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RESUMEN

Los inhalables son sustancias volatiles a temperatura ambiente cuya autoadministracion
se realiza con el fin de alterar el estado de conciencia. El abuso de los inhalables constituye un
problema de salud publica, situdndose sélo bajo la marihuana y por encima de la cocaina, como
las drogas mas consumidas en México. Los inhalables se pueden clasificar de acuerdo a su perfil
farmacoldgico en alquil nitritos volatiles, dxido nitroso y disolventes volatiles; de estos ultimos,
el tolueno es la sustancia de la que mds abusan jovenes y adolescentes de un estrato
econdmico bajo en México, lo cual es posible gracias a su amplia distribucidon, ya que se puede
encontrar como constituyente del “thinner”, pegamentos, pinturas, etc. Se ha descrito que la
inhalacion de tolueno, asi como de otros disolventes, puede producir el sindrome de muerte
subita por inhalacidon, cuyo mecanismo de accién es aun desconocido. Existen reportes
epidemioldgicos y casos clinicos que indican que la inhalacion de altas concentraciones de
tolueno, seguida de un periodo de estrés producido por un aumento en las catecolaminas
enddgenas (por activacion simpatica), podria llevar a la aparicion de arritmias cardiacas y
consecuentemente a la muerte. El propdsito del presente estudio fue investigar el efecto de la
inhalacion crénica de tolueno sobre la reactividad del corazén a la adrenalina, para lo cual, se
expusieron ratas macho de la cepa Wistar a tolueno (4000 ppm) o a aire, durante 60 dias en
una camara de exposicion estatica. Una vez transcurrido este tiempo, las ratas se anestesiaron
con pentobarbital sédico (50 mg/kg de peso) para extraer los corazones y montarlos en una
preparacion tipo Langendorff. Durante el experimento se registrd la presiéon de perfusién (PP),
la fuerza de contraccidn ventricular (FCV) y la frecuencia cardiaca (FC) y se estudio el efecto de
la administracién de concentraciones crecientes de adrenalina (desde 1x10° M hasta 1x10° M)
sobre la PP, la FCV y la FC. Se construyeron curvas concentracién-respuesta graduales, en
ausencia y presencia de los antagonistas adrenérgicos propranolol y prazosina para cada
pardmetro mencionado. Mediante el uso de estas herramientas farmacoldgicas, se encontré
que el tolueno induce la sensibilizacion del corazén al efecto inotrépico y cronotrépico positivo
de la adrenalina y desensibilizacion en la respuesta vascular, ademas de incrementar la
aparicion de arritmias ventriculares tanto en intensidad como en nimero de episodios por
unidad de tiempo, todo lo cual podria deberse, al menos en parte, a una regulacion a la alta
para el fendmeno de sensibilizacidon o a la baja para el fendmeno de desensibilizacién, de los
respectivos receptores adrenérgicos; sin embargo, se requieren mas estudios al respecto.
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1. INTRODUCCION

1.1. Inhalables

Los inhalables son sustancias volatiles a temperatura ambiente que se administran por
via inhalatoria con el fin de alterar el estado de conciencia y el estado de dnimo y alcanzar

estados plaxenteros (Dinwiddie, 1994).

Su administraciéon con fines de abuso, involucra métodos como poner sustancias dentro
una bolsa de plastico y con ella cubrir nariz y boca para inhalar los vapores o empapar un trapo

con la sustancia (Bowen, 2011).

Cabe aclarar que aquellas drogas cuya administracion es por via inhalatoria, pero que no
son volatiles a temperatura ambiente, no son consideradas inhalables, como la cocaina, el

tabaco y la mariguana (Cruz y Bowen, 2008).
1.2. Abuso de los inhalables en México

El abuso de los inhalables se ha documentado en México desde la década de 1960. Su
consumo se encontraba en primer lugar entre la poblacién, pasando a segundo lugar de 1986 a
1997 dentro las sustancias de las que mas se abusa (Villatoro et al., 2011). Su popularidad
descendio aun mas de 1997 al 2006 cuando se incremento el uso de la cocaina; hasta hoy en
dia, los disolventes contintdan siendo una de las drogas mas ampliamente usadas y distribuidas,
localizandose sdlo por debajo de la mariguana y por encima de la cocaina o a niveles similares

como las sustancias mas consumidas entre adolescentes entre 12 y 17 afios (ENA, 2011).

El abuso de los disolventes es mas comun entre nifios que trabajan y habitan las calles,
aunque también un alto porcentaje de estudiantes practican del abuso de estas sustancias

encontrandose ademas una prevalencia creciente entre las mujeres (Villatoro et al, 2011).
1.3. Clasificacion de los inhalables

Es posible clasificar a los inhalables de varias maneras, puede ser observando su

estructura quimica o su uso comercial, también es posible agruparlos tomando en cuenta sus
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perfiles farmacoldgicos, dividiéndose en tres grupos: alquil nitritos volatiles, éxido nitroso y

disolventes volatiles, combustibles y anestésicos (Balster, 1998).
1.3.1. Alquil nitritos volatiles

El amil nitrito es el prototipo de este grupo de inhalables. Inicialmente, su uso radicaba
en el tratamiento de la angina de pecho, pero ha sido reemplazado por la nitroglicerina y otros
nitritos organicos, su uso y abuso se basa en su capacidad vasodilatadora y relajante del

musculo liso (Balster, 1998).

1.3.2. Oxido nitroso

Es un anestésico gaseoso comunmente conocido como “gas hilarante” o gas de la risa 'y
se ha encontrado que produce un perfil farmacolégico Unico entre los inhalables de abuso.
(Dohrn et al., 1992) Ademas, se ha observado que produce efectos conductuales diferentes a
los producidos por concentraciones sub-anestésicas de anestésicos generales volatiles (Zacny et

al., 1994; Galinkin et al., 1998).

1.3.3. Disolventes volatiles, combustibles y anestésicos

Los prototipos de este grupo —conocidos también como compuestos organicos volatiles
(VOCs)- incluyen al tolueno y al 1,1,1-tricloroetano (TCE), que son ampliamente usados como
disolventes industriales (Sharp, 1992). Dentro de esta categoria, los disolventes pueden

clasificarse de acuerdo a su estructura quimica (tabla 1) (Paez-Martinez et al., 2003).

1.4. Efectos farmacoldgicos de los disolventes de abuso

Los disolventes comparten muchas caracteristicas con los depresores del Sistema
Nervioso Central (SNC) como el alcohol (etanol), las benzodiacepinas, los barbituricos y los
anestésicos, por lo que han sido agrupados en la misma categoria (Echeverria et al., 1991,

Evans y Balster, 1991).
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Tabla 1. Clasificaciéon de los disolventes de acuerdo a su estructura quimica. (Modificada de Ayres y
Taylor, 1989).

