6rganos y ver si estos se pueden ver
alterados por alguna enfermedad o sustancia. A pesar de que existen
diferentes subtipos de receptores adrenérgicos distribuidos a través del
cuerpo, uno de los subtipos de receptores menos estudiados son los
receptores adrenérgicos alfa a1p, estos receptores tienen una importante
participacion en la vasoconstriccion de arterias como la aorta (Buckner et
al., 1996; Qin et al.,, 2019). Por lo anterior, es importante conocer como
dichos receptores se ven involucrados en los resultados de este proyecto.
La participacion de los receptores adrenérgicos se observé a través de la
evaluacion de la afinidad de los receptores a1p hacia el BMY 7378, que es

un antagonista selectivo para este receptor. Se sacaron valores de afinidad
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pKe (andlisis alternativo al andlisis de Schild para las pendientes diferentes
de 1) para cada uno de los grupos de ratas a tres concentraciones
diferentes de BMY 7378.

e Para la observacion de la afinidad por parte del antagonista
adrenérgico selectivo a1D se calcularon los valores de pkB, en
donde los resultados de todos los grupos fueron muy similares, lo
gue nos sugiere que el receptor adrenérgico 0lp se encuentra
presente de manera funcional en la aorta y que tanto en condiciones
de diabetes, exposicion a tolueno y diabetes con exposicién a
tolueno tanto de manera subaguda como crénica no existen
diferencias en el funcionamiento del receptor adrenérgico, ni se esta
afectando la densidad de éste, coincidiendo con lo reportado por
Rodriguez en 2013, donde mencionan que durante la diabetes
subaguda no existe diferencia en la expresion de los receptores
adrenérgicos y difiriendo con lo reportado por Castro en 2006, quien
hace mencion que si existié un aumento en la densidad y expresion

de receptores adrenérgicos Qlp en ratas diabéticas (6 semanas con

diabetes).

Como hemos revisado, algunos de los elementos presentes en el endotelio,
como el oxido nitrico, la endotelina 1, la angiotensina Il, entre otros
(Rajendran et al., 2013) se pueden ver incrementados o disminuidos, en
ambos casos llegando a generar un efecto sobre los diferentes tejidos en
los que se encuentran. Como lo es el caso de la diabetes que llega a
disminuir las concentraciones de Oxido nitrico por el aumento de especies
reactivas de oxigeno, generando un desbalance en la concentracién de
factores vasodilatadores, con esto provocando una mayor contraccion a
nivel vascular (Hadi & Suwaidi., 2007).
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11 Conclusiones
La exposicidon a diabetes subaguda produce una mayor participacién funcional

de los receptores adrenérgicos Q1.

La exposicion cronica a tolueno genera un aumento en la respuesta vascular

adrenérgica en los anillos de aorta en ratas.

La exposicion tanto a la diabetes como al tolueno genera una disminucién de
la respuesta contractil, que se observa aumentada cuando estos dos factores

estan presentes de manera individual.

El endotelio mantiene sus propiedades de vaso modulador cuando existe una
exposicion subaguda a los diferentes tratamientos y esto se ve modificado

conforme aumenta el tiempo de exposicion al tolueno y a la diabetes.

12 Perspectivas

Los resultados obtenidos en el presente proyecto abren la posibilidad de
indagar mas en otros campos que podrian estar siendo afectados por la
diabetes o el tolueno, por lo que seria interesante determinar el
funcionamiento y la expresion de los diferentes subtipos de receptores
adrenérgicos a diferentes tiempos de presentacion de la diabetes y diferentes
duraciones de exposicion a tolueno. De igual forma se podrian cuantificar las
concentraciones de algunos elementos presentes en el endotelio cuando

existe la exposicion a tolueno.
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