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Resumen

Los inhalables son sustancias volatiles a temperatura ambiente, que se
inhalan con el proposito de alterar el estado de conciencia y rara vez son
administrados por otra via que no sea la de la inhalacion. En nuestro pais se
encuentran en segundo lugar de consumo en nifios y jovenes de 12 a 18 afios, y
en nuestro estado se encuentran en primer lugar de consumo entre estudiantes de
preparatoria. Los inhalables se clasifican en cuatro grupos: disolventes volatiles,
aerosoles, gases y nitritos. Se puede entrar en contacto con los disolventes de
abuso por exposicion ocasional, ocupacional y de abuso. El mayor riesgo asociado
al abuso de los inhalables es un proceso conocido como muerte subita por
inhalacion, el cual ocurre después de haber estado expuesto a los disolventes y
ser sometido a alguna situacién de estrés, como ser sorprendido por la policia, los
padres, etc.; los reportes epidemioldgicos indican que el inhalador corre unos
cuantos metros y cae muerto repentinamente, pero los mecanismos por los cuales
se produce no se conocen con exactitud. Sin embargo, estudios anteriores
reportan que las arritmias cardiacas, debido a una “sensibilizacion” del corazon a
la adrenalina son probablemente la causa mas comun de muerte. La hipoétesis de
este estudio fue que la exposicion a disolventes de abuso produce una
hiperreactividad del corazén a la adrenalina en un modelo animal de rata, lo cual
se relaciona con alteraciones en la expresién de los receptores adrenérgicos
cardiacos. Se utilizaron ratas macho Wistar, los cuales fueron expuestos
previamente a 6000 ppm de tolueno, xileno o benceno dos veces al dia por treinta
minutos durante 7 dias en la fase subaguda y dos veces al dia por treinta minutos
durante 4 semanas en la fase cronica. Utilizando la técnica de Langendorff se aislé
y perfundié el corazén. Se construyeron curvas concentracion-respuesta a la
adrenalina (1x10° M - 1X10™ M) en ausencia y en presencia de los antagonistas
adrenérgicos propranolol (1x107 M) y prazosina (1x10” M). Como control fueron
usadas ratas expuestas a aire. Los resultados mostraron que en la exposicion
subaguda hay un aumento en la presion de perfusién, mientras que la exposicion
cronica produjo tolerancia a los efectos producidos por los disolventes en la
exposicion subaguda. La exposicion cronica a tolueno y a xileno y la exposicion
subaguda a tolueno, ocasionaron un aumento en la fuerza de contraccién
ventricular del corazon aislado de rata y la exposicion cronica a tolueno, xileno o
benceno generd una disminucion en la densidad de los receptores [3; adrenérgicos
en el ventriculo, debido a una desensibilizacion de estos receptores por la
exposicién cronica a los disolventes. Los efectos anteriores podrian contribuir, al
menos en parte, a la presentacion de arritmias cardiacas generadas por la
sensibilizacion a la adrenalina y, en consecuencia, a la muerte subita por
inhalacion.
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ABSTRACT

Inhalants are volatile substances at room temperature that are inhaled with
the purpose of altering the state of consciousness and rarely are abused by routes
other than inhalation. In our country, inhalants are the second most-used drug
between street children and teenagers and in our state inhalants are the main
drugs used between high school students. Inhalants are classified in four
categories: volatile solvents, aerosols, gases and nitrites. People can come in
contact with solvents through occasional exposure, occupational exposure and
exposure during abuse episodes. The biggest risk associated with inhalant abuse
is a process known as sudden sniffing death, which occurs after being exposed to
solvents and be subjected to any stressful situation, such as being caught by the
police, parents, etc.; epidemiologic reports indicate that the inhaler runs few feet
and drops dead suddenly, but the mechanisms by which these effects are
produced are still unknown. However, early studies report that cardiac arrhythmias
due to 'sensitization' of the heart to epinephrine is probably the most common
cause of death; based on this evidence, in the present work we tested the
hypothesis that exposure to abused solvents produces an increase in the reactivity
of the heart to the effect of epinephrine, which is associated with alterations in the
expression of cardiac adrenergic receptors. Male Wistar rats were used and
previously exposed to 6000 ppm of toluene, xylene or benzene during 30 minutes,
twice a day for 7 days in the subacute phase and for 30 minutes, twice a day for 4
weeks in the chronic phase. Concentration-response curves to epinephrine
(adrenergic agonist: 1 x 10° M - 1 x 10™ M) were constructed in the absence and
presence of antagonist propranolol (1x10” M) and prazosin (1x107 M) and were
used as control rats exposed to air. The results showed that in the subacute
exposure there is an increase perfusion pressure, while chronic exposure
produced tolerance to the effects produce by subacute solvents exposure. Chronic
exposure to toluene and xylene and the subacute exposure to toluene, caused an
increase in the ventricular contraction force of isolated rat heart, and chronic
exposure to toluene, xylene or benzene caused a decreased in the density of the
B1 adrenergic receptors in the ventricle due to a desensitization of these receptors
bye chronic exposure to solvents. These effects may contribute, at least in part, to
the production of cardiac arrhytmias generated by sensitization to epinephrine and,
consequently, sudden sniffing death.
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l. ANTECEDENTES.

1.1 INHALABLES

1.1.1 DEFINICION

Los inhalables son sustancias volatiles a temperatura ambiente, que cuando se
inhalan pueden producir un estado alterado de conciencia (Cruz y col., 2003a) y
raramente son administrados por otras rutas o vias que no sean la inhalacién
(Gauthereau y col., 2009).

1.2 GENERALIDADES

En México, el abuso de disolventes inicialmente se limitaba a un grupo
minoritario, los jovenes de un nivel socioecondémico bajo, pero se ha extendido y
ahora se observa en todos los sectores, convirtiéndose asi en una droga de
eleccion sobre todo entre la comunidad estudiantil, y este no se consideraba como

grupo de alto riesgo (Medina-Mora y col., 1995).

De acuerdo a un estudio realizado en el 2012 que se basa en la encuesta
nacional de adicciones del 2011 (ENA), sefala que en la poblacién adolescente la
mariguana es la droga de mayor consumo (2.4%), le siguen los inhalables (0.9%)
y la cocaina (0.7%) son las principales drogas de consumo entre los jévenes de 12
a 17 afos (ENA, 2011; Villatoro, 2012). (Fig. 1)
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Figura 1. Encuesta Nacional sobre porcentaje de jovenes de 12 a 25 afios que consumen
drogas por grupos de edad de inicio para cada tipo de sustancia (Tomado y modificado de
Villatoro, 2012).

En el estado de Michoacan, durante el afio 2003 se llevd a cabo una encuesta
sobre el consumo de drogas ilegales, por lo menos alguna vez en la vida, en la
comunidad escolar de menores de 14 afos, dando a conocer que los inhalables se
encuentran en primer lugar de consumo entre este grupo de poblacion,
aproximadamente con un 6.5% de prevalencia de uso (Enc. Nac. Uso de drogas
en estudiantes, Mich) (Fig. 2).
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Figura 2. Uso de drogas (alguna vez) entre la comunidad escolar de menores de 14 afios en
Michoacan (Tomado y modificado de (Enc. Nac. Uso de drogas en estudiantes, Mich).

En un estudio realizado en la ciudad de México en el 2006, los inhalables
ocuparon el segundo lugar entre las sustancias de abuso con una prevalencia del

6.7%, por encima de la cocaina, entre los estudiantes de preparatoria (Villatoro y
col., 2011) (Fig. 3).

8 & Mariguana /'
< @ Inhalables &l
o B Cocaina -
® 61 &
S T\ P Ny
T 41 @ -
= — i [ ] S,
§ }/ - \ o’ u
O 24 &
a
I /.\
... .—n W
04

75 80 8 90 95 00 05 10
Afos en que se realiz6 la encuesta

Figura 3. Tendencia en el uso inadecuado de los disolventes volatiles entre estudiantes de
preparatoria en la ciudad de México (Tomado y modificado de Villatoro 2011)
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Los disolventes se encuentran dentro de un grupo numeroso de componentes
usados en la industria y en productos domésticos y tienen la caracteristica de que
disuelven la grasa y son usualmente liquidos con presiones de vapor altas, puntos

de ebullicién relativamente bajos y altamente lipofilicos (Cruz y Bowen, 2008).

Los disolventes, el adelgazador de pinturas (“thinner”) y los pegamentos son
las sustancias volatiles que de manera frecuente se usan incorrectamente entre la
poblacidon en general y por estudiantes. En México, es comun el uso del “activo”,
el cual es una formulacion enriquecida de tolueno distribuida por traficantes de
drogas. El “activo”, que a veces es tolueno casi puro, es considerado por los
usuarios de drogas menos danino y que produce “resacas mas suaves” que otros
disolventes (Cruz, 2011).

En la mayoria de los casos, los productos comerciales que son sujeto de
inhalacion son mezclas complejas de disolventes que contienen tolueno en mayor
porcentaje, pero que también pueden poseer otros disolventes de abuso como el
xileno y el benceno (Arlien-S@borg, 1992; ATSDR, 1994).

1.2.1 CLASIFICACION DE LOS INHALABLES

De acuerdo a la definicidbn de inhalables, podemos ve que ésta, abarca una
amplia gama de sustancias quimicas encontradas en cientos de productos
diferentes, que pueden tener diversos efectos farmacologicos, por lo que el NIDA
proponen cuatro categorias generales para clasificar a los inhalables: disolventes
volatiles, aerosoles, gases y nitritos; basandose en la forma en la que éstos a
menudo se encuentran en los productos domésticos, industriales y médicos
(NIDA, 2004).

1. Disolventes volatiles: Son liquidos que se evaporan a temperatura
ambiente. Se encuentran en una gran variedad de productos econdmicos
gue se pueden obtener facilmente y que son de uso comun en el hogar y en
la industria. Esta categoria incluye a los removedores de pinturas, liquidos
para lavado en seco, quitagrasas, gasolinas, pegamentos, liquidos

correctores y marcadores con punta de fieltro.
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2. Aerosoles: Son formas comerciales que contienen propulsores y

disolventes. Estos incluyen a las pinturas pulverizadas, atomizadores para
desodorantes y fijadores de pelo, rociadores de aceite vegetal para cocinar
y rociadores para proteger telas o tejidos.

Gases: Incluyen a los anestésicos de uso médico como el éter, el
cloroformo, el halotano y el 6xido nitroso, siendo este Ultimo gas el que mas
se consume en situacién de abuso. También dentro de esta categoria se
incluyen a los gases que se utilizan en productos domésticos o comerciales,
como en los encendedores de butano, los tanques con gas propano y los
gue se usan para enfriamiento como refrigeradores.

Nitritos: Se consideran una clase especial de inhalables, ya que a
diferencia de la mayoria de los demas inhalables que actdan directamente
sobre el sistema nervioso central (SNC), la accion principal de los nitritos es
sobre los vasos sanguineos al dilatarlos y relajar los masculos. Asimismo,
mientras que los demas inhalables se utilizan para alterar el estado de
animo, los nitritos se usan principalmente para intensificar el placer sexual
(NIDA, 2004).

De acuerdo con su estructura quimica, Los disolventes volatiles se clasifican

en varios grupos como se resume en el cuadro 1. (Cruz y col., 2003b). (Tabla 1):

Tabla 1. Clasificacién de los disolventes de acuerdo a su estructura quimica

Grupo

Ejemplos

Hidrocarburos alifaticos

Hidrocarburos aromaticos

Hidrocarburos halogenados

Hidrocarburos ciclicos
Alcoholes

Eteres

Esteres

Aldehidos

Cetonas

Hexano, heptano

Benceno, tolueno, xileno,
alquilbencenos
1,1,1-tricloroetano (TCE), cloroformo,
fluoraotil

Ciclohexano

Etanol, metanol

Dietil éter, isopropil éter

Etil acetato, isopropil acetato
Formaldehido, acetaldehido
Acetona, metil,etil-cetona,
ciclohexanona

Modificado de Ayres y Taylor, 1989.
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Los disolventes se encuentran en productos de uso comercial, su posesion es
legal, son baratos y la inhalacion de sus vapores no se considera una conducta de
alto riesgo en comparacion con otras drogas, lo cual los convierte en drogas de

abuso de facil acceso (Cruz y col., 2003a).

1.2.2 TOLUENO

1.2.2.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

CH,

Figura 4. Estructura quimica del Tolueno

El tolueno, conocido también como metilbenceno, fenilmetano, toluol, benceno
monometil y metilbenzol tiene una férmula quimica de CsHsCH3 y es un liquido
incoloro con olor parecido a los disolventes de pintura. Es miscible en la mayoria
de los disolventes organicos apolares, pero casi inmiscible en el agua (ATSDR,
2000) (Fig. 4; Tabla 2)

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas del tolueno (Tomado y modificado de ATSDR, 2000)

Propiedad Informacion
Peso Molecular 92.14 g/mol
Color Incoloro
Estado Fisico Liquido
Punto de Fusion -95 °C
Punto de Ebullicion 110.6 °C
Densidad 0.8669 g/ml
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1.2.2.2 USOS

El tolueno existe de forma natural en el petréleo crudo y en el arbol told. Se
produce en el proceso de fabricacion de la gasolina y otros combustibles del
petréleo crudo (ATSDR, 2000). La gasolina contiene de 5 a 7 % de tolueno, el cual
también esta presente en el humo del cigarro, pudiendo absorber el fumador de 80
a 100 pg de este solvente por cigarro (Cruz y Bowen, 2008). El tolueno se adiciona
a los combustibles como antidetonante, se usa en la fabricacion de pinturas, lacas,
diluyentes de pinturas, barniz para las ufias, adhesivos, caucho y en algunos
procesos de impresion y del cuero curtido y ademas es el producto de partida en

la sintesis del TNT (2, 4,6-trinitrotolueno).