Grupo Estructura quimica Ejemplos
Hidrocarburos alifaticos Cadenas lineales o ramificadas de carbono e hidrégeno Hexano, heptano
Hidrocarburos Estructuras que contienen seis atomos de carbono y un Benceno, tolueno,
aromaticos atomo de hidrégeno por cada carbono. Contienen tres xileno, etil-

dobles ligaduras y varias formas resonantes benceno, propil-
benceno
(alguilbencenos)
Hidrocarburos Hidrocarburos con un atomo de halégeno en sustitucion 1,1,1-
halogenados de uno o mas atomos de hidrégeno tricloroetano
(TCE), cloroformo,
fluorotil
Hidrocarburos ciclicos Anillos de hidrocarburos saturados o insaturados Ciclohexano
Alcoholes Estructuras que contienen un grupo hidroxilo (-OH) Etanol, metanol
Eteres Contienen una ligadura C-O-C Dietil éter,
isopropil éter
Esteres Estructuras que contienen un grupo carboxilo (-COOH) Acetato de etilo,
en el interior de una cadena de hidrocarburo acetato de
isopropilo
Aldehidos Son compuestos con un grupo carbonilo (-CO) al final de Formaldehido,
una cadena de hidrocarburo acetaldehido
Cetonas Contiene un grupo carbonilo entre la estructura del Acetona, metil-
hidrocarburo etil-cetona,

ciclohexanona

1.4.1. Mecanismos de accion de los disolventes: blancos moleculares.

1.4.1.1. Interacciones con el receptor NMDA

El tolueno, asi como el TCE son capaces de inhibir de forma significativa y dependiente
de la concentracion la funcidn de canales operados por ligando, como lo es el receptor a NMDA
(N-metil-D-aspartato). Esta inhibicién ocurre a concentraciones de tolueno (<10mM) que no

alteran significativamente la conductancia de la membrana en reposo (Cruz et al., 1998 y 2000).
1.4.1.2. Interacciones con los receptores de glicina y GABA,

En el afio 2000, Beckstead y cols. observaron que los inhalables y, en particular el
tolueno, el tricloroetileno y el TCE amplifican las corrientes mediadas por GABA en neuronas

del hipocampo, asi como de los receptores para glicina y GABA, expresados en ovocitos de
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Xenopus laevis en concentraciones que van de 200 a 900 uM, con lo que se sugiere que algunos
de los efectos conductuales producidos por la administracion de inhalables podrian deberse a

acciones sobre los receptores GABA, y a glicina.

1.4.1.3. Interacciones con el receptor 5-HT;

El neurotransmisor (NT) serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) estd involucrado en
multiples funciones del cerebro como la regulacién de estados afectivos, saciedad y adiccidn,
entre otros. Este neurotransmisor ejerce sus efectos por activar a sus propios receptores. Con
excepcion del subtipo 5-HTs, los otros (5-HT; a 5HT;) estan acoplados a proteina G. Los
disolventes son capaces de interactuar unicamente con el subtipo 5-HTj, el cual pertenece a la
superfamilia de canales operados por ligando (Lopreato et al., 2003). El tolueno, el TCE vy el
tricloroetileno son capaces de incrementar las corrientes idnicas mediadas por serotonina a

través de este subtipo de receptor en concentraciones de 0.3 a 2 uM (Lopreato et al., 2003).

1.4.1.4. Interacciones con el receptor nicotinico

Los receptores nicotinicos, para la ACh, estdn ampliamente distribuidos en el SNC y
sistema nervioso periférico y, aunque son mas bien conocidos como el blanco de la nicotina,
una variedad de depresores del SNC —como el etanol y compuestos organicos volatiles- son
capaces de modular la funcién de estos receptores. Experimentos realizados en receptores
nicotinicos nativos de células hipocampales y recombinantes expresados en ovocitos de
Xenopus laevis confirmaron que, en particular el tolueno, produce una inhibicion de estos

receptores en forma reversible y dependiente de la concentracién (Bale et al., 2002).

1.4.1.5. Interacciones con canales idnicos dependientes de voltaje

El tolueno, el TCE y el percloroetileno pueden perturbar la funcién de los canales
neuronales de calcio sensibles a voltaje (Shafer et al., 2005) y de forma similar, el tolueno
afecta las concentraciones intracelulares de Ca*> mediadas por canales sensibles e insensibles a

dihidropiridinas (Tillard et al., 2002).
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Por otro lado, Cruz y colaboradores (2003) encontraron que el tolueno inhibe las
corrientes de sodio en canales cardiacos humanos expresados en ovocitos de Xenopus laevis,
de forma dependiente de la dosis, pero independiente del voltaje. Los efectos anteriores
sugieren que podrian ser responsables, al menos en parte, de las arritmias cardiacas y muerte

subita inducidas por la inhalacién de tolueno.

Siguiendo los antecedentes observados, la hipdtesis de la inhibicion de las corrientes
idnicas por parte de los VOCs se demostro de igual manera para las corrientes de potasio en
canales expresados en ovocitos de Xenopus laevis; encontrandose que el tolueno es capaz de
inhibir las corrientes mediadas por canales de potasio activados por calcio y canales de potasio

rectificados rectificadores de entrada acoplados a proteinas G (Del Rea et al., 2006).

1.4.1.6. Interacciones con el receptor P2X

Woodward y colaboradores (2004) estudiaron los efectos del tolueno sobre el receptor
P2X expresado en células HEK293. Se trata de un canal idnico activado por ATP y se encuentra
ampliamente distribuido en el SNC y el sistema nervioso periférico. De estos receptores, el
tolueno potencia la actividad de los receptores P2X2, P2X4, P2X2/3 y P2X4/6, aunque inhibe la

corriente mediada por el receptor P2X3.

1.4.2. Efectos de los disolventes sobre el sistema dopaminérgico

El sistema dopaminérgico mesolimbico esta implicado en el desarrollo de todas las
adicciones a través de una ruta de “recompensa”, observandose aumento de dopamina (DA)
sindptica, lo que se traduce en una sensacién de bienestar y euforia (Crespo y Rodriguez, 2007).
En esta ruta de recompensa se hallan implicados numerosos NT como GABA, glutamato, 5-HT,
péptidos opiodes y canabinoides y al igual que otras drogas de abuso, los inhalables tienen la
capacidad de modular la actividad dopaminérgica mesolimbica; por ejemplo, el tolueno (300,

750 and 1000 mg kg™ i.p.) induce la activacion de la c-fos en el drea tegmental ventral y en el
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nucleus accumbens en estudios realizados en cerebro de rata (Lo y Chen, 2005). Aunado a esto,
Riegel y cols. (2007) demostraron que el tolueno estimula la neurotransmisién mesoacumbica
en rebanadas de cerebro mediante la activacion selectiva de neuronas dopaminérgicas en el

area tegmental ventral.