1.2.2.3 FARMACOCINETICA

El tolueno se absorbe facilmente por los pulmones y el tracto gastrointestinal y
en menor grado por la piel. La absorcion por los pulmones depende del volumen
respiratorio, la concentracion en el aire del tolueno, el tiempo de exposicion,
coeficiente de particion (sangre/aire), la transportacion en la sangre, la solubilidad
en los tejidos y la taza metabdlica. La concentracion del tolueno en la sangre se
incrementa durante los primeros 10 a 15 minutos después de la exposicion,
alcanzando rapidamente un nivel constante después de los 25 minutos (Arlien-
Sw@borg, 1992).

Después de ser absorbido, el tolueno es ampliamente distribuido a los
diferentes tejidos, dependiendo del coeficiente de particién, la perfusion en el
organo, la duracion de la exposicion y la velocidad de eliminacion (Arlien-Sgborg,
1992). EIl tolueno absorbido es distribuido a la sangre y a los tejidos ricos en
lipidos y ampliamente vascularizados como el cerebro, higado y pulmones
(ATSDR, 2000).

En el higado, el tolueno es oxidado a acido benzoico (aproximadamente 80%)
via alcohol bencilico y benzaldehido. El 4cido benzoico se conjuga casi en su
totalidad con la glicina para formar acido hipurico y es excretado en la orina
(Arlien-Sgborg, 1992; Cruz, 2008). Por su parte, sélo una pequeiia parte del

tolueno se conjuga con el acido glucurénico y se excreta en la orina como
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glucuronato benzoico. (Arlien-Sgborg, 1992). El acido hipurico es el principal
metabolito del tolueno y puede ser usado como un marcador bioldégico de la
exposicion a tolueno en sangre y orina (Cruz, 2008). También pueden detectarse
en la orina pequefias cantidades de o-cresol (0.1%) y p-cresol (1 %).

1.2.3 XILENO

1.2.3.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

CH3 CH3 CH3

CH3

iZH
CH

Figura 5. Estructura quimica del Xileno

El xileno es el nombre con el que se conoce a los dimetilbencenos. Segun
la posicion relativa de los grupos metilo en el anillo de benceno, se diferencia entre
orto-, meta- y para-xileno (o con sus nombres sistematicos 1,2-; 1,3-; y 1,4-
dimetilbenceno). Se trata de liquidos incoloros e inflamables con olor dulce. El
xileno también se conoce como xilol o dimetilbenceno (ATSDR, 2000) (Fig. 5;

Tabla 3).
Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas del xileno (Tomado y modificado del ATSDR, 2000).

Propiedad Informacion
Peso Molecular 106.2 g/mol
Color Incoloro
Estado Fisico Liquido
Punto de Fusion o-xileno: -25 °C
m-xileno: -18 °C
p-xileno: 13 °C
Punto de Ebullicion o-xileno: 144 °C
m-xileno: 139 °C
p-xileno: 138 °C
Densidad 1.02 g/mi
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1.2.3.2 USOS

Los xilenos se encuentran en los gases del coque, en los gases obtenidos en
la destilacion seca de la madera (de alli su nombre: xilol significa madera en
griego) y en algunos petréleos. Se utiliza principalmente como disolvente en la
impresion, el caucho y las industrias de cuero, también se usa ampliamente como
agente de limpieza, como diluyente para pintura y en barnices. En menor medida
es usado como materia en industria quimica, plasticos y fibras sintéticas, y como
ingrediente en el revestimiento de telas y papeles. Los isomeros se utilizan en la
fabricacion de ciertos polimeros, tales como los plasticos y se encuentra en menor

cantidad en el combustible de avién y en la gasolina (ATSDR, 2000).

1.2.3.3 FARMACOCINETICA

La absorcion del xileno ocurre por la inhalaciéon de los vapores y por contacto
de la piel con la forma liquida. La retencién pulmonar de los vapores del xileno en
el hombre alcanza aproximadamente el 60-65% de la cantidad inhalada
(Lauwerys, 1984).

En el hombre se ha calculado que se metaboliza aproximadamente el 95% del
xileno absorbido y solamente del 3% al 6% se excreta inalterado en el aire

espirado (Lauwerys, 1984).

Se pueden detectar vestigios de xileno en todos los 6rganos y, en especial, en
las glandulas suprarrenales, la médula 6sea, el bazo vy el tejido nervioso. El xileno
se oxida en el organismo para formar &cidos toluicos (acidos o-, m- y p-
metilbenzoico), que a su vez reaccionan con la glicina y el acido glucurénico
(Mager y col., 2008).

La ruta metabdlica principal es la oxidacién del acido toluico correspondiente
(acido metilbenzoico). En el hombre, estos acidos se conjugan principalmente con
la glicina para formar acidos o-, m- y p-metilhiparicos (acidos toluricos), que se

excretan en la orina. También tiene lugar la hidroxilacion del anillo aromatico in
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vivo con la formacién de los xilenoles, estimandose que en el hombre es inferior al

2% del xileno absorbido (Lauwerys, 1984).
1.2.4 BENCENO

1.2.4.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

Figura 6. Estructura quimica del Benceno

El benceno es un liquido incoloro de olor caracteristico y dulce. Se evapora en
contacto con el aire rpidamente y es poco soluble en agua. Es altamente
inflamable y se forma tanto por procesos naturales como por actividades humanas
(ATSDR, 2007). Se conoce con los sindbnimos de anuleno, bencina, benzol y
ciclohexatrieno (Fig. 6, Tabla 4).

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas del benceno (Tomado y modificado del ATSDR,

2000).

Propiedad Informacion
Peso Molecular 78.11 g/mol

Color Incoloro

Estado Fisico Liquido

Punto de Fusion 55°C

Punto de Ebullicion 80.1°C
Densidad 0.8789 g/ml

1.2.4.2 USOS

El benceno se obtiene a partir del petr6leo mediante procesos industriales

como la reformacion catalitica, entre otros. Es un buen disolvente de lacas,
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barnices, ceras, resinas, plasticos, hules y aceites. También es utilizado como
aditivo de gasolina (NIDA, 2004).

1.2.4.3 FARMACOCINETICA

La absorcion del benceno ocurre principalmente por la inhalacion de los
vapores y en segundo lugar a través del contacto en su estado liquido con la piel
(Lauwerys, 1983).

En un estudio con voluntarios expuestos a benceno se encontré6 que la
absorcion del benceno era aproximadamente del 50%, encontrandose los niveles
mas elevados de benceno en el tejido adiposo y en la médula ésea, debido a su
elevada lipofilicidad (Lauwerys, 1983).

Una fraccion del benceno absorbido se excreta inalterada en el aire exhalado.
Varios autores encontraron que, en el hombre, la fraccion eliminada en el aire
exhalado varia entre el 10% y el 50%, dependiendo de la actividad metabdlica y la
cantidad de grasa. La fraccion restante se metaboliza (Lauwerys, 1983).

La primer reaccion metabdlica es la transformacion del benceno en epdxido
benceno, este compuesto intermediario se puede unir a los constituyentes
celulares (p.e.: ADN o proteinas) o se transforma en otros derivados del benceno.
El epoxido benceno parece ser el responsable de la accion mielotoxica del
benceno. El epdxido puede ser transformado no enzimaticamente en fenol,
conjugandose después con acido glucurénico o con el anion sulfato, los glucurono
y sulfoconjugados del fenol se excretan por la orina. El fenol (libre o conjugado)

constituye el principal metabolito urinario del benceno (Lauwerys, 1983).

1.2.5. TIPOS DE EXPOSICION A LOS DISOLVENTES

Se puede entrar en contacto con los disolventes de muchas maneras: en el
hogar, en el trabajo o por inhalacion intencional con el objetivo de alterar el estado
de animo. Las exposiciones casuales incluyen exposiciones ocasionales, esto

quiere decir, episodios breves de tiempo donde generalmente las personas no se
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percatan de que estan en contacto con un disolvente de abuso, como cuando un
disolvente es usado con propésitos domeésticos, por ejemplo: limpiadores o cuando
un individuo carga su carro con gasolina. Las exposiciones ocupacionales o
laborales se refieren a la presencia cronica de bajos niveles de inhalables,
alrededor de 50 ppm para el caso del tolueno, en el lugar de trabajo y durante
tiempos prolongados, aproximadamente 6 o mas horas al dia, cinco dias a la
semana (Bowen y col., 2006; Cruz, 2011). La concentracion de disolventes en el
aire en un lugar de trabajo va del intervalo de 100 ppm hasta pocos miles de ppm

dependiendo del disolvente (Bowen y col., 2006).

Los niveles de exposicion durante los episodios de abuso son muchos mas
altos que las concentraciones presentadas durante las exposiciones ocasionales o
las exposiciones ocupacionales tipicas. El abuso tipico implica de 15 a 20
inhalaciones de concentraciones muy altas de disolvente, en el rango de 20 mil
ppm de tolueno, lo cual, ocurre en periodos muy cortos de tiempo (10 — 15
minutos) (Bowen y col., 2006; Cruz, 2011).

Los disolventes volatiles pueden ser aspirados por la nariz o por la boca de
diversas maneras (NIDA, 2004):

e Aspirando o inhalando los vapores directamente de los recipientes.

e Rociando los aerosoles directamente en la nariz o en la boca.

e Aspirando o inhalando los vapores de sustancias que han sido rociadas o
depositadas dentro de una bolsa de plastico o papel.

e Colocando en la bolsa un trapo que ha sido impregnado con un inhalable,

lo cual en México es comunmente conocido como “mona”.

1.2.6. EFECTOS CRONICOS DE LOS DISOLVENTES

1.2.6.1. TOLERANCIA, DEPENDENCIA Y SENSIBILIZACION

La administracion repetida de drogas de abuso en animales de laboratorio

puede producir tolerancia y dependencia fisica. Se define como tolerancia a la
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disminucién del efecto de un farmaco en administraciones repetidas o a la
necesidad de usar dosis cada vez mayores para obtener el efecto inicial. Se
conoce como sensibilizacién o tolerancia inversa al fendmeno que se produce
cuando la administracion repetida de la misma dosis del farmaco no disminuye el
efecto, sino que lo intensifica (Goudi y Emmett, 1989). La dependencia fisica se
describe como un estado adaptativo que se produce cuando se deja de
administrar la droga y que se caracteriza por la presentacién de un sindrome de
abstinencia especifico (Martinez y col., 2003). En la literatura aparecen solo
algunos reportes de los efectos producidos por la administracion repetida de
disolventes de abuso en animales de laboratorio. Por ejemplo, en un estudio se
comparé el efecto hipnético del tolueno tras una exposicibn aguda y una
exposicidn cronica, encontrando que la exposicion crénica a tolueno aumenté la
latencia de presentacion del efecto hipnético en comparacién con la latencia
observada tras la exposicién aguda (Lorenzana y Salas, 1990). También se han
realizado estudios que analizan el efecto de la exposicion cronica de diferentes
disolventes en los modelos de conducta operante. En general, se ha reportado
que el tolueno, el TCE y el tricloroetileno, tras un tratamiento agudo, disminuyen el
desemperio de los animales en esta prueba. Sin embargo, cuando se administran
con wuna frecuencia cronica, el desempefio de los animales mejora
significativamente (Bushnell y Oshiro, 2000; Moser y col., 1985: Rees y col., 1989).
Por otro lado, Arito y col., en 1985 administraron tolueno via i.p. en forma aguda y
crénica y observaron diferentes conductas, tales como la actividad locomotora y la
ingesta de liquidos. En todos los casos encontraron que la administracion cronica

de tolueno producia efectos mayores que la administracion aguda.

Solo se dispone de un par de reportes sobre la dependencia fisica
producida por la administracion repetida de disolventes como el TCE y el tolueno.
En el primer estudio se expuso a ratones a TCE (500 a 4000 ppm) de manera
continua durante cuatro dias. La supresion de la administracion del disolvente
produjo convulsiones inducidas al sujetar a los ratones por la cola. La reexposicion
de los animales a TCE durante el periodo de abstinencia redujo la frecuencia y la

gravedad de las convulsiones. Es importante sefialas que la exposicion a tolueno,
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asi como la administracién de etanol, pentobarbital y midazolam, suprimié también
las convulsiones producidas por la abstinencia a TCE (Evans y Balster, 1993).
Posteriormente, en un trabajo similar, Wiley y col., en el 2003 reportaron que la
administracion repetida a tolueno (250 ppm / 4 dias) produce también este
sindrome de abstinencia. Sin embargo, se requieren de muchos mas estudios en
los que se evallen los efectos de exposiciones breves pero repetidas a

concentraciones altas de disolventes, como sucede en los casos de abuso.
1.2.7. MECANISMOS DE ACCION DE LOS DISOLVENTES

Desde hace muchos afios, se ha observado que los disolventes de abuso
muestran similitudes farmacoldgicas con los depresores clasicos del SNC, como lo
son los barbitaricos, las benzodiacepinas y el etanol, por lo que se considerd
importante establecer si existian mecanismos celulares en comudn para estos
efectos (Arlien-Sgborg, 1992).