La inhalacién de tolueno (>4000 ppm) presenta propiedades estimulo-discriminativas.
Estudios realizados por Shelton (2007), mostraron que un grupo de ratones podian ser
entrenados para discriminar selectivamente entre tolueno inhalado e isoflurano o etilbenceno
de una forma dependiente del tiempo. Otros estudios realizados sobre la misma linea, pusieron
de manifiesto que tanto el tolueno como otros inhalables comparten propiedades estimulo-
discriminativas con numerosos depresores del SNC, como el etanol, oxazepam y pentobarbital

(Evans y Balster, 1991).

1.4.3. Efectos cronicos de los disolventes

La administracidon repetida de drogas de abuso en animales de laboratorio puede
producir tolerancia y dependencia fisica, ademas de sensibilizacion. La tolerancia se define
como la disminucién del efecto de un farmaco luego de administraciones repetidas, con lo que
se requiere una dosis cada vez mayor para producir el efecto inicial (Goudi y Emmett-Oglesby,
1989). En cuanto a la dependencia fisica, ésta se describe como un estado adaptativo producido
luego del cese del consumo de la droga y se ve caracterizado por la presentacion de un
sindrome de abstinencia especifico (Martinez et al., 2003). Por otro lado, la sensibilizacién es el
fendmeno en el que la administracion repetida de un farmaco lleva a intensificar el efecto

producido por una misma dosis (Goudi y Emmett-Oglesby, 1989).

Son pocos los reportes en los que se comparan los efectos de la exposicion aguda de los
disolventes con una exposicidn crénica en animales de laboratorio o donde se estudia el efecto
de exposiciones repetidas imitando una administracién de abuso. Entre estos estudios, existe

un reporte en el que se estudian los efectos de la exposicidon aguda y crénica a tolueno sobre
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parametros conductuales de ratas en desarrollo y en particular se evalua el efecto hipnético,
comprobandose que el tolueno aumenta la latencia de aparicion de esta conducta en
exposiciones cronicas en contraste con la administracion aguda (Lorenzana-Jiménez y Salas,
1990). Siguiendo la linea de efectos conductuales del tolueno, Bowen y McDonald (2009)
reportaron que la exposicion a tolueno de forma repetida y a altas concentraciones en ratones,
produce deterioro motor, sugiriendo que existe un dafio cerebral, tal vez a nivel del cerebelo o

por pérdida de células corticales.

Por otro lado, Arito et al. (1985) administraron tolueno via i.p. en forma aguda y crénica
y observaron diferentes conductas, como la actividad locomotora y la ingesta de liquidos. En
todos los casos encontraron que la administracién crénica de tolueno producia efectos mayores

a la administracién aguda.

Un estudio mas reciente hecho por Alfaro-Rodriguez et al. (2011), llevé a concluir que
exposiciones repetidas a 15000 ppm de tolueno por un periodo de 30 dias alteran el ciclo
sueno-vigilia, al modificar la respuesta catecolaminérgica en areas cerebrales relacionadas al

sueno, donde hay un aumento de DA y 5-HT.

1.5. Tolueno

1.5.1. Propiedades fisico-quimicas

El tolueno (figura 1) es un hidrocarburo aromdatico monosustituido de fdormula

condensada C;Hg. Consta de un anillo de seis carbonos con tres dobles enlaces y varias formas

de resonancia, ademas de un grupo metilo como sustituyente.
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CHs

Figura 1. Estructura del tolueno

Posee un peso molecular de 22.13 g/mol, y un indice de polaridad bajo (2.4), es soluble
en disolventes organicos y practicamente inmiscible en agua (6.5 mmol/l de agua a 20°C). Tiene
una densidad de 0.866 g/cm?, un punto de fusién de -95 °C y una presién de vapor igual a 28.4
mm Hg, con lo que su punto de ebullicion asciende a 110.6°C. (Arlien-Sgborg, 1992; Agency for

toxic substances and disease registry [ATSDR], 2000).

1.5.2. Usos

El tolueno, se produce principalmente a partir de la refinacidon del petréleo y es un
constituyente principal del aceite crudo. Se adiciona a los combustibles como antidetonante,
llegando a contener de un 5-7% de tolueno, ademas de usarse como disolvente de pinturas
(mejor conocido como “thinner”) (Cruz y Bowen, 2008), revestimientos, caucho, resinas, como
diluyente en lacas nitroceluldsicas y en adhesivos; es un constituyente de limpiadores, tintas,
pegamentos y barniz de uias, ademds de ser el producto de partida en la sintesis del 2,4,6-
trinitrotolueno (TNT) y para la produccién de benceno, nylon, plasticos y poliuretanos

(Flanagan, 1994; Flowers, 2005).

1.5.3. Farmacocinética

Por via inhalatoria, el tolueno es absorbido rapidamente, observandose concentraciones
de este disolvente en sangre de 2-5 umol/l, alrededor de 10 a 15 minutos luego de la exposicion
de 80 ppm, siendo identificado ademas en higado, en pulmones y en cerebro. Debido a su
liposolubilidad, atraviesa facilmente la barrera hematoencefdlica y llega de forma inmediata al

SNC (ATSDR, 2000).

i |
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El tolueno es catabolizado por una isoenzima del citocromo P450, siendo el acido
hipurico el principal metabolito identificado en la orina (Thiesen et al., 2007). Otros metabolitos
son el acido benzoico conjugado con glucuronil y el orto y para cresol conjugados con sulfato y

glucurdnido (Ayres y Taylor, 1989; Benignus, 1981).

1.5.4. Efectos del tolueno sobre la salud

La posibilidad de que el tolueno afecte el cerebro es motivo de seria preocupacién. El
tolueno puede causar dolores de cabeza y somnolencia y puede afectar la capacidad para
pensar claramente. La probabilidad de que esto suceda dependera de la cantidad de tolueno a
la que se esta expuesto, de la duracion de la exposicidn, de la susceptibilidad genética y de la
edad. Estos sintomas generalmente desaparecen cuando la exposicién cesa (ATSDR, 2000). En
la tabla 2 se enlistan y correlacionan los efectos del tolueno sobre la salud (en particular sobre

el SNC) y las concentraciones de este disolvente requeridas para conseguir dicho efecto

1.5.5. Efectos cardiovasculares

Se ha reportado que este disolvente puede causar necrosis de fibras musculares,
bradicardia severa, aumento del peso cardiaco en ratas expuestas a 1,250 mg/kg/dia por 13

semanas y degeneracién del miocardio en ratas expuestas a 5000 mg/kg/dia (ATSDR, 2000).