En 1998, Cruz y colaboradores estudiaron los efectos del tolueno en los
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA: formados por las subunidades NR1/2B,
NR1/2A o NR1/2C) expresados en ovocitos de rana del género Xenopus laevis y
encontraron que el tolueno produce una inhibicion rapida, casi completa y
reversible de las corrientes a través de estos canales, demostrando que algunos
efectos del tolueno pueden ser debidos a la inhibicion de estos receptores,
acciones tales como: dafio motor, efectos anticonvulsivantes, ansioliticos y euforia,
las cuales son similares a las presentadas por el etanol. En el 2000, Cruz y
colaboradores probaron otros disolventes ademas del tolueno: benceno, m-xileno,
etil-benceno, propil-benceno, 1,1,1-tricloroetano (TCE) y el 2,2,2-trifluoroetil éter,
conocido como fluorotil y observaron también una inhibicion de las corrientes a
través de los receptores antes mencionados, excepto con el fluorotil; al igual que
con el tolueno, esta inhibicion es rapida, casi completa y reversible. Ademas la
inhibicion de las corrientes inducidas a través de los receptores NMDA fue
dependiente de la dosis y de las subunidades que los conforman. La inhibicion se
produjo en concentraciones micromolares, aproximadamente de 200 yuM vy el
subtipo del receptor NMDA que fue mas sensible al efecto de los disolventes fue el
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NR1/2B, en comparacion con el subtipo NRI/2A. En cuanto a los disolventes
utilizados, los resultados mostraron que de los alquilbencenos propuestos, el TCE
fue el inhibidor menos potente de los receptores NMDA y el mas potente fue el
tolueno (Cruz y col., 1998 y 2000).

Cabe mencionar que la perturbacion membranal se produce con

concentraciones superiores a 200 mM.

En el 2000, Beckstead y colaboradores examinaron los efectos del tolueno,
el tricoloroetileno y el TCE en los receptores GABAA y glicina, como posibles
blancos moleculares de los disolventes de abuso. Se mostrd que estos inhalables
actian como moduladores alostéricos, aumentando de forma reversible las
corrientes inhibitorias mediadas por los receptores GABAA aif; Yy glicina as,
expresados en ovocitos de Xenopus laevis, en concentraciones de
aproximadamente 200 a 900 pM. En este estudio se observdé que las
concentraciones probadas no alteraron la integridad de la membrana celular
(Beckstead y col., 2000).

El subtipo de receptor 5-HT3 es el Unico receptor serotoninérgico
ionotropico y es un blanco de accion del etanol, por lo cual ha sido también foco
de interés en la evaluacion del mecanismo de accion de los disolventes. En el
2003, Lopreato y colaboradores estudiaron el efecto del tolueno, del tricloroetileno
y del TCE sobre los receptores 5-HT3; expresados en ovocitos de rana y
encontraron que los tres disolventes incrementan las corrientes activadas por la
serotonina de manera reversible y dependiente de la dosis, en concentraciones
entre 0.3 mMy 2 mM (Lopreato, 2003).

En 2002, Bale y colaboradores demostraron que el tolueno produce una
inhibicion reversible y dependiente de la concentracion de las corrientes inducidas
por acetilcolina en los receptores colinérgicos nicotinicos expresados en ovocitos
de rana. Los receptores formados por las subunidades asB, y asB, fueron mas
sensibles a la inhibicién por tolueno que los formados por las subunidades a4B,
asPs y a; (Bale y col., 2002).
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En 2003, Cruz vy colaboradores mostraron que concentraciones
relativamente bajas de tolueno (300 pM) pueden bloquear los canales de sodio
cardiacos humanos expresados en ovocitos de Xenopus laevis y se propuso que
estos efectos podrian ser los responsables, al menos en parte, de las arritmias
cardiacas inducidas por tolueno y de la muerte subita por inhalacion (Cruz y col.,
2003).

1.2.8 MUERTE SUBITA POR INHALACION

El mayor riesgo asociado al abuso de los inhalables es la muerte subita por
inhalacion, este sindrome se produce por la inhalacién de sustancias volatiles en
concentraciones muy altas, que puede inducir ritmos cardiacos irregulares y
provocar un fallo cardiaco y la muerte en pocos minutos después de una sesion de
inhalacion prolongada. La muerte subita por inhalacion puede ocurrir durante la
exposicién o en las siguientes horas después de la exposicion (Shepherd, 1989;
NIDA, 2004; Mutlu Vural, 2007).

El mecanismo preciso por el cual se produce la muerte subita por inhalacién no
se conoce con exactitud (Taylor y Harris, 1970; Shepherd, 1989; Flanagan, 1994;
Wilcosky y Simonsen, 1997), pero efectos indirectos como trauma, aspiracién de
vomito y asfixia se asocian con el uso de bolsas de plastico, donde predominan las
muertes relacionadas con disolventes contenidos en los pegamentos (Flanagan,
1994).

Se han propuesto 4 mecanismos para la muerte subita asociada al abuso de
inhalables: anoxia, depresion respiratoria, inhibiciébn vagal y arritmias cardiacas,
estas Ultimas conllevan a un paro cardiaco o cardiorrespiratorio y parecen ser la
causa mas frecuente de muerte por abuso de sustancias volatiles (Shepherd,
1989).

Los reportes epidemiologicos existentes indican que, durante un proceso
llamado sensibilizacion cardiaca, la exposicion a disolventes en presencia de

niveles circulantes elevados de adrenalina puede ocasionar arritmias cardiacas,
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siendo este mecanismo la causa aparente de muerte entre muchos inhaladores
(Bass, 1970; Shepherd, 1989; Wilcosky y Simonsen, 1991). Frecuentemente, la
muerte subita ocurre después de inhalar algin disolvente de abuso y haberse
sometido a ejercicio 0 una situacion estresante, tal como pelear o al ser
sorprendidos inhalando por los padres o por la policia. Debido a que la actividad
fisica vigorosa aumenta los niveles circulantes de adrenalina, la combinacién de
ejercicio y la exposicién a disolventes como el tolueno y el TCE pueden producir
fibrilacién ventricular (Wilcosky y Simonsen, 1991). En muchos casos, hay un
pequefio intervalo antes de la muerte en el cual el inhalador subitamente corre
unos cuantos metros y cae al suelo sin vida. Sin embargo, es dificil decir si la
causa de ese panico aparente es el resultado de una arritmia cardiaca severa
asociada con edema pulmonar severo, de los efectos subjetivos provocados por el
efecto de los disolventes, de una crisis por un exceso de adrenalina o de una
combinacion de todos estos factores. Esta demostrado que la actividad fisica o el
estrés promueven la liberacibn de grandes cantidades de adrenalina a la
circulacion y que ésta puede potenciar los efectos cardiacos de los hidrocarburos
volatiles. No obstante, en las autopsias realizadas donde la muerte subita se
atribuy6 a un exceso de catecolaminas, no se han encontrado endocrinopatias, ni

causas anatdémicas de muerte (Bass, 1970).

Los canales de sodio dependientes de voltaje son los responsables de la
despolarizacién de la membrana y de la conduccién del potencial de accién en el
corazén. Evidencias existentes sugieren que la inhibicion de estos canales podria

provocar arritmias cardiacas (Cruz y col., 2003).

1.3.0 RECEPTOR

Un receptor es una proteina funcional que actta transformando la uniéon de una
sustancia mensajera (en el dominio de union al ligando de la proteina) en un
efecto (mediado a través del dominio de transduccion de sefiales del receptor)
(Neubig y col., 2003).
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Existe una gran cantidad de clasificaciones de los receptores, pero la que nos
interesa es la clasificacion de los receptores en base a su ligando enddgeno, por
ejemplo: receptores colinérgicos, receptores serotoninérgicos y receptores

adrenérgicos, etc. (Jiménez y Campos, 2008).
1.3.1 RECEPTORES ADRENERGICOS

Son proteinas que pertenecen a un grupo de proteinas transmembranales que
atraviesan siete veces la membrana celular, por lo que también son conocidos
como receptores de siete dominios transmembranales (7TM) (Perez., 2012), los
cuales median acciones centrales y periféricas de la noradrenalina (norepinefrina)
y de la adrenalina (epinefrina). Los receptores adrenérgicos se encuentran en casi
todos los tejidos periféricos y en muchas de las poblaciones neuronales dentro del
SNC. Tanto la adrenalina como la noradrenalina desempefian papeles importantes
en el control de la presidbn sanguinea, la fuerza y la velocidad contractil del
corazoén, la reactividad de las vias respiratorias y una gran variedad de funciones

metabdlicas y del SNC.

En 1948, los receptores adrenérgicos fueron primeramente divididos en dos
tipos: a y B, basados en sus caracteristicas farmacol6gicas, como por ejemplo, la
potencia de los agonistas. Basados en evidencias tanto farmacolégicas como
moleculares, es mas claro un esquema de clasificacion basado en tres tipos: a; a,

y B, cada uno es dividido en al menos tres subtipos (Ahlquist, 1948) (Fig. 7).
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Receptores adrenérgicos

Receptor a;.adrenérgico Receptor a,.adrenérgico  Receptor B.adrenérgico

Olia Ol Oip Ooa Olop Ooc By B2 B3

Figura 7. Clasificacién de los receptores adrenérgicos (Tomado de Perez y col., 2012)

Los receptores adrenérgicos son receptores acoplados a proteinas G
(GPCRs por G protein-coupled receptors), dichas proteinas son heterotrimeros
que poseen un papel esencial en la transduccién de sefiales, ya que asocian al
receptor con las proteinas efectoras localizadas en el interior celular. Las
subunidades que conforman a las proteinas G son o (39 — 46 kDa), B (37 kDa) y y
(8 kDa), con las subunidades B y y funcionando como una sola unidad, al formar
un complejo estrechamente asociado. La subunidad a de las proteinas G posee un
sitio de unién con alta afinidad por nucleétidos de guanina (GTP o GDP), asi como
actividad de GTPasa, que hidroliza el GTP a GDP. Debido a esta caracteristica,
las proteinas G pueden encontrarse en dos estados: con la subunidad a asociada
a GDP y unida al complejo By (estado inactivo), y con la subunidad asociada a

GTP y disociada del complejo By (estado activo) (Sanchez-Lemus y col., 2004)
(Fig. 8)
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Figura 8. Estado inactivo y activo de la Proteina G (Tomado y modificado de Sdnchez-Lemus
y col., 2004).

1.3.1.1 RECEPTORES a;-ADRENERGICOS

Existen tres subtipos de receptores aj-adrenérgicos: aia, Oig Y aip los
cuales han sido caracterizados usando criterios funcionales (farmacolégicos),
estructurales y transduccionales (Villalobos-Molina e lbarra, 1996; Villalobos-
Molina y col., 1997; Hiraoka y col., 1999; Turnbull y col., 2003; Perez y col., 2012).

Los receptores adrenérgicos a; Se encuentran en la membrana
postsindptica de los o6rganos efectores y pueden mediar muchos efectos
caracteristicos, que se designaron de forma inicial como alfa adrenérgicos,

incluida la contraccion del musculo liso, principalmente.

Estos receptores estan acoplados a proteinas Ggi11 para estimular la
activacion de la fosfolipasa C (PLC). Esta enzima cataliza la hidrdlisis de
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (IP;) y la subsecuente formacién de inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) (Garcia-Sainz y col., 2000). Por su naturaleza
hidrofilica, el IP3; difunde al citosol, mientras que el DAG permanece en la
membrana plasmatica debido a su naturaleza lipofilica. El IP3 se une a receptores
ionotropicos localizados en el reticulo endoplasmico, induciendo su apertura v,
debido al gradiente de concentraciones existente, la salida al citosol de iones de
Ca”". Por su parte, el DAG, por si mismo o en combinacién con iones de Ca?*,
activa a la proteina cinasa C (PKC) (Sanchez-Lemus y Arias-Montafio, 2004) (Fig.
9).
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Figura 9. Mecanismo de sefalizacion transduccional para los receptores a,adrenérgicos.
(Tomado y modificado de Peréz-Ordaz, 2008).
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1.3.1.2 RECEPTORES B; ADRENERGICOS

Los receptores B-adrenérgicos son proteinas conformadas por 450 a 600
aminoécidos y tienen un peso molecular de 40 a 50 kDa (Dominguez-Vara y col.,
2009). Hay 3 subtipos de receptores: B1, B2 ¥ Bs. Los receptores B; y B2 estan
ampliamente distribuidos, pero el receptor B; es predominante en el corazon vy el
receptor B, se encuentra en musculo liso, como en los vasos sanguineos y en los
bronquios (de Montmollin y col., 2009) (Tabla 5).

Tabla 5. Distribucion de los receptores adrenérgicos en el corazén. Modificado de Goodman
y Gilman

Organo o Sistema Efecto Simpatico Receptor Adrenérgico
Corazon
_ _ Aceleracion de la B1> B2
Nodo sinoauricular _ )
frecuencia cardiaca
Incremento en la
. . B1> B2
Auriculas contractiidad y en la
velocidad de conduccion
Incremento en la
Nodo o B1> B2
_ ) automaticidad y en la
auriculoventricular _ y
velocidad de conduccién
Incremento en la
: . . . B> B2
Sistema de His-Purkinje automaticidad y en la
velocidad de conduccién
Incremento en la
. . B1>PB2
Ventriculo contractiidad y en la
velocidad de conduccién
Vasos Sanguineos
_ _ Contraccion y dilatacion ay, Oz; B2
Arterias y arteriolas
_ Contraccion y dilatacion ai, O2; B2
Coronarias
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La estimulacion simpatica del corazon mediante los receptores f;
adrenérgicos (B-AR) induce efectos inotropicos (aumento en la fuerza de
contraccion) y cronotropicos (aumento en la frecuencia de contraccion) positivos,
llamados “respuesta de lucha o huida”, el mecanismo mas efectivo del incremento

agudo de salida del corazon (Grimm y Brown, 2010).

Para que se puedan producir estos efectos, los receptores (Bi1-adrenérgicos
estan acoplados a proteinas G de tipo s. Las proteinas de esta familia fueron
originalmente identificadas a través de la toxina de Vibrio cholerae, agente
causante del coélera. La toxina estimula a la subunidad as, de ahi su nombre de “s”
(del inglés “stimulating”). La enzima efectora activada por las proteinas de esta
familia es la adenilato ciclasa, que cataliza la conversién de ATP a AMP ciclico
(AMPc). Esta molécula se une a las regiones reguladores de la proteina cinasa A
(PKA), también conocida como cinasa dependiente de (AMPc). La uniodn libera a
las subunidades cataliticas de la PKA, que fosforilan sustratos especificos. En el
corazon, la PKA fosforila a las regiones citoplasméticas de los canales de calcio
tipo L, lo que incrementa su oportunidad de apertura y, en consecuencia, aumenta

las corrientes entrantes de Ca®" (Jiménez y Campos, 2008) (Fig. 10).
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Figura 10. Mecanismo de sefializacion transduccional para los receptores Bjadrenérgicos.

Tomado y modificado de Jiménez y Campos, 2008.

1.4.0 EFECTOS CARDIACOS DE LOS DISOLVENTES DE
ABUSO EN MODELOS ANIMALES

Desde 1911, Levy & Lewis observaron que gatos bajo anestesia con
cloroformo eran inesperadamente sensibles a la inyeccién de adrenalina. Cuando
los animales inhalaban cloroformo en una concentraciéon de 0.5% 0 2.0% en el aire
y después recibian una inyeccion intravenosa en bolo de adrenalina (dosis total
hasta 65 microgramos [ug]), presentaban un patron “heterogenético” en el
electrocardiograma, es decir, pausas cortas en el latido cardiaco seguidas por
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taquicardia. La administracion continua de cloroformo resultaba finalmente en
fibrilacion ventricular. Estudios posteriores mostraron que las variaciones en la

sensibilidad cardiaca dependen de la duracion y del grado de anestesia.

En 1937, Meek refind el protocolo experimental de Levy y usd perros como
modelo animal. Estos autores también demostraron que se produce un incremento
en la sensibilidad del corazon al hidrocarburo (ciclopropano) cuando la inhalaciéon
fue acompafada por una inyeccién intravenosa de adrenalina. Con base en estos
estudios, el peligro potencial asociado a los hidrocarburos como agentes
anestésicos, seguido de la administracion de adrenalina, se empezd a reconocer

claramente.

En 1946, Chenoweth not6 por primera vez que el butano, el hexano, el éter
de petréleo, la gasolina, el xileno y el tolueno podrian producir efectos

cardiotoxicos.

En 1948, Garb & Chenoweth realizaron una serie de experimentos en
musculos papilares aislados en animales usando diferentes concentraciones de
varias sustancias volatiles con y sin la adicion de adrenalina u otras aminas
simpatomiméticas. Ellos notaron que en presencia de cloroformo o benceno (pero
mucho menos con dietil éter, etanol y acetona) el miocardio fue mas irritable

cuando se expuso a hormonas simpatomiméticas.

En 1970, Taylor y Harris reportaron que, en ratones, la inhalacién de
pegamento que contiene tolueno produce alteraciones en el electrocardiograma

después de la inyeccion de atropina.

En 1971, Reinhardt y en 1973, Clark and Tinston, trabajaron en la
identificacion de un modelo animal apropiado para determinar las dosis adecuadas
de adrenalina exdégena para simular la circulacion sanguinea de adrenalina. Y
dedujeron que dosis altas de adrenalina (8 g/kg) producen fibrilacion ventricular,
por lo que para pruebas de sensibilizacion cardiaca se deben usar dosis mas

pequenas.
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En 1986, Vidrio y colaboradores observaron las diferencias del tolueno y
benceno en su capacidad para producir efectos en el electrocardiograma y
observaron que aunque ambos solventes tienden a incrementar la frecuencia
cardiaca, el tolueno disminuye la conduccién intraventricular y particularmente la

atrioventricular; mientras que el benceno acelera la conduccion en la auricula.
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. Justificacion

La inhalacion de disolventes de abuso representa un problema importante de
salud publica en México y, a pesar de los informes epidemioldgicos existentes,
este grupo de drogas de abuso es el menos estudiado. Otro de los puntos
importantes del abuso de disolventes, es que son productos disponibles para
cualquier persona, sin importar clase social ni educacion, ya que son productos
econdmicos, de facil acceso a la poblacion y su posesion es legal. Por lo tanto, en
la actualidad este problema de salud no sélo es caracteristico de la poblacion de
escasos recursos sin la oportunidad de una educacion digna, como inicialmente
surgio, sino que actualmente cualquier persona en la escuela, en el trabajo, en el
hogar o en la calle puede adquirir un producto que contenga en su formulacion

algun disolvente o una mezcla de disolventes y ser propenso a iniciar el abuso.

Por las evidencias que se tienen hasta el momento, se sabe que los
disolventes de abuso, en presencia de catecolaminas enddégenas, generan
arritmias cardiacas que llevan a la presentacion de muerte subita, pero no se
conoce con exactitud el mecanismo preciso por el cual se producen y existe poca
informacion acerca de los efectos cardiacos que pudieran tener los disolventes de
abuso.

Ademas, no se conoce con exactitud el efecto de los disolventes de abuso

sobre la respuesta adrenérgica en el corazén en un modelo animal.

Existen limitantes metodoldgicas y éticas que imposibilitan el estudio, desde el
punto de vista farmacolégico y molecular, de los receptores adrenérgicos

cardiacos en humanos expuestos a disolventes de abuso.

La mayoria de los estudios acerca del efecto de los inhalables se efecttan
tratando de simular la exposicion ocupacional, es decir, concentraciones bajas de
disolventes por tiempos prolongados y se enfocan a las acciones de estas
sustancias sobre el sistema nervioso central; sin embargo, los efectos de los
inhalables sobre el sistema cardiovascular pueden conducir a la muerte de

guienes consumen estas drogas de abuso.
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Con base en lo anteriormente expuesto, en el presente proyecto se plantea un
esquema experimental que tiene como objetivo imitar el abuso de disolventes en
inhaladores, es decir, exposiciones a concentraciones altas de disolventes por
lapsos de tiempo cortos, de esta forma se podria abordar el problema desde el
punto de vista farmacologico, al estudiar la posible sensibilizacion a adrenalina en
corazones de animales expuestos de manera sub-aguda o cronica a disolventes
de abuso, como el tolueno, el xileno y el benceno y desde el punto de vista
molecular, por medio del analisis de la expresion proteica de los receptores a; y

Bi-adrenérgicos.

Los disolventes que fueron utilizados en el presente proyecto han demostrado
ser arritmogénicos y estan presentes en gran cantidad en productos comerciales

comunes en el hogar, como “thinner”, pegamentos y pinturas en aerosol.
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lll. Hipobtesis

La exposicion a disolventes de abuso produce una hiperreactividad del corazén
a la adrenalina, lo cual se relaciona con alteraciones en la expresion de receptores

adrenérgicos.
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IV. Objetivo General

En un modelo animal, investigar el efecto de la exposicion sub-aguda y crénica

a tolueno, a xileno y a benceno, sobre la reactividad del corazén a la adrenalina y

sobre la expresion de receptores adrenérgicos.

V. Objetivos Particulares

1. Estudiar el efecto de la exposicibn sub-aguda (1 semana) a una

concentracion de 6000 ppm de tolueno, xileno o benceno sobre la presion
de perfusion, la frecuencia cardiaca y la fuerza de contraccion ventricular en
el corazén aislado de rata.

Examinar el efecto de la exposicion crénica (4 semanas) a una
concentracion de 6000 ppm de tolueno, xileno o benceno sobre la presion
de perfusion, la frecuencia cardiaca y la fuerza de contraccion ventricular en
el corazén aislado de rata.

Evaluar la expresion proteica de los receptores a; y Bi-adrenérgicos en el
corazon de ratas tratadas de manera cronica con los disolventes de abuso

(tolueno, xileno y benceno).
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VI. Material y Métodos

1. Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso entre 250 y 300 g, las
cuales se mantuvieron bajo ciclo normal de luz-oscuridad de 12:12 h con libre
acceso a comida y a agua. Todos los procedimientos experimentales estuvieron
de acuerdo a lo que dicta el comité local de ética y siguieron las regulaciones
establecidas en la Norma Oficial Mexicana de especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio “NOM-062-ZO0-1999”.
2. Disolventes y farmacos

En este proyecto se emplearon: tolueno, benceno y xileno (Reactivos Meyer)
como disolventes representativos. Los animales se expusieron a una
concentracion del disolvente de 6000 ppm, la cual produce claros efectos
conductuales en los animales con una recuperacion total posterior. Ademas, se
utilizaron adrenalina, propanolol y prazosina (Sigma-Aldrich), cuyas soluciones se
prepararon en el momento de ser utilizadas. La adrenalina se prepar6 mediante
una disolucién en solucién salina al 0.9% y se utilizé en un rango de 1 x 10° M — 1
x 10* M, el propranolol se utiliz6 en una disolucién en solucién salina a una
concentraciéon 1 x 10”7 M, la prazosina se utilizé en una concentracion de 1 x 107
M y como anestésico se utilizd pentobarbital sédico (Pet’'s Pharma) a una dosis
de 55 mg/kg. Los anticuerpos necesarios para biologia molecular se adquirieron
de Santa Cruz Biotechnology.

3. Exposicion a disolventes

Se utiliz6 una camara de exposicion estatica de cristal, con forma cilindrica y
un volumen de 29 I. Esta cAmara es una jarra cromatografica con tapa de acrilico.

La tapa tiene puertos de inyeccion y se conecta, en su parte externa, al motor de
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un ventilador cuyas aspas proyectan hacia el interior de la camara. Bajo las aspas
hay una malla metdlica donde se coloca un papel filtro para administrar alli los
disolventes. Para la exposicién, se colocé una rata de manera individual en el
fondo de la camara, la tapa se cerr6 de manera hermética y posteriormente se
inyectd una cantidad conocida de disolvente sobre el papel filtro y el ventilador se
encendié para permitir la inmediata evaporaciéon y distribucion homogénea del
disolvente (Fig. 11). Las concentraciones de vapor deseadas se alcanzaron en
menos de 1 min y permanecieron constantes durante la exposicion (30 min). La
camara se coloco dentro de una campana de extraccion (Cruz y col., 2003b;
Bowen y col., 2006). El volumen de disolvente que se utilizé se calculé con la
ecuacion de Nelson (1971):

_ PMxCppm Vs P(107°)
- d *TRT

Donde:

V = volumen del disolvente que se necesita inyectar para obtener la concentracion

deseada (ml).

PM = peso molecular del disolvente (g/mol).

Cppm = concentracion a utilizar (ppm).

Vs = volumen de la camara de exposicion estatica (1).

d = densidad del disolvente (g/ml).

P = presion atmosférica (atm).

R = constante general de los gases (I * atm * mol™* K™).

T = temperatura absoluta (K).
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Figura 11. Camara de exposicién estética

4. Disefo experimental

Este estudio se desarroll6 en tres fases experimentales. En la primera, se
evalué el efecto de la exposicion subaguda (30 min, 2 veces al dia durante 7 dias)
a la concentracion escogida (6000 ppm) de tolueno, benceno o xileno sobre la
sensibilizacion a adrenalina en la preparacién de corazon aislado de rata, tipo
Langendorff; los grupos (n=5) estuvieron integrados como sigue: grupo expuesto a
tolueno, grupo expuesto a benceno, grupo expuesto a xileno y un grupo expuesto

solamente a aire, tomado como grupo control.