Las complicaciones cardiovasculares en personas que cominmente abusan del tolueno,
asi como otros disolventes, estdan en discusién, ya que mientras las taquiarritmias son la
manifestacion cldsica de la cardiotoxicidad del tolueno, se ha reportado la presencia de

bradiarritmias en modelos animales, asi como en humanos (Einav et al., 1997).

1.6. Muerte subita por inhalacion de disolventes

La muerte subita se define como aquel deceso que ocurre antes de una hora a partir de

la aparicion de los sintomas; ésta ocurre de forma repentina, inesperada y es ademas originada

10
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por causas que no impliquen episodios violentos (como asesinatos por arma de fuego o

contusiones). A partir de esto, podemos atribuir varias causas a la muerte subita y poner de

manifiesto que en la mayoria de las ocasiones se trata de una enfermedad desconocida por el

paciente —aunque puede tratarse de la agudizacion de un padecimiento crénico- y de inicio

abrupto (Asencio et al., 2004).

Tabla 2. Efectos producidos por diferentes concentraciones de tolueno sobre el SNC. Tomado de
Consejeria de Sanidad de la Regién de Murcia, 2007.

Concentracion del tolueno

Efecto

8 mg/m?® (2-14 ppm)
188-377 mg/m? (50-100 ppm)

753 mg/m? (200 ppm)
377-1130 mg/m?> (100-300 ppm)

1507 mg/m? (400 ppm)
1130-3014 mg/m? (300-800 ppm)
2260-3014 mg/m?> (600-800 ppm)
5650 mg/m?> (1500 ppm)

15067 mg/m?> (4000 ppm)

26368 mg/m?* (7000 ppm)
37669 mg/m? (10000 ppm)
37669-113006 mg/m® (10000-30000

ppm)

Deteccion de olor.

Fatiga o dolor de cabeza. Probablemente no se
produzca deterioro observable del tiempo de
reaccion o de la coordinacion.

Irritacidon suave de los ojos y de la garganta.

Se pueden producir indicios perceptibles de
incoordinacién en periodos de exposicion
prolongados.

Lagrimeo e irritacion de ojos y garganta

Se pueden esperar grandes indicios de incoordinacion
motora en periodos prolongados.

Causa fatiga, nauseas, confusién y ataxia en
exposiciones de 3 horas.

No es mortal durante periodos de exposicion de hasta
8 horas.

Perjudica rapidamente el tiempo de reacciény a la
coordinacién motora. Exposiciones de una hora o mas
pueden conducir a depresiéon del SNC y posiblemente
a la muerte.

Se ha observado parestesia, amnesia y estupefaccion.

Causa anestesia general

En pocos minutos aparece la depresién del SNC,
exposiciones mas prolongadas pueden ser mortales.

En el caso particular de la muerte subita por inhalacién de disolventes, ésta puede

ocurrir durante la exposiciéon o algunas horas después (Shepherd, 1989), y puede ser

ocasionada directamente por anoxia, reacciones alérgicas extremas, dafio severo a los

1
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pulmones o depresién del SNC. Con un uso prolongado puede deberse a falla renal, falla

hepatica y tumores (Bowen, 2011).

No ha sido posible elucidar por completo el mecanismo por el cual los inhalables
producen muerte subita. Sin embargo, se han propuesto cuatro mecanismos directos:
inhibicion vagal, depresion respiratoria, anoxia y arritmias cardiacas (figura 2). Para el caso de
las arritmias cardiacas, se ha establecido como mecanismo probable una sensibilizacion del
miocardio a las catecolaminas enddgenas y en particular a la adrenalina (ADR) (Shepherd,

1989).

Méduta dsea
Corazon -Anemia
-Tawicidad celutar directa
-Isquemia y/o infartc al miccardio
-Cardiomiopatia
-Miocarditis Pulmones
Efactos neurologicos -Perturbaciones en la conduccidn -Hipoxia
-Nargosis -Asfixia
-Psicosis, depresitn y
angigdad T
-Hiperventitacién b
-Hiperkalemia pom o L .
I I
y ! Posibles factores |
I genéticosy !
I N I
, ambientales
] 1
! 4
Cerebro i
-Neurotoxicidad -Bradicardia severa Rifdn o
-Cambios - -Taquiarritmia ventricutar -Acidosis
estructurales ireversibles -Hipokaternia
v
Muerte

slibita

Figura 2. Representacion esquematica de los posibles mecanismos bioldgicos que causan la muerte subita
por inhalacién de tolueno. Los cuadros remarcados en la linea en negrita muestran el mecanismo principal por el
cual el tolueno induce la muerte subita. El recuadro con la linea punteada muestra posibles factores que
contribuyen a la muerte subita. El resto de los recuadros indican la relacion del dafio de otros érganos con los
efectos cardiovasculares posterior a la inhalacion de tolueno (Modificado de Mutlu y Kiiltegin, 2007).

Los reportes epidemioldgicos existentes indican que durante un proceso llamado
sensibilizacién cardiaca, la exposicion a disolventes asociada a periodos de estrés, puede
ocasionar arritmias cardiacas, siendo este mecanismo la causa aparente de muerte para
muchos inhaladores (Bass, 1970; Shepherd, 1989; W.ilcosky y Simonsen, 1991).

Frecuentemente, la muerte subita ocurre después de inhalar y haberse sometido a ejercicio o a

12
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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 ADR, la
combinacidon de ejercicio y la exposiciéon a disolventes como el tolueno y el TCE pueden

producir fibrilacion ventricular (Wilcosky y Simonsen, 1991).

1.7. Anatomia y fisiologia del corazén

1.7.1. Configuracion externa e interna

El corazén es un érgano muscular hueco, localizado en la parte anterior e inferior del
mediastino, dentro de la caja toracica entre los pulmones, por encima del diafragma y delante
de la columna vertebral (figura 3). Se mantiene en su lugar por los grandes vasos que llegan o
parten de él, siendo la unién de la vena cava inferior y el diafragma un elemento de fijacién

importante (Latarjet y Ruiz, 1995).

Figura 3. Localizacién interna del corazén. El corazdn se encuentra en la caja toracica entre los pulmones,
encima del diafragma y delante de la columna vertebral. El vértice del corazdn se aloja sobre el diafragma, a la
izquierda de la linea media (Modificado de Sobotta et al., 2006).