En la segunda fase, se estudié el efecto de la exposicion crénica (30 min, 2
veces al dia durante 4 semanas) a la concentracion escogida (6000 ppm) de
tolueno, benceno o xileno sobre la sensibilizacién a adrenalina en la preparacion
de corazén aislado de rata, tipo Langendorff. Los grupos son similares a los de la
primera fase.
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En la tercera fase, al término de los experimentos funcionales, se determinoé la
expresion proteica de los receptores a; y B;-adrenérgicos, en el corazon de ratas
tratadas de manera cronica (por 4 semanas) por medio de la técnica de Western
Blot.

5. Preparacion del corazon aislado y perfundido mediante la preparacion

de Langendorff

El principio basico de esta preparacion radica en la posibilidad de perfundir las
arterias coronarias usando una canula de perfusion retrograda posicionada en la
aorta donde, gracias a una presion de perfusion adecuada del liquido nutriente, se
mantiene cerrada la valvula aértica y el flujo se desvia en su totalidad hacia el
orificio de las coronarias, nutriendo la masa ventricular, sin existir llenado

ventricular (Riascos y col., 2004).

Bajo anestesia profunda, se administr6 una dosis de heparina (100 UI/Kg) via
i.p., para prevenir la formacion de coagulos o trombos en el corazén aislado
(Sutherland y col., 2000), una vez que la rata estuvo completamente anestesiada
el corazon fue aislado y puesto en una solucién de perfusion fria alrededor de 30 s
hasta que se colocé en un sistema de érgano aislado tipo Langendorff. EI corazon
se perfundié con solucion de Krebs-Henseleit, el cual imita el contenido i6nico de
la sangre o el plasma y se mantuvo a un pH de 7.4, burbujeado con 95% de O, —
5% de CO, a 37 °C. Esta solucion tiene la siguiente composicién (en mM): NacCl
118.0, KCI 4.70, KH,PO,4 1.18, MgS0O, 1.66, CaCl, 2.52, NaHCO3; 24.88, glucosa
24.88 y Ca-EDTA-Na 2.0 (Doring y col., 1988). Se trabajé con un flujo coronario
constante de 10 ml/min del perfusado para obtener una presion basal de
perfusién. El incremento en la presion de perfusion se midié utilizando un
transductor de presion (Grass), adaptado a un sistema de adquisicion de datos
(Biopac). Los cambios en la presion de perfusion indicaron cambio en la
resistencia ventricular y, a la par, se midio la frecuencia cardiaca y la fuerza de

contraccioén ventricular.
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El sistema de dérgano aislado consiste en: una bomba de recirculacion, la cual
mantiene todo el equipo a una temperatura de 37°C, un matraz balon, el cual esta
formado por dos camisas que mantienen la soluciébn de Krebs-Henseleit a la
temperatura y el pH adecuados gracias a la bomba de recirculaciéon y al
carbdgeno, la bomba peristaltica mueve el liquido de perfusion a lo largo de todo el
equipo, desde el matraz balon hasta el corazon, un serpentin que transporta el
liquido de perfusion hasta la canula en el corazoén, el cual se encuentra dentro de
una camara compuesta también de dos camisas para mantener el corazon a la

temperatura de 37°C.

Se obtuvieron curvas concentracién-respuesta a la adrenalina, al administrar
diferentes bolos crecientes de adrenalina (1 x 10° M hasta 1 x 10 M), a través de
un puerto de inyeccion en el equipo que llega hasta la canula insertada en la aorta.
Posteriormente, se corri6 una segunda curva a la adrenalina, pero ahora en
presencia de los antagonistas respectivos propanolol (antagonista de los
receptores B adrenérgicos: 1 x 107 M) y prazosina (antagonista de los receptores
a; adrenérgicos: 1 x 107 M) contenido en la solucién de Krebs-Henseleit, 20

minutos antes y durante la realizacion de la curva.

6. Analisis por Western Blot de los receptores a; y B1 adrenérgicos en el

corazén

a) Homogenizacién

Los corazones aislados se dividieron en aorta, auriculas y ventriculos, para
posteriormente hacer un homogenado de cada una de las partes divididas,
aplicando 1 ml de una solucion de lisis que esta formada por: Trizma-Base 10 mM
pH=7.4, NaCl 5 M, Triton x-100, dodecil sulfato de sodio (SDS) 10%, fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF: como inhibidor de proteasas). Se centrifugaron a 10,000
rom durante 10 minutos a 4°C, separando el sobrenadante y congelandolo hasta

su posterior uso. El liquido decantado se desecho.
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b) Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas se determind por el método de Lowry (1951).
Primeramente se realiz6 una curva de calibracién con albumina sérica bovina
(BSA) a volumenes correspondientes a 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 ul albimina,
a partir de una soluciéon madre de 1.44 mg/ml de albumina sérica bovina y se
complementaron con solucién salina 0.9% hasta 100 pl. En el caso de las
muestras, se agregaron 10 pl del homogenado y se adicionaron 90 ul de solucién
salina. Tanto a la curva de calibraciébn como a las muestras se les agregaron 1 ml
de mezcla de reaccion (solucion A: Na,CO3 2% y NaOH 0.4%, solucion B: CuSO,4
0.5% vy solucion C: Tartrato de sodio y potasio 1%), incubando a temperatura
ambiente por 10 minutos en obscuridad; posteriormente, se adicionaron 100 ul de
reactivo de Folin 1N incubando a temperatura ambiente por 30 minutos en
obscuridad y leyendo a una absorbancia de 750 nm en una espectrofotometro. La
curva de calibracion se realizdé en Microsoft Office Excel 2007 y por extrapolacion
se calcul6 la concentracion de proteinas de las muestras, empleando la ecuacion

de la linea recta.

c) Electroforesis

Al volumen de las muestras calculadas por la curva de calibracion se le afadio
la misma cantidad de buffer de carga Laemlli que contiene SDS 10%, glicerol,
Trizma-Base 1 M pH=6.8, azul de bromofenol 0.01% y B-mercaptoetanol 20%, y

se hirvié (= 100 °C durante 5 minutos) para desnaturalizar a las proteinas.

Se prepararon geles SDS-PAGE al 10% y se carg6 una cantidad de proteina
constante (30 pg) de cada una de las muestras en pozos diferentes, en el primer
pozo se cargo 5 pl de marcador de peso molecular (Bio-Rad). La electroforesis se
llevo a cabo durante 2 horas aproximadamente, a 100 V, para separar las

proteinas en funcién de su peso molecular por la aplicacion de un campo eléctrico.
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d) Transferencia

Una vez terminada la electroforesis, las proteinas separadas en el gel se
transfirieron a membranas de PVDF (fluoruro de polivinildieno; Bio-Rad), utilizando
buffer de transferencia (Trizma-Base 25 mM, glicina 192 mM y metanol). La
transferencia se llevé a cabo en un equipo de transferencia en semiseco (Trans-
Blot; Bio-Rad) a 15 V por 40 minutos.

e) Blogueo de membranas e incubacidon con anticuerpos

Después de la transferencia, las membranas fueron bloqueadas con buffer de
lavado TBS-T + 5% de leche baja en grasas (Trizma-Base 20 Mm, NaCl 137 mM,
Tween 20 0.05% y leche baja en grasas 5%), durante 1 h a temperatura ambiente.
Después, las membranas se incubaron con anticuerpo policlonal de cabra contra
el receptor a;-adrenérgico o contra a-actina y con el anticuerpo policlonal de
conejo contra el receptor B;-adrenérgico (Santa Cruz), diluidos 1:1000, en TBST-

leche 5% a 4°C durante toda la noche, con agitacion continua.

Las membranas se lavaron 3 veces con TBS-T durante 5 minutos y se
incubaron con el anticuerpo secundario (anti-cabra o anti-conejo; Santa Cruz)
conjugado con peroxidasa de rabano, diluido 1:1000 con TBS-T-leche 5%, durante
2 h a temperatura ambiente y se lavaron 5 veces: 2 veces con TBS-T 0.15 M, una
con TBS-T 1 M y dos mas con TBS-T 0.15 M durante 5 min, en cada lavado con

agitacion constante.

f) Reaccion quimioluminiscente

Las membranas se incubaron con luminol (Invitrogen) como sustrato
guimioluminiscente, siguiendo las recomendaciones del fabricante, posteriormente
se expusieron a una placa fotografica para captar la luz emitida por la reaccion.
Las membranas incubadas con los anticuerpos contra los receptores 1- y ai-
adrenérgicos se expusieron durante 20 seg y las del anticuerpo contra -actina se
expusieron 10 seg. Las peliculas se digitalizaron con ayuda de un escaner

ScanJet 3200C (Hewlett Packard) y la intensidad de las bandas se determin6 con
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un software de andlisis de imagenes (Quantity One 1-D Image Analysis Software:

Bior Rad) y se normalizaron con la intensidad de la B-actina (proteina control).
VIl. Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media + error estdndar (e.e.) de 5
experimentos (n=5). Las diferencias entre los datos se analizaron por medio de
analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de la prueba de Dunnet, usando
el programa SigmaPlot (version 11.0; SPSS Inc.). Para los experimentos de
biologia molecular, los resultados se expresaron como la media + e.e. de 3
experimentos (n=3). Para el analisis densitométrico se empledé el programa
Quantity One. Las graficas se elaboraron con el programa SigmaPlot (version
11.0, SPSS Inc.). En todos los casos, se consideré que las diferencias entre los

grupos son estadisticamente significativas con un valor de p < 0.05.
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VIll. RESULTADOS

8.1 EFECTO DE LA EXPOSICION SUBAGUDA Y CRONICA A
TOLUENO, XILENO O BENCENO SOBRE LA PRESION DE PERFUSION
DEL CORAZON

La fase subaguda consistié en exposiciones a-tolueno, xileno o benceno en
una concentracion de 6000 ppm 30 minutos, 2 veces al dia durante 7 dias,
mientras que la fase crénica consistidé en exposiciones a tolueno, xileno o benceno
a 6000 ppm, 30 minutos, 2 veces al dia durante 4 semanas consecutivas. En la
figura 12 se observan las curvas concentracion-respuesta a la adrenalina, donde
se hace la comparacion entre los resultados de la fase subaguda y la fase crénica;
asimismo, en cada fase se hace una comparacion de los disolventes probados

(tolueno, xileno y benceno) contra el grupo control.

Se muestra que en la fase subaguda-(fig. 12a) los corazones de las ratas
expuestas a los disolventes tuvieron una presion de perfusion basal mayor en
comparacion con el grupo control, a diferencia de la fase crénica (fig. 12b) donde
los corazones expuestos a disolventes presentaron una presiéon de perfusion basal

similar o menor a la que presentaron los corazones del grupo control (Fig. 12).

El incremento presentado en la presion de perfusion tanto para los
corazones expuestos a los disolventes como para los corazones control, fue
dependiente de la concentracion de adrenalina, es decir, a mayor concentracion
de adrenalina, mayor el incremento en la presién de perfusion, dicho efecto se
observé tanto en la exposicion subaguda (fig. 12a) como en la exposicion crénica
(fig. 12b).

En la fase subaguda (fig. 12a) el tolueno (p=0.004) y el benceno (p=0.016)
fueron diferentes estadisticamente del grupo control y entre los tres disolventes el
tolueno (p=0.031) mostré una diferencia estadisticamente significativa con
respecto al xileno, en cuanto a los efectos que se observaron sobre la presion de
perfusién después de la administraciéon de adrenalina. En cambio, en la fase

cronica (fig. 12b) el tolueno (p=0.029), el xileno (p<0.001) y el benceno (p<0.001)
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mostraron ser diferentes estadisticamente del control, mientras que entre los

disolventes no hubo diferencia estadisticamente significativa.

PRESION DE PERFUSION

a) Exposicion subaguda b) Exposicién crénica
25 4 *
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*
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0 # r r r r r r T’ r r r r r r
-10 -9 -8 7 -6 5 -4 3 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4

Log adrenalina [M] Log adrenalina [M]
@ Control

B Toluenos000 ppm
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Figura 12. Efecto de las diferentes concentraciones de adrenalina [M] sobre el incremento en
la presion maxima de perfusion (mmHg) en corazones expuestos a disolvente (tolueno,
xileno o benceno, 6000 ppm) o a aire, en forma subaguda (a) y crénica (b). Los datos se
expresan como la media + e.e. de 5 experimentos. a): *p<0.05 corazones expuestos a
tolueno y benceno vs corazones control, +p<0.05 corazones expuestos a tolueno vs
corazones expuestos a xileno; b) *p<0.05 corazones expuestos a los disolventes (tolueno,
xileno y benceno) vs corazones control. Prueba de Tukey.
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8.1.1. CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA A LA ADRENALINA EN
AUSENCIA'Y PRESENCIA DE LOS ANTAGONISTAS

CONTROL

a) Exposicion subaguda b) Exposicion crénica
25 h

20

15

10 *

*
5 * * * *
04 y

-10 9 8 7 6 5 4 3-10 9 8 7 6 5 4 3
Log adrenalina [M] Log adrenalina [M]
@ Adrenalina
@ Adrenalina + Antagonistas
c) Control subagudo vs Control crénico
25

A presion de perfusion (mmHg)

0 # T T T T T T "
-10 9 -8 7 -6 5 -4 -3
—O— Control subagudo

Log adrenalina [M
—@— Control crénico 9 [M]

Figura 13. Curvas concentracion-respuesta a la adrenalina en ausencia y en presencia de
antagonistas adrenérgicos (propranolol [1x10'7 M] y prazosina [1X1O'7 M]) en corazones
expuestos a aire de manera subaguda a) y crénica b). Los datos se expresan como la media
+ e.e. de 5 experimentos. *p<0.05 adrenalina vs adrenalina + antagonistas (propranolol y
prazosina). ¢) Comparacion entre el efecto producido por la adrenalina tanto en la
exposicion subaguda como en la crénica, en corazones de animales control (expuestos a
aire).
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TOLUENO 6000 ppm
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Figura 14. Curvas concentracion-respuesta a la adrenalina en ausencia y en presencia de
antagonistas adrenérgicos (propranolol [1x107 M] y prazosina [1X10" M]) en corazones
expuestos a tolueno 6000 ppm manera aguda a) y crénica b). Los resultados se expresan
como la media + e.e. de 5 experimentos. *p<0.05 adrenalina vs adrenalina + antagonistas
(propranolol y prazosina). c) Comparacién entre el efecto producido por la adrenalina tanto
en la fase subaguda como en la crénica en corazones de animales expuestos a tolueno 6000
ppm. *p<0.05 tolueno subagudo vs tolueno crénico. Prueba de Tukey).
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XILENO 6000 ppm

a) Exposiciéon subaguda b) Exposicidn crénica
25 9 4

20 o
15 4

10 1

*
*
5
* * * *
0 f r r r r r r v v v r r r r
-10 -9 -8 -7 -6 5 -4 -3 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4
Log adrenalina [M] Log adrenalina [M]

< Adrenalina
& Adrenalina + antagonistas (propranolol y prazosina)

Xileno subagudo vs Xileno crénico
*

N
a1

N
o

AN
al

[y
o

A presion de perfusion (mmHg)
(6)]

-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3

—@~ Xileno subagudo | 5 adrenalina [M]
—@— Xileno crénico

Figura 15. Curvas concentracion-respuesta a la adrenalina en ausencia y en presencia de
antagonistas adrenérgicos (propranolol [1x10'7 M] y prazosina [1X10'7 M]) en corazones
expuestos a xileno 6000 ppm de manera subaguda a) y crénica b). Los resultados se
expresan como la media + e.e. de 5 experimentos. *p<0.05 adrenalina vs adrenalina +
antagonistas (propranolol y prazosina). ¢) Comparacion entre el efecto producido por la
adrenalina tanto en la fase subaguda como en la crénica en corazones de animales
expuestos a xileno 6000 ppm. *p<0.05 xileno subagudo vs xileno crénico. Prueba de Tukey).
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BENCENO 6000 ppm
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Figura 16. Curvas concentracion-respuesta a la adrenalina en ausencia y en presencia de
antagonistas adrenérgicos (propranolol [1x10'7 M] y prazosina [1X10'7 M]) en corazones
expuestos a benceno 6000 ppm de manera subaguda a) y crdnica b). Los resultados se
expresan como la media = e.e. de 5 experimentos. *p<0.05 adrenalina vs adrenalina +
antagonistas (propranolol y prazosina). ¢) Comparacion entre el efecto producido por la
adrenalina tanto en la fase subaguda como en la crénica en corazones de animales
expuestos a benceno 6000 ppm. *p<0.05 benceno subagudo vs benceno crénico. Prueba de
Tukey).
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En las curvas concentracion-respuesta a la adrenalina (fig. 13 - 16) se
puede apreciar un incremento en la presion de perfusion, dependiente de la
concentracion de adrenalina, tanto en los grupos expuestos a disolventes como en
los grupos control. En presencia de los antagonistas adrenérgicos se puede
observar que éstos fueron capaces de bloquear el incremento en la presion de
perfusion en respuesta a la administracion de adrenalina en los corazones

expuestos a los disolventes y en los corazones control.

Por su parte, al comparar los resultados de la exposicion subaguda con la
exposicidn cronica, se puede observar que los corazones de las ratas expuestas a
los disolventes de manera subaguda mostraron un incremento en la presion de
perfusion mayor al que presentaron los corazones expuestos a disolventes en la
fase cronica (fig. 14 - 16). Ademas, hubo una disminucién estadisticamente
significativa en el incremento en la presion de perfusion de los corazones
expuestos de manera cronica a los disolventes, con respecto a los corazones de la

exposicion subaguda: tolueno (p<0.001), xileno (p=0.001) y benceno (p<0.001).

8.2 EFECTO DE LA EXPOSICION SUBAGUDA Y CRONICA A
TOLUENO, XILENO O BENCENO SOBRE LA FRECUENCIA CARDIACA

La figura 17 muestra la frecuencia cardiaca en corazones de animales
expuestos a disolventes o a aire de manera subaguda (a) y cronica (b), donde se
puede observar que hay un aumento, dependiente de la concentracion de

adrenalina, en la frecuencia cardiaca de todos los grupos experimentales.
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FRECUENCIA CARDIACA

a) Exposicion subaguda b) Exposicion cronica
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Figura 17. Efecto de las diferentes concentraciones de adrenalina [M] sobre la frecuencia
cardiaca (LPM: latidos por minuto) en corazones expuestos a disolvente (tolueno, xileno o
benceno, 6000 ppm) o a aire, en forma subaguda (a) y crénica (b). Los datos se expresan
como lamedia = e.e. de 5 experimentos.

Al comparar el efecto de la exposicion subaguda y cronica (fig. 18) para
cada disolvente sobre la frecuencia cardiaca, se puede apreciar que, aunque la
frecuencia cardiaca basal es menor para los corazones de animales expuestos de
manera subaguda a los disolventes, no se alcanzaron diferencias

estadisticamente significativas.
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Figura 18. Comparacién del efecto de la exposicion subaguda y crénica a disolventes
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FRECUENCIA CARDIACA

a) Control subagudo vs control crénico b) Tolueno subagudo vs tolueno crénico

(tolueno, xileno o benceno) o aire sobre la frecuencia cardiaca. Los datos se expresan como
la media + e.e. de 5 experimentos.
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8.3 EFECTO DE LA EXPOSICION SUBAGUDA Y CRONICA A
TOLUENO, XILENO O BENCENO SOBRE LA FUERZA DE
CONTRACCION VENTRICULAR

En la figura 19 se muestra la fuerza de contraccion ventricular en corazones

de animales expuestos de manera subaguda o cronica a disolventes o a aire.

FUERZA DE CONTRACCION VENTRICULAR
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Figura 19. Efecto de las diferentes concentraciones de adrenalina [M] sobre el incremento en
la fuerza de contraccion ventricular (mmHg) en corazones expuestos a disolvente (tolueno,
xileno o benceno, 6000 ppm) o a aire, en forma subaguda (a) y crénica (b). Los datos se
expresan como la media = e.e. de 5 experimentos. a). *p<0.05 corazones expuestos a
tolueno vs corazones control; b) *p<0.05 corazones expuestos a tolueno y a Xxileno vs
corazones expuestos a benceno. Prueba de Tukey.

En esta figura se puede observar que tanto en los corazones de animales
expuestos 1 semana (subagudo), como 4 semanas (cronico) a disolventes o0 a
aire, se produjo un aumento de la fuerza de contraccién ventricular dependiente de
la concentracion de adrenalina. En la exposicién subaguda (fig. 19a), el grupo de
tolueno fue diferente estadisticamente al grupo control, mientras que en el caso de
la exposicion cronica, los corazones expuestos a disolventes (tolueno y xileno)

mostraron un incremento mayor en la fuerza de contraccion ventricular en
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comparacion con el incremento presentado por el grupo control. Ademas, el

tolueno y el xileno fueron diferentes estadisticamente del benceno.
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Figura 20. Comparacion del efecto de la exposicion subaguda y crbonica a
disolventes (tolueno, xileno y benceno) o a aire sobre la fuerza de contraccidn ventricular.
Los datos se expresan como la media = e.e de 5 experimentos. b) *p<0.05 tolueno cronico vs
tolueno subagudo, c) *p<0.05 xileno cronico vs xileno subagudo. Prueba de Tukey.
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En la figura 20 se muestra la comparacion de la exposicién subaguda y
cronica para cada disolvente, sobre la fuerza de contraccion ventricular y se puede
observar que la exposicion crénica a tolueno y a xileno produjo un aumento
estadisticamente significativo en la fuerza de contraccion ventricular (p=0.023 y
p=0.017, respectivamente) con respecto a los corazones de animales expuestos
de manera subaguda a estos disolventes. Por su parte, con la exposicion a

benceno no se presentaron diferencias estadisticamente significativas.

8.4 ANALISIS MOLECULAR DE LA EXPRESION DE LOS
RECEPTORES a; y B; ADRENERGICOS EN LOS CORAZONES
EXPUESTOS DE MANERA CRONICA A DISOLVENTES

Para determinar la expresion proteica de los receptores a; y PBi
adrenérgicos en los corazones de las ratas expuestas cronicamente a los
disolventes o a aire de cada uno de los grupos experimentales, se obtuvieron
muestras de aorta, auricula y ventriculo, que posteriormente se sometieron a

separacion de proteinas por medio de la técnica de Western Blot.

Con las bandas obtenidas en cada placa fotografica se realizé un analisis
densitométrico y se calculo el cociente de la densidad de la proteina de cada
receptor adrenérgico entre la densidad de la proteina usada como control interno

(a-actina).

La figura 21 muestra la densidad de los receptores adrenérgicos asa (fig.
21a), aip (fig. 21b) y aip (fig. 21c) expresados en la aorta de los corazones de las
ratas expuestas a aire, tolueno, xileno o benceno, junto con las bandas

representativas obtenidas de cada subtipo de receptor adrenérgico.
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Figura 21. Expresion de los receptores a;, (), aig (b) y a;p (c) adrenérgicos en la aorta de
animales expuestos de manera cronica (4 semanas) a aire (control), tolueno, xileno o
benceno. Los datos fueron normalizados con la expresién de una proteina de referencia (a-
actina). Las barras representan el promedio + e.e de 3 animales por grupo y se expresan en
unidades arbitrarias (U.A.).

Se puede observar que, para los 3 subtipos del receptor a; adrenérgico
(a1a, 01 Y a1p), Se logré la deteccion de la expresion de los receptores; sin
embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los

diferentes grupos.

Ademas, se realizo el andlisis de la expresion de los subtipos de los
receptores a; adrenérgicos en los tejidos de la auricula y del ventriculo; no
obstante, no se detectaron los subtipos de los receptores a;, adrenérgicos en los

tejidos antes mencionados (datos no mostrados).
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Figura 22. Expresion de los receptores B; adrenérgicos en las auriculas de animales
expuestos de manera crénica (4 semanas) a aire (control), tolueno, xileno o benceno. Los
datos fueron normalizados con la expresion de una proteina de referencia (e-actina). Las
barras representan el promedio + e.e de 3 animales por grupo y se expresan en unidades
arbitrarias (U.A.).
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Figura 23. Expresion de los receptores B; adrenérgicos en los ventriculos de animales

expuestos de manera crénica (4 semanas) a aire (control), tolueno, xileno o benceno. Los

datos fueron normalizados con la expresion de una proteina de referencia (e-actina). Las
barras representan el promedio + e.e de 3 animales por grupo y se expresan en unidades

p<0.05 corazones expuestos a disolventes (tolueno, xileno y benceno) vs
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En las figuras 22 y 23 se muestra la expresion de los receptores B; en las
auriculas y en los ventriculos, respectivamente, de ratas expuestas a disolventes
(tolueno, xileno o benceno) o a aire. En el caso de las auriculas (fig. 22), se puede
observar una tendencia a disminuir la densidad de receptores B; en los corazones
de las ratas expuestas a tolueno y a benceno en comparacion con los corazones
control; sin embargo, esta diferencia en la densidad de receptores no fue
estadisticamente significativa.

Por su parte, en los ventriculos (fig. 23) se observd una disminucién en la
densidad de los receptores [(; adrenérgicos en los corazones de las ratas
expuestas a los disolventes. Sin embargo, a diferencia de las auriculas, la
disminucién en la expresion de receptores B; fue estadisticamente significativa
para los corazones de las ratas expuestas a los disolventes, comparados con los

corazones control.
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IX.  DISCUSION DE RESULTADOS

La mayoria de los reportes que existen sobre los efectos de los disolventes de
abuso se han enfocado a sus acciones sobre el SNC; sin embargo, los estudios

acerca de los efectos sobre el corazén son escasos.

Para este proyecto se empled un modelo experimental de corazon aislado y
perfundido de rata utilizando la técnica descrita por Oscar Langendorff en 1895

(Riascos-Bernal y col., 2004), la cual tiene como principales ventajas:

1. Es una preparacion altamente reproducible, en la cual el corazén aislado
puede ser estudiado rapidamente y en grandes cantidades a un bajo costo.

2. Pueden ser medidos indices bioquimicos, fisioldégicos, morfolégicos vy
farmacoldgicos. Estas mediciones pueden ser en ausencia de los efectos
de otros drganos, el propio sistema circulatorio y una amplia gama de
complicaciones  periféricas como la circulacibn de factores
neurohormonales.