13
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Tiene forma de piramide triangular con una base, un vértice y tres caras (figura 4). La
base esta vuelta hacia atras y hacia la derecha y el vértice se dirige hacia adelante y a la
izquierda y descansa sobre el diafragma. El corazén se relaciona directamente con el pericardio

y de forma indirecta con los drganos del mediastino y el térax (Quiroz et al., 2010).

Interiormente, el corazén esta dividido en dos mitades, derecha e izquierda. De cada
lado, el corazén derecho e izquierdo poseen dos de cuatro cavidades en que se divide todo el

organo: dos auriculas y dos ventriculos (figura 5) (Latarjet y Ruiz, 1995).

Los ventriculos presentan forma mas o menos cénica y poseen dos orificios en su base:
uno que comunica el ventriculo con la auricula del mismo lado, mientras que el otro orificio,
comunica el ventriculo izquierdo con la aorta y el ventriculo derecho con la arteria pulmonar, es

el orificio arterial (Quiroz et al., 2010).

Arteria braquiocefalica

Arteria carotida comun izquierda

Arteria subclavia izquierda

Aorta Vena cava

superior

Vena cava Tronco pulmonar

superior i
Arteria pulmonar
Auricula izquierda

Venas pulmonares

Venas pulmonares

Auricula derecha
Auricula derecha

Ventriculo izquierdo

Apice—

Ventriculo derecho
Vena cava inferior

Figura 4. Configuracién externa del corazdn. Se observan la cubierta mas externa llamada pericardio y la
cara externa de los ventriculos y auriculas. Sobre los ventriculos se distinguen las venas y arterias coronarias. En la
parte superior del corazdn, se extienden las arterias aorta y pulmonar, y en su cara posterior se aprecian las venas
pulmonares y la vena cava superior e inferior (Modificado de Sobotta et al., 2006).

El ventriculo derecho posee forma de pirdmide triangular, consta de tres paredes, un
vértice y una base. La base se halla en la parte superior, encontrandose en ella el orificio
auriculoventricular derecho y su valvula tricuspide y el orificio de la arteria pulmonar. (Quiroz et

al., 2010).
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El ventriculo izquierdo tiene forma de cono. Su orificio auriculoventricular posee una
valvula mitral compuesta de dos valvas cuadrangulares, mientras que el orificio adrtico tiene

una valvula formada de tres valvas sigmoideas (Quiroz et al., 2010).

Auricula

Aorta izquierda

Valvula aortica

Auricula derecha (semilunar)

Valvula mitral
Ventriculo izquierdo

Valvula tricispide
Musculos papilares
Ventriculo dereche

Tabique ventricular

Cuerdas tendinosas

Figura 5. Configuracidn interna del corazén. El corazén estd conformado de un ventriculo derecho y un
ventriculo izquierdo, mas pequefio que el derecho y de pared mas gruesa. Se distinguen ademas las auriculas
derecha e izquierda asi como las valvulas adrtica y tricispide que funcionan como compuertas para el paso de
sangre del ventriculo izquierdo a la aorta y de las auriculas a los ventriculos, respectivamente (Modificado de
Sobotta et al., 2006).

Las auriculas son de menor tamafio que los ventriculos y se hallan detras de éstos;
poseen cada una el orificio auriculoventricular y orificios venosos que corresponden a la
entrada de las venas cavas y seno coronario en la derecha y las venas pulmonares a la izquierda

(Quiroz et al., 2010).

El corazén estd formado por una masa gruesa de musculo hueca llamada miocardio, el
cual constituye una parte primordial de la estructura del corazén; esta recubierto por dentro

por el endocardio, y por fuera por el pericardio (Quiroz et al., 2010).

1.7.2. Venasy arterias del corazon

Las venas y arterias del corazén —denominadas vasos coronarios- (figura 6) estdn

dispuestas alrededor del érgano en forma de circulo (Latarjet y Ruiz, 1995).
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Vena cava Valvula pulmonar

superior

Aorta Valvula
aortica
Arteria
Arteria / ' coronaria
coronaria—#—— izquierda At
derecha i coronaria
Ar‘terla- derecha
Arteria coronaria
coronaria c_lrcu_nﬂeja
izquierda

anterior

Valvula tricaspide
descendente

Valvula mitra
Venas

coronarias

Figura 6. Vasos coronarios. En la imagen se resaltan de color rojo las arterias aorta, pulmonar y coronarias
y de color azul las venas cava superior y coronarias y su localizacidn y relaciones con otros aspectos anatémicos del
corazon (Modificado de Sobotta et al., 2006).

Las arterias coronarias derecha e izquierda no son iguales. La arteria coronaria izquierda
se origina de la aorta a la altura de la vdlvula sigmoidea y del seno de la aorta; pasa detras del
tronco de la arteria pulmonar, luego a su izquierda y por ultimo, abajo y adelante. Por otro
lado, la arteria coronaria derecha se origina de la aorta a la altura de la valvula sigmoidea
anterior derecha y del seno de la aorta correspondiente y se conduce hacia abajo, hacia
adelante y a la derecha y comprende el segmento preatrial (que va desde el origen de la arteria
hasta el borde anteroinferior del corazén), el segmento infroatrial y el segmento

interventricular inferior (Latarjet y Ruiz, 1995).

Las venas del corazén no coinciden con la disposicidn de las arterias y comprenden la
vena cardiaca magna —o coronaria mayor- y seno coronario; y un grupo de venas

independientes: pequefias venas del corazén y venas cardiacas minimas (Latarjet y Ruiz, 1995).

1.7.3. El corazén como una bomba y el centro de la circulacién

El corazéon como tal es un sistema de dos bombas separadas. Por un lado, el corazén

derecho bombea sangre hacia los pulmones y el corazén izquierdo bombea sangre a los

organos periféricos (Guyton y Hall, 2011).
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El musculo cardiaco esta formado por tres tipos principales de tejido: musculo auricular,
musculo ventricular y fibras especializadas en conduccién. Los musculos auricular y ventricular
son similares al musculo esquelético en cuanto a contracciones, pero las mantienen por mas
tiempo. Respecto a las fibras especializadas en conduccidn, éstas se contraen débilmente, pero
en cambio exhiben descargas eléctricas en forma de potenciales de accién a lo largo del
corazon con lo que se logra un sistema excitatorio que controla el latido ritmico del corazon

(Guyton y Hall, 2011).

El corazén alterna entre una fase de llenado y una de vaciado. Bajo circunstancias
normales, el marcapasos en el nodo sinoauricular (nodo SA) determina la duracion del ciclo
cardiaco y las propiedades eléctricas del sistema cardiaco de conduccion y los miocitos
determinan la duracion relativa de la contraccion y la relajacion. Mientras que el ritmo cardiaco

permanezca inalterado, este patrén permanece estable (Boron y Boulpaep, 2005).

Las partes del corazéon normalmente se contraen en secuencia ordenada, comenzando
por la contraccidon de las auriculas (sistole auricular), seguida de la contraccion ventricular

(sistole ventricular) y por ultimo la relajacion de las cuatro camaras (didstole) (Ganong, 2002).

La auricula derecha recibe la sangre venosa pobre en oxigeno proveniente de la
circulacidn sistémica que entra desde la vena cava superior e inferior, de ahi entra al ventriculo
derecho atravesando la valvula tricuspide. La sangre pasa entonces a su proceso de oxigenacion
a los pulmones a través de una vdlvula semilunar por la arteria pulmonar (Boron y Boulpaep,

2005).

La sangre oxigenada ingresa a la auricula izquierda, que la manda hacia el ventriculo
izquierdo de donde es expulsada hacia la circulacién sistémica a través de la valvula adrtica por

la arteria aorta (Boron y Boulpaep, 2005).
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1.7.4. Circulacidn especial: la circulacion coronaria

El corazdn recibe alrededor del 5 % del gasto cardiaco en reposo, aunque representa
menos del 0.5% del peso corporal total. Todo el suministro de sangre al miocardio deriva de las
arterias coronarias derecha e izquierda, que se originan en la raiz de la aorta (figura 6). Estas
arterias se ramifican en segmentos que penetran el tejido y se dividen en canales capilares

(Boron y Boulpaep, 2005).

Una vez que la sangre pasa a través de los capilares, se colecta en vénulas que drenan la

sangre pobre en oxigeno hacia las venas epicardiales (Boron y Boulpaep, 2005).

1.7.5. Elorigen del latido

El corazon posee un sistema de conduccion conformado por el nodo SA, las vias
auriculares internodales, el nodo auriculoventricular (nodo AV), el haz de His y sus ramas y el

sistema de Purkinje (Ganong, 2002).

Este sistema de conduccion es sensible a dafio por enfermedades como isquemia,
resultando normalmente en una secuencia anormal de la contraccion de las cavidades cardiacas

y en una disminucién de la efectividad del bombeo (Guyton y Hall, 2011).

El nodo SA es el marcapasos natural del corazon gracias a su capacidad de descargar en
forma espontanea con mayor rapidez que el resto de las partes del sistema de conduccién, lo
gue determina la velocidad de latido del corazén. Los impulsos generados en el nodo SA pasan
a través de las vias auriculares al nodo AV y de ahi al haz de His y través de las ramas del haz al

sistema de Punkinje hasta el musculo auricular (Ganong, 2002).
1.7.6. Mecanismos de contraccidn cardiaca
El potencial de accion registrado en una fibra de musculo ventricular (figura 7) produce

una despolarizacion de aproximadamente 105 mV, lo que significa que el potencial intracelular

aumenta de alrededor de -85 mV hasta +20 mV durante cada latido. Después del pico inicial, la
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membrana permanece despolarizada por 0.2 segundos, mostrando una meseta seguida por una

abrupta repolarizaciéon (Guyton y Hall, 2011).
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Figura 7. Potenciales de accién (en milivolts) de una fibra de Purkinje y de una fibra de musculo
ventricular. En ambos casos se resalta la fase de meseta, la cual se produce gracias a la liberacion de Cade los
cardiomiocitos y permite una mayor duracién del potencial de accion antes de la fase de repolarizacion
(Modificado de Guyton y Hall, 2011).

En el musculo cardiaco, el potencial de accién es provocado por la apertura de dos tipos
de canales: canales de sodio y de calcio dependientes de voltaje. Mientras los canales de sodio
permanecen abiertos por poco tiempo, al cabo del cual ocurre la despolarizacion, los canales de
calcio permanecen abiertos por mas tiempo, permitiendo la entrada de iones de calcio y
causando el estado de meseta en el potencial de accidon. Mas alla de esto, los iones de calcio
entrantes durante este estado con los causantes del proceso contractil, a diferencia del
musculo esquelético en el que este proceso ocurre derivado del calcio del reticulo

sarcoplasmico intracelular (Guyton y Hall, 2011).

1.7.7. Ciclo cardiaco

Se llama ciclo cardiaco al evento que ocurre desde el inicio de un latido hasta el inicio

del siguiente. Cada ciclo inicia con la generacidon de un potencial de accidn en el nodo SA y se

desplaza hasta el nodo AV en los ventriculos.
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El ciclo cardiaco consta de un periodo de relajacién conocido como diastole, durante el
cual el corazén se llena de sangre, seguido de un periodo de contraccién llamado sistole. La
duracion del ciclo cardiaco es reciproca con la frecuencia cardiaca y tiene relacién con el

electrocardiograma, relacién ilustrada en la figura 8.
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Figura 8. Relacién entre el ciclo cardiaco y el registro electrocardiografico y fonocardiogréfico. Las
diferentes etapas del ciclo cardiaco producen signos cuantificables que son comparables y correlacionables entre si
(Modificado de Guyton y Hall, 2011).

1.8. Modelo de corazoén aislado y perfundido

Fue Oscar Langendorff, quien en 1897, describid la técnica para extraer y aislar el
corazon de un mamifero y mantenerlo vivo, alimentandolo con una solucién nutritiva a través
de una cdnula insertada en la aorta ascendente. La perfusion retrégada cierra la valvula aédrtica
y el perfusado pasa al seno coronario, con lo que el corazén late en “vacio”. El método fue
basado en la preparacion de corazén perfundido de rana, desarrollada por Elias Cyon en 1866.

La técnica sentd las bases para comprender la fisiologia del corazén.
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Tabla 3. Ventajas y desventajas observadas en la preparacion tipo Langendorff de corazén aislado y

perfundido de mamifero

Ventajas Desventajas
Preparacion estable y facil de usar (Ytreus, No se considera del todo fisioldgica (Ytreus,
2000) 2000)

Permite varias rondas de experimentos con
una sola preparacién (Ytreus, 2000)

Alta reproducibilidad (Ytreus, 2000)

Los experimentos pueden realizarse en
ausencia de “ruido” proveniente de otros
organos (Southerland y Hearse, 2000)
Condiciones estandarizadas durante la
reperfusion (Ytreus, 2000)

Bajo costo (Ytreus, 2000; Southerland vy
Hearse, 2000)

La homeostasis celular se mantiene por un
tiempo limitado y es propenso a deterioro
(Ytreus, 2000; Southerland y Hearse, 2000)
Ausencia de influencia humoral y de
regulacion neuronal normal (Southerland vy
Hearse, 2000) *

Con el globo intraventricular no es siempre
bien perfundido el musculo papilar y puede
haber necrosis inducida por isquemia (Ytreus,
2000)

*Puede considerarse como ventaja o desventaja.

La utilidad de esta técnica radica en su manejo sencillo y versatil, asi como en su bajo

costo, aunque no sea del todo fisiolégica debido al gran volumen de flujo coronario y a la carga

y precarga ilusorios (Tabla 3) (Riascos et al., 2004).

1.8.1. Especies usadas para la perfusion

La preparaciéon de corazén aislado tipo Langendorff es apropiada para cualquier

mamifero y se han reportado preparaciones de humano y corazones de grandes especies como

mono, cerdo, oveja y perro, pero no son comunes. La preparacién mas usada y mejor descrita

es la de corazén de rata, aunque posee una limitante, que es la duracién corta de su potencial

de accidén; sin embargo, prevalece su uso en modelos experimentales de isquemia (Sutherland y

Hearse, 2000; Skrzyplc-Spring et al., 2007).

En lo que se refiere a la preparacion de corazén de ratdn, su tamano pequefio y ritmo

cardiaco alto hacen dificil la medicion de la presion intraventricular y la duracion mas corta de

su potencial de accién, hace esta preparacion muy inadecuada para el analisis de sustancias

arritmogénicas y drogas antiarritmicas (Skrzyplc-Spring et al., 2007).
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Otras especies, como el conejo, tienen problemas con la anestesia (Sutherland y Hearse,

2000).
1.8.2. Anestesia

Para poder realizar el procedimiento quirdrgico es necesario someter al animal a
anestesia general. Para tal efecto, son aconsejables los barbitlricos y los anestésicos volatiles
(éter, halotano y metoxiflurano). No se aconseja decapitar al animal para evitar la liberacion de
catecolaminas enddgenas y otros factores de la circulacién (Doring y Dehnert, 1988; Sutherland

y Hearse, 2000).

Es importante conocer las ventajas y desventajas de cada anestésico. El éter no es
aconsejable ya que es altamente inflamable, produce irritaciones en el animal y es capaz de
estimular el sistema nervioso simpatico (Skrzyplc-Spring et al., 2007). El método de anestesia
mas ampliamente utilizado es una inyeccidon intraperitoneal de barbituricos, especialmente
tiopental o nembutal. El pentobarbital es, por ejemplo, un depresor cardiorespiratorio que
puede conducir a la reduccién celular de fosfatos de alta energia, no obstante, el efecto
cardiodepresor es eliminado 10 minutos después de interrumpida la anestesia (Doring y

Dehnert, 1988; Sutherland y Hearse, 2000).

Para prevenir la aparicién de trombos, es aconsejable la administracién de heparina o
algun otro anticoagulante, a menos que se realicen estudios sobre el metabolismo de acidos
grasos, ya que la heparina tiene accién lipolitica, por ende, puede desplazar proteinas asociadas
a la membrana celular como la superdoxido dismutasa (Sambandam et al, 1999). La
administracion de heparina puede realizarse via endovenosa (Sutherland y Hearse, 2000;
Riascos et al., 2004) o via intraperitoneal (Doring y Dehnert, 1988); sin embargo, no es esencial,
autores como Skrzyplc-Spring y col. (2007) no administran ningun tipo de farmaco

anticoagulante.
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1.8.3. Maedicidn de parametros cardiovasculares

1.8.3.1. Presion de perfusion

La presion de perfusidn es una medida de la oposicion del tejido a llenarse con liquido.
Para el caso particular de la preparacion Langendorff de corazén aislado, la presion de
perfusidon corresponde a la oposicién de la vasculatura coronaria del drgano al paso del
perfusado, la cual se produce a partir de la perfusidon retrégada, entrando por la canula hacia la
aorta, lo que lleva a que se cierre la valvula adrtica y que el perfusado pase hacia las arteria
coronarias derecha e izquierda, de ahi hacia las venas coronarias y sea expulsado a través de las

arterias pulmonares (figura 9).

Canula
g::: Arteria
. Aorta pulmonar
superior i
Arteria / izquierda
pulmonar \
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Figura 9. Diagrama que muestra el transito del liquido perfundido en el corazén aislado. El perfusado
entra a través de la canula hacia la arteria aorta, con lo que mantiene cerrada la vdlvula aortica y el perfusado pasa
a las arterias coronarias, nutre el miocardio, donde se filtra hacia las venas coronarias y es expulsado por las
arterias pulmonares derecha e izquierda.

1.8.3.2. Fuerza de contraccion ventricular

El procedimiento mas sencillo y mas ampliamente usado para medir la fuerza de
contraccion ventricular es el método del globo, introducido por Gottlieb y Magnus en 1904.

Para medir este pardmetro, se introduce un globo lleno de liquido, como puede ser agua

1

23




pQFB Gabriel Herrera Lopez [1O0/ENIE]

destilada y desionizada, o una solucién de etanol al 96% y agua destilada y desionizada en una
proporcién 1:1, la cual permite sélo una baja solubilidad de oxigeno y por lo tanto la facil

eliminacion de burbujas de aire (Doring y Dehnert, 1989).

El globo se introduce en el ventriculo izquierdo via una de las venas pulmonares a través
de la valvula mitral. El globo debe ser tan delgado como sea posible, flexible y compatible con
tejidos bioldgicos (Skrzypiec-Spring et al., 2007). El tamaio sera determinado por la especie del
animal de estudio, siendo necesario para ratas un didmetro de entre 3 y 4 mm, para cuyos de 5
a 6 mm y para conejos de 8 a 10 mm (Doring y Dehnert, 1989). Los globos pueden ser
fabricados con un trozo pelicula de latex o plastico para envoltura de alimentos, el cual es atado

al extremo de una canula por la que se llenara el globo de liquido (Sutherland et al., 2003).

1.8.3.3. Electrocardiograma

Para medir la excitacion cardiaca normal, puede usarse una canula adrtica metalica
como electrodo de referencia y, a partir de eso, elegir algin método para colocar los
electrodos. Un electrodo puede posicionarse facilmente sobre la auricula izquierda (con una
sierra fina o un clip) sin temor a dafiar el sistema capilar, ya que la auricula no contiene vasos

coronarios (Doring y Dehnert, 1989).