3. Al haber denervacion y ausencia de otros factores periféricos, se pueden
estudiar de manera aislada los efectos de las catecolaminas y otros

neurotransmisores que se adicionan al perfusado.

La primera especie de la cual se aisl6 el corazén con éxito fue la rana; no
obstante, en el presente trabajo se decidi6 utilizar el corazén de rata, ya que es sin
duda el mas frecuentemente estudiado y es por mucho el mejor caracterizado.
Ademas, es el corazon mas empleado en preparaciones de perfusion mas

complejas.

El modelo de Langendorff posee dos tipos de preparacion que pueden ser
usadas dependiendo de los requerimientos del experimento: a flujo constante o
presion de perfusién constante; y para este proyecto se utilizé el modelo de flujo

constante, el cual se mantuvo a 10 ml/min.

Los disolventes empleados en este proyecto: tolueno, xileno y benceno, son

disolventes que han mostrado afectar seriamente la salud, llegando incluso a
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provocar la muerte, ya que se ha visto que poseen efectos cardiovasculares,
dentro de los cuales las arritmias cardiacas son una de las causas de muerte que
han sido asociadas con el abuso de estas sustancias. Se sabe que la inhalacion
de tolueno puede provocar anormalidades cardiacas, especificamente arritmias y

producir muerte subita por inhalacion (ASTDR, 2000).

9.1 EFECTO DE LA EXPOSICION A DISOLVENTES SOBRE LA
PRESION DE PERFUSION DEL CORAZON

Como se mostrod en la figura 12, los efectos del tolueno, el xileno y el benceno
indicaron que a medida que se fue aumentando la concentracion de adrenalina se
fue observando una mayor presion de perfusién en los corazones de las ratas que
previamente se expusieron con los disolventes de manera subaguda; esto
concuerda con los estudios que realizaron en 1973 Clark y Tinston donde hicieron
experimentos en perros, los cuales fueron expuestos a sustancias quimicas
ampliamente utilizadas en el campo de la anestesia, por ejemplo, halotano,
ciclopropano vy tricloroetano, usando una mascarilla. Los periodos de exposicion
fueron de 5 minutos y en los ultimos 10 segundos de la exposicién se inyectd un
bolo de adrenalina (5 pg/kg) via vena cefalica y se capturaron los cambios
presentados en el electrocardiograma. Ademas se volvié a inyectar adrenalina 10
minutos después de haber concluido la exposicién. En los animales control se
inyect6 adrenalina pero el animal estuvo expuesto a aire. Las concentraciones de
los hidrocarburos a las cuales el 50% de los animales podrian ser sensibilizados
(CEsp de sensibilizacién cardiaca) fueron desde 0.12% hasta 80% en el aire
inspirado y se encontré6 que todas las sustancias quimicas probadas fueron
capaces de causar sensibilizacion cardiaca cuando se les inyecto adrenalina
durante la exposicion. La inyeccidon de adrenalina post exposicion, sin embargo, no
resulté en arritmias, esto se debi6 a que los hidrocarburos se eliminan
rapidamente del cuerpo después de una breve exposicion, por lo tanto, la
sensibilizacion cardiaca pudo ser solo un fendémeno transitorio que depende de la

interaccion entre las sustancias quimicas y la adrenalina, pero no depende de un
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dafio estructural en las células cardiacas. Las concentraciones de farmacos que
se probaron en ese estudio (0.12% a 80%) concuerdan con lo reportado en 1937
por Meek, donde después de realizar varios experimentos descubrié que las
concentraciones de hidrocarburos necesarias para producir sensibilizacion
cardiaca se encuentran entre el rango de 0.5% a 90% en el aire (Meek, 1997). En
nuestro estudio se observé que los incrementos presentados en la presion de
perfusion, tanto en la exposicidbn subaguda como en la exposicion cronica, fueron

dependientes de la concentracion de adrenalina.

El hecho de haber una mayor presion de perfusion nos podria indicar que hay
una mayor resistencia del paso del liquido perfusado a través de los vasos
coronarios del corazon. De acuerdo a lo citado en la literatura, en los vasos
sanguineos existe una mayor poblacion de receptores a; adrenérgicos, en este
sentido, en un articulo publicado en el 2003 por Turnbull y col., se utilizaron
ratones adultos knockout de los receptores a1 Y a1g adrenérgicos para detectar la
presencia de los receptores a;p adrenérgicos en el corazén, esta descrito que en
las ratas los receptores a;p median la contraccion de los vasos sanguineos,
incluyendo la aorta, la arteria mesentérica y la arteria femoral y estan involucrados
en la regulacién de la presién en respuesta a la adrenalina, mientras que en los
ratones los receptores ai;p también median la contraccion en la aorta toracica, la
aorta abdominal y la arteria mesentérica. Basado en lo anterior, el objetivo del
estudio de Turnbull y col. fue determinar si habia receptores a;p adrenérgicos en el
corazén de los ratones. Los corazones de los ratones knockout fueron aislados y
perfundidos utilizando la metodologia de Langendorff, fueron preincubados con
timolol y estimulados con adrenalina a una velocidad de 1% con una bomba de
infusion y algunos corazones fueron preincubados con prazosina (5 puM), como
antagonista de los receptores a; adrenérgicos y con BMY-7378 (500 nM) como
antagonista de los receptores a;p adrenérgicos, concluyendo que los corazones de
los ratones knockout contienen receptores a; adrenérgicos que median la
reduccion en el flujo coronario y el desarrollo de la presion; también se encontro
que la respuesta de los receptores a; adrenérgicos en los corazones knockout

podria ser abolida por el antagonista especifico de subtipo BMY-7378, sugiriendo
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que este efecto podria ser causado por los receptores aip adrenérgicos y por
altimo se encontr6 una marcada inotropia positiva con la estimulacion de los
receptores a; adrenérgicos de los corazones de los ratones aislados y perfundidos
por la metodologia de Langendorff, por lo que los autores sugieren que los
receptores aip adrenérgicos actian como vasoconstrictores coronarios. En nuestro
estudio, esta vasoconstriccion posiblemente causada por los receptores a;
adrenérgicos podria explicar por qué hay una mayor resistencia del flujo perfusado

en el corazon y por consiguiente hay un aumento en la presion de perfusion.

En nuestros resultados, los corazones de las ratas expuestas a los
disolventes de manera crénica presentaron un incremento en la presion de
perfusion menor al incremento mostrado por los corazones de las ratas expuestas
a disolventes de manera subaguda, lo cual sugiere que se esta presentando
tolerancia a los efectos de los disolventes durante la exposicién crénica; esta
disminucién en el efecto puede deberse a que, cuando un receptor esta sometido
a estimulos repetidos por un agonista, la respuesta del receptor va disminuyendo,
probablemente en un intento de compensar la sobreestimulacion. La tolerancia es
un proceso complejo en el que se produce la fosforilacibn del receptor,
posteriormente el receptor se disocia de la proteina G (desacoplamiento), de
manera que es incapaz de responder a mas estimulos. El receptor fosforilado es
secuestrado de la superficie celular a un compartimiento intracelular
(internalizacion), donde es defosforilado por fosfatasas. Posteriormente, el
receptor puede ser reciclado a la superficie para de nuevo acoplarse a la proteina
G. Si la exposicion al agonista, en este caso a la adrenalina, es prolongada, el
receptor se degrada por proteasas cuando esta internalizado, fenémeno conocido
por “down-regulation” o regulacion a la baja (Martinez y col., 1997). Se sugiere que

la tolerancia trae consigo (Pazos, 2008):

a) Una disminucién en la afinidad, como consecuencia de modificaciones

conformacionales del receptor.
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b) Una reducciéon en el numero de receptores, ya sea por inactivacion,
secuestro hacia el interior de la célula, degradacién metabdlica o reduccion
en la sintesis de nuevas moléculas receptoras.

c) Incapacidad para el acoplamiento con la proteina G por fosforilacion de la
region citoplasmica del receptor por la cinasa A de proteinas o la cinasa

beta de receptores adrenérgicos.

En este proyecto, el mecanismo responsable de la tolerancia podria ser una
disminucién en el nimero de receptores adrenérgicos, lo cual se confirmé con el

analisis molecular de la expresion de los receptores a; y B; adrenérgicos.

De acuerdo a estudios hechos en diferentes modelos animales, se sabe
qgue la elevacién de catecolaminas en la sangre conduce, via varios mecanismos
compensatorios, a la disminucion de niveles y actividad funcionales de los
receptores B; adrenérgicos y, por lo tanto, a una marcada desensibilizaciébn o
tolerancia del corazén a la estimulacion inotrépica 3-adrenérgica (Lefkowitz y col.,
2000); por su parte, al haber una alteracion en la respuesta a las catecolaminas
parece producirse una disminucion en la densidad de receptores 3 adrenérgicos y
alteraciones en la composicion de los subtipos de receptores adrenérgicos (Ho y
col., 2010).

Lo anterior se confirma también con lo reportado en 1999 por Post y
colaboradores, donde publican que el tratamiento de células con agonistas de los
receptores adrenérgicos por 30 minutos produce un desacoplamiento entre el
receptor adrenérgico y la proteina G inducido por el agonista y la regulacién a la
baja de los receptores celulares es demostrable sélo después de 4 a 12 horas
(Hadcock y Malbon, 1988). Las células tratadas con agonistas por varias horas
muestran una pérdida de receptores en la superficie celular y un incremento en la

degradacion de los receptores proteinicos, lo que reduce la expresion celular.

59



Q.F.B. Nallely Alvarado Gomez

9.11 CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA A LA
ADRENALINA

En el presente proyecto se realizaron curvas concentracion-respuesta a la
adrenalina, la cual, como ya se mencion0 anteriormente, es una sustancia que
actua como agonista de los receptores [-adrenérgicos presentes en el corazon;
las curvas se llevaron a cabo en ausencia y en presencia de los antagonistas
adrenérgicos propranolol y prazosina, obteniéndose una inhibicion del efecto de la
adrenalina sobre la presion de perfusion. Este bloqueo en presencia de los
antagonistas adrenérgicos se observé como un incremento menor en la presion de
perfusion que el incremento mostrado en la curva concentracion respuesta a la

adrenalina en ausencia de los antagonistas.

La disminucion en la respuesta adrenérgica observada en nuestros resultados
se parece a lo reportado en un estudio realizado en el 2006 por Yawar y col.,
donde se utilizaron corazones aislados y perfundidos de conejo y se vio la
comparaciéon del efecto de la adrenalina como agonista simpatico en diluciones
simples y seriadas que fueron desde 1x10° M hasta 1x107%® M, como antagonista
se utilizdé el atenolol y se midio la frecuencia cardiaca, observandose que la
adrenalina en concentraciones altas (1x10° M y 1x10™ M) produjo un efecto
cronotrépico positivo, caracteristico de la adrenalina, mientras que, en diluciones
desde 1x10”" M hasta 1x10™® M se observé un efecto cronotrépico negativo. Por su
parte, el atenolol produjo una disminuciébn en la frecuencia cardiaca a
concentraciones que van desde 1x10° M hasta 1x10° M de adrenalina, lo que
confirma el bloqueo del efecto de la adrenalina después de afiadir el antagonista
(Yawar y col., 2006).

Las observaciones del estudio de Yawar y col., al igual que lo obtenido en
nuestros resultados, nos confirman el bloqueo del efecto de la adrenalina por
accion de los antagonistas adrenérgicos, con la diferencia de que en el trabajo de
Yawar y colaboradores, en el 2006, utilizaron atenolol y en nuestro proyecto se

emplearon propranolol y prazosina administrados conjuntamente. La adicion del
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antagonista de los receptores a; adrenérgicos: prazosina, fue basandonos en los

experimentos realizados por Turnbull y col., en el 2003 descritos anteriormente.

Existe otro estudio realizado en 1992 por Moalic y col., donde utilizaron la
preparacion de corazoén aislado de rata adulta para explorar la expresion de c-fos 'y
de un gen de shock térmico (HSP), que son de gran interés ya que son sefales de
crecimiento transitorio presentes en la incidencia de hipertrofia cardiaca en los
humanos. La infusién de adrenalina en esta preparacion induce la expresion de c-
fos si el corazdn estad latiendo y mediante andlisis slot blot se mostré6 que en
ambos casos el efecto adrenérgico tiene un doble origen, ya que se inhibe tanto
por el propranolol, antagonista [ adrenérgico y por la terazosina, un antagonista a;
adrenérgico; por lo que se concluyé que el corazoén aislado es una herramienta util
para explorar los cambios tempranos en la expresién genética que se producen en

este tejido en respuesta a varios estimulos fisiolégicos.

Nuestros resultados concuerdan con el trabajo de Moalic y col., ya que en
nuestro estudio también fue necesaria la administracion de un antagonista a;
adrenérgico (prazosina) y un antagonista § adrenérgico (propranolol) para producir

la inhibicion de la respuesta adrenérgica.