1.8.4. Aplicacion de la técnica de Langendorff

La preparacién original de Langendorff ha tenido varias modificaciones, gracias a las
cuales es posible estudiar varias condiciones patoldgicas, que van desde isquemia global hasta
isquemia regional, arritmias y posibles drogas proarritmicas e incluso evaluar las condiciones de

almacenamiento mas adecuadas de corazones para transplante (Skrzypiec-Spring et al., 2007).
1.9. Receptores adrenérgicos

Los receptores adrenérgicos pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a

proteinas G (GPCRs, por sus siglas en inglés), cuyo prototipo es la rodopsina. Los GPCRs
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transmiten la mayoria (~80%) de las sefiales transduccionales a través de las membranas

celulares (Costanzi et al., 2009; Millar y Newton, 2010).

Es posible distinguir tres clases de receptores adrenérgicos: oy, a,y B, encontrandose
subtipos de cada uno, siendo estos Qua, Oig, Oip; Qs Oz y Ooc Y PB1, B2 y B3 siendo el mas
ampliamente estudiado el AR-B, Los subtipos de los receptores B se acoplan a la proteina G y
activan a la adenilato ciclasa y los subtipos de los receptores a, estan acoplados a G;
produciendo una inhibicidon de la actividad de la adenilato ciclasa, activando canales de potasio
operados por ligando e inhibiendo canales de calcio (Tabla 4 y 5). Por otro lado, los subtipos a;
actuan mediante su acoplamiento a otros sistemas efectores, siendo la via G,-fosfolipasa C-IP;

el efector de mayor importancia (Tabla 4) (Westfall y Westfall, 2006).

Tabla 4. Caracteristicas de los receptores adrenérgicosa; y a,. Tomado de IUPHAR-DB, 2013

Receptor Antagonistas Distribucion Mecanismo efector NuUmero de
aminodacidos
aia Tamsulosina Sistema olfatorio, ntcleo Fosfolipasa C 466
KMD-3213 hipotalamico, corazén,
prostata
O1p Tamsulosina Bazo, rifidn Fosfolipasa C 519
NAN 190
Q1p Tamsulosina, Aorta, vejiga Fosfolipasa C 572
A-123189, WB
4101
ooa Lisurida, Cerebro, bazo, rifién, aorta, | Adenilato ciclasa 450
tergurida, pulmén, musculo
yohimbina esquelético, corazén,
higado
QB Rawolsina, Bazo, rifidn, aorta, pulmén, J Adenilato ciclasa 450
espiroxatrina, musculo esquelético,
RX821002 corazon, higado
Fentolamina, Cerebro, rifidn, aorta, J Adenilato ciclasa 462
Olyc lisurida pulmén, musculo

esquelético, corazén, bazo
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Tabla 5. Caracteristicas de los receptores adrenérgicos B. Tomado de IUPHAR-DB, 2013

Receptor Antagonistas Distribucion Mecanismo Numero de
efector aminoacidos
B1 Carvedilol, CGP Corazén, pulmones P Adenilato ciclasa 477
12177
B2 Timolol, ICl 118551 Pulmones, corazén M Adenilato ciclasa 413
B3 Tertatolol, Tejido adiposo MAdenilato ciclasa 408
SR59230A

El receptor adrenérgico B: (AR-B:) —mostrado en la figura 10- es el subtipo
predominante de receptores adrenérgicos del tipo B (AR-B) en el corazén, mediando el
incremento del ritmo cardiaco y de la fuerza de contraccién, haciéndolo el blanco terapéutico
mas importante para los antagonistas de los receptores B usados para tratar enfermedades

como falla cardiaca crodnica, hipertension y arritmias (Hakalahti et al., 2010).

Figura 10. Estructura bidimensional de los receptores adrenérgicos aia, s Y B:. Receptores de siete
dominios transmembranales acoplados a proteinas Gq (para el caso de los AR-a,), Gi (para el caso de los AR-a,) o
Gs (AR-B). (Tomado de Westfall y Westfall, 2006)

1.10. Mecanismos de accion de la adrenalina

La epinefrina o adrenalina (figura 11) es un agonista de los receptores adrenérgicos a y
B. Es una catecolamina enddégena con efecto vasopresor potente mediado por tres
mecanismos, por un lado estimula el miocardio produciéndose un aumento en la fuerza de

contraccion ventricular (efecto inotrépico positivo) y un aumento de la frecuencia cardiaca
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(efecto cronotrdpico positivo), ademas de contraer muchos vasos sanguineos, efecto que es

mas notable en las arteriolas mas pequefias y en esfinteres precapilares (Bloom, 2006).

OH
HO

HN
HO “CHj

Figura 11. Estructura de la adrenalina. La adrenalina es una amina enddgena caracterizada por tener la
presencia de un grupo catecol, que es un 3, 4-dihidroxibenceno. Su precursor biosintético inmediato es la
noradrenalina.

Los efectos cardiacos de la ADR son mediados principalmente por estimulacion de AR-f;
distribuidos en el miocardio, células del marcapasos y tejidos de conduccion. Se hallan en

proporcién 4:1 en comparacion con el subtipo [, (Bloom, 2006).

Los AR-B1en el corazén median su efecto a partir de la unién de agonistas produciendo
la activacion de cascadas de trasduccion de sefiales. Los agonistas adrenérgicos estimulan al AR-
B, el cual, a través de la proteina G (Gs) promueve un aumento en la produccidn de adenosin
monofosfato ciclico (CAMP) y éste a su vez activa a la proteina cinasa A (PKA) para fosforilar
multiples efectores moleculares tanto en células del marcapasos como en miocitos cardiaco

(Westfall y Westfall, 2006) (figura 12).

En cuanto a los AR-a;, su estimulacién culmina en la regulacién de multiples sistemas
efectores. Un mecanismo primario de transduccion de sefales comprende la activacion de la
via Gq‘PLC‘lP3'C3+2 (figura 12) y la activacion de otras vias sensibles al calcio y la calmodulina

como las de las CaM-cinasas (Westfall y Westfall, 2006).

En células del marcapasos, los agonistas B,y los activadores de los canales de calcio
tipo-L, por ejemplo Bay K 8644 (Rampe y Kane, 1994), promueven las corrientes de calcio (Ica),
asi como una corriente a través de los canales de calcio tipo-T y corrientes de Na* a través de

canales catidnicos no selectivos. El efecto neto de estas dos cargas es un incremento en la
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frecuencia de despolarizacion diastdlica y una disminucién en el umbral para el potencial de
accion. Debido a que la didstole se acorta, el ritmo cardiaco se incrementa (Boron y Boulpaep,

2005).
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Figura 12. Mecanismo de accidon de la adrenalina sobre los AR-a; y AR-B en corazén y musculo