9.2 EFECTO DE LA EXPOSICION A DISOLVENTES SOBRE LA
FRECUENCIA CARDIACA

Se denomina como frecuencia cardiaca al nimero de veces en que se
presenta un ciclo cardiaco, el cual consta de un periodo de relajacion denominada
diastole, durante el cual el corazon se llena de sangre, seguido de un periodo de

contraccion llamado sistole.

La estimulacion de los receptores adrenérgicos B por activacién neuronal
simpatica, por circulacion de catecolaminas, o por agonistas adrenérgicos

incrementa la frecuencia cardiaca (cronotropismo), la fuerza de contraccion
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(inotropismo), la frecuencia de relajacion cardiaca (lusitropismo) y la automaticidad
(Berridge y col., 2000, Post y col., 1999, van der Heyden, 2004).

El grupo de estudio de Garb & Chenoweth en 1946 y Clark y Tinston en
1973, reportaron que en el caso del grupo control para ambas exposiciones, la
administracion de adrenalina a los corazones de las ratas expuestas a aire resulta
en una elevacion de la frecuencia cardiaca, ademas, los autores antes
mencionados reportan la presencia de latidos ectépicos unifocales ventriculares,
es decir, no se presenta evidencia de sensibilizacion cardiaca como lo son la
aparicion de latidos ectopicos multifocales ventriculares o la presencia de
fibrilacion ventricular; en nuestros resultados, los corazones de las ratas control
mostraron un incremento en los latidos por minuto en las concentraciones mas
altas de adrenalina como lo fueron 1x10° M y 1x10™ M, lo cual fue debido a la
accion de la adrenalina, tal como lo reportan los grupos de investigacion antes

citados.

Como se pudo observar en la grafica 14, la adrenalina produjo un efecto
cronotropico positivo por estimulacion de los receptores 3 adrenérgicos, tanto en
los corazones provenientes de la exposicion subaguda, como de la exposicion
cronica. Sin  embargo, en nuestros resultados no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los corazones de las ratas expuestas a
disolventes en comparacion con los corazones de las ratas control y tampoco
observamos una diferencia estadisticamente significativa al comparar los
resultados de la exposicibn subaguda con la exposicion cronica. Nuestros
resultados contrastan con el estudio realizado por Lorenzana y col., en 1986, en el
cual se utilizaron ratas macho anestesiadas con cloralosa y puestas en un
desecador, a las que se les colocaron electrodos en las extremidades y en la pata
trasera izquierda, los cuales posteriormente fueron conectados a un poligrafo para
medir los pardmetros del ECG. Se depositaron 0.8 ml (66,276 ppm) de tolueno 6
0.2 ml (19,860 ppm) de benceno con una jeringa en medio del desecador, el cual
fue recubierto y sellado con silicona, exponiendo a las ratas durante 35 minutos, el

ECG se obtuvo por intervalos de 5 minutos, 30 minutos después de la aplicacion
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de los disolventes, el grupo control estuvo bajo las mismas condiciones pero no se
expuso a disolventes. En una segunda serie de experimentos un grupo de
animales fueron sujetos a procedimientos de inhalacion similares, pero ademas,
se les inyectaron 10 pg/kg de adrenalina en la vena femoral mediante una canula
antes y 25 minutos después de la aplicacion de los disolventes. EI ECG fue
registrado 1 minuto después de la administracion de catecolaminas y los autores
encontraron en este estudio que el grupo control, es decir, los animales que
inhalaron aire, no mostraron cambios significativos en la frecuencia cardiaca
durante los 30 minutos de observacion; mientras que frecuencia cardiaca en los
animales que fueron expuestos a tolueno mostré6 una tendencia a incrementar,
aunque estos cambios no alcanzaron a ser estadisticamente significativos. Por su
parte, en las ratas que inhalaron benceno se presentd un incremento en la
frecuencia cardiaca cercano a los 10 minutos y se mantuvo elevada. En las ratas
sometidas a la administracion de adrenalina, las variaciones fueron similares a las
mencionadas anteriormente: taquicardia con benceno y cambios no significativos
con la exposicion al aire o a tolueno. Este estudio difiere del nuestro, ya que esta
reportado que la taquicardia es la manifestacion clasica de la cardiotoxicidad por
tolueno (Tsao y col, 2011) y en nuestros resultados no hubo cambios

significativos en ninguno de los grupos expuestos a disolventes.

9.3 EFECTO DE LA EXPOSICION A DISOLVENTES SOBRE LA
FUERZA DE CONTRACCION VENTRICULAR

En la figura 15 se muestra el proceso contractil en el ventriculo, donde
claramente se observa un aumento en la fuerza contractil de los corazones de las
ratas expuestas a los disolventes y este incremento es mas marcado en los

corazones expuestos de manera cronica a los disolventes.

Este incremento podria deberse a que, como se sabe, en el musculo
cardiaco el potencial de accion que se registra en el ventriculo se produce por la

apertura de dos tipos de canales: los canales rapidos de sodio y los canales lentos
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de calcio. Esta segunda poblacion difiere de los canales rapidos de sodio en que
se abre mas lentamente y, lo que es mas importante, en que permanece abierta
durante varias décimas de segundo. Basandonos en los mecanismos de accion de
accion conocidos para los disolventes de abuso (Tillar y col., 2002), sugerimos que
estos disolventes podrian estar bloqueando los canales de calcio y que, como
efecto compensatorio, se pudiera estar produciendo una “up-regulation” o
regulacion a la alta de los canales de calcio, lo que llevaria a una mayor fuerza de

contraccion.

Estos iones calcio son los encargados de estimular el proceso contractil, ya
qgue difunden a las miofibrillas y catalizan las reacciones quimicas que promueven
el deslizamiento de los filamentos de miosina sobre los de actina; esto, a su vez

produce la contraccion muscular (Bers, 1996).

Los efectos anteriores podrian contribuir, al menos en parte, a la
presentacion de arritmias cardiacas generadas por la sensibilizacion a adrenalina

Y, en consecuencia, a la muerte subita por inhalacién.

9.4 ANALISIS MOLECULAR DE LA EXPRESION DE LOS
RECEPTORES a; Y PB;-ADRENERGICOS EN LOS CORAZONES
EXPUESTOS DE MANERA CRONICA A LOS DISOLVENTES

De acuerdo a lo mostrado en la figura 16, donde se ve una disminucion en
la poblacion de receptores (1 adrenérgicos en los ventriculos de corazones de
ratas expuestas de manera cronica a disolventes, se sugiere que esto podria ser
debido a que se estuviera produciendo un secuestro de receptores 0 que estos se
estuvieran degradando por la estimulacion constante derivada de la exposicion a
los disolventes. En este sentido, hay reportes de que la exposicion a tolueno
induce cambios en la unidn caracteristica de agonistas a los receptores
serotoninérgicos y dopaminérgicos acoplados a proteinas G en cerebro de rata
(Tsuga y col., 1999) y en lo que respecta al corazén, existe otro estudio realizado
por Koga y col.,, en 1992, donde se investigd si la administracion crdnica de

alcohol podria inducir alteraciones en el sistema adenilato-ciclasa de los

64



Q.F.B. Nallely Alvarado Gomez

receptores B adrenérgicos; lo anterior se probo¢ utilizando ratas macho, las cuales
recibieron etanol al 33% en el agua para beber durante 3 meses; este estudio dio
como resultado que el etanol cronico incrementé el contenido de noradrenalina y
adrenalina en el corazon, posiblemente como resultado de la activacion simpatica;
ademas se observd una disminuciéon en la densidad de los receptores [
adrenérgicos de la membrana del miocardio en las ratas tratadas con etanol. Estas
observaciones indican que la administracién cronica de etanol deprime la funcién
del sistema adenilato-ciclasa de los receptores [3 adrenérgicos y la disminucion en
la densidad de estos receptores fue particularmente atribuida a una regulacién a la
baja debido al incremento en la estimulacion simpética. Este deterioro de la
funcién puede contribuir a la disfuncion contractil cardiaca observada en los

alcohélicos croénicos.

La desensibilizacion de la sefalizacion de los receptores B; adrenérgicos
resulta de la necesidad de aumentar las dosis de un agonista para lograr
incrementos efectivos en la contraccion del miocardio; debido a esto, se pensé
que esta desensibilizaciébn de la estimulacion adrenérgica de manera crénica
podria ser superada con sobreexpresion de estos receptores (Cross y col., 199).
Sin embargo, en contraste con ese estudio, en nuestro proyecto observamos que
la exposicion cronica a disolventes no produce sobreexpresion de receptores
adrenérgicos, ya que por el contrario disminuye la expresion de los receptores 1

adrenérgicos en el ventriculo.

En un estudio realizado por Sarin y colaboradores en el 2011, probaron la
hipétesis de que la practica de ejercicio podria mejorar la generacion de fuerza en
el miocardio posterior a la oclusion de la arteria coronaria, a través de la alteracion
de las concentraciones de Ca®" intracelulares en animales sedentarios y en
animales con ejercicio entrenado, para lo cual se aislaron miocitos de la pared
ventricular y varios segmentos del miocardio de un modelo animal de cerdos
miniatura, a los que se les ocluyo la arteria coronaria izquierda utilizando ketamina
e isoflurano como inductores de la anestesia. Los animales fueron divididos en dos

grupos: sedentarios y con ejercicio entrenado (caminadora, 5 dias a la semana por
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14 semanas), este ultimo grupo, tuvo un entrenamiento de esfuerzo progresivo y
se observo, al igual que en nuestros resultados, una disminucién en la densidad
de receptores 3; adrenérgicos en la pared ventricular de los cerdos que estuvieron
bajo ejercicio, demostrando que el ejercicio esta asociado al aumento de Ca®*
transitorio, el incremento en la sensibilizacion del Ca?* en los filamentos
miocardicos y a una disminucion en los niveles de expresion de receptores f31
cardiacos y troponina T cardiaca (Sarin, 2011). Aunque en este estudio se trabaj6
con un modelo animal diferente y en nuestro estudio no se realizé una oclusion de
las arterias coronarias, al contrario, el liquido perfusado que nutria al corazon era
conducido por estas arterias para permitir que el corazén latiera en vacio, ademas
de que no medimos las concentraciones de Ca**, es probable que un mecanismo
similar al propuesto por estos autores esté contribuyendo a los cambios en la

expresion de receptores 3; adrenérgicos observados en este proyecto.

Se sabe que en la insuficiencia cardiaca, la regulacién a la baja de los
receptores 3 adrenérgicos contribuye a problemas de la respuesta adrenérgica del
miocardio, por lo tanto, un grupo de estudio en 1997 evalud los receptores a;
adrenérgicos en aorta y en pequefias arterias mesentéricas en un modelo
experimental de disfuncion ventricular izquierda después de un infarto agudo al
miocardio, para lo cual, se emplearon ratas macho, las cuales se dividieron en dos
grupos, a un grupo se les realizé una cirugia simulada, es decir, se les practicé
una sutura superficial en el ventriculo izquierdo y al otro grupo se les ligo la arteria
coronaria izquierda y fueron aislados los ventriculos, la aorta toracica y la
mesentérica de las ratas que sobrevivieron 5 semanas después de la cirugia.
Varios segmentos de las arterias fueron incubadas con un buffer que contenia 30
— 800 pM de prazosina durante 1 hora para determinar la densidad de los
receptores a; adrenérgicos mediante binding y se encontré que en ambos tipos de
vasos la densidad de los receptores a; adrenérgicos tendia a estar incrementada,
como se puede observar en este estudio, no se exponen a las ratas a disolventes
y nuestro estudio, no se utilizaba un modelo de insuficiencia cardiaca, esto
contrasta con nuestros resultados, ya que en la aorta de los corazones de las

ratas expuestas a los disolventes no se observaron diferencias significativas en la
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expresion de los receptores a; adrenérgicos y en la auricula y el ventriculo no se
detect6 la presencia de receptores a; adrenérgicos, ya que se sabe que en el
corazon, especificamente en auriculas y en ventriculos predominan los receptores
B1 adrenérgicos y en vasos sanguineos, es decir, en aorta y en arterias coronarias

hay una mayor poblacién de receptores a; adrenérgicos (Stassen y col., 1997).

De acuerdo a nuestros resultados la alteracion en la densidad de los
receptores Bi-adrenérgicos se observo en el ventriculo, lo anterior, puede ser la
causa de la presentacion de fibrilaciones ventriculares que conllevan a la

presentacion de muerte subita por inhalacion.
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X.  CONCLUSIONES

1. La exposicidon subaguda a los disolventes (tolueno, xileno y benceno)
produjo un aumento en la presion de perfusion en el corazon aislado de
rata, mientras que la exposicion cronica produjo tolerancia a los efectos
producidos por los disolventes en la exposicion subaguda, presentandose
una disminucién en la presion de perfusion.

2. La exposicion crénica de ratas a tolueno y a xileno y la exposicion
subaguda a tolueno, ocasionaron un aumento en la fuerza de contraccion
ventricular del corazén aislado de rata, es decir, se produjo un efecto
inotropico positivo.

3. La exposicion cronica a tolueno, xileno o benceno generd una disminucion
en la densidad de los receptores B; adrenérgicos en el ventriculo, lo cual
podria ser debido a una desensibilizacion de estos receptores ocasionada

por la exposicion cronica a los disolventes.
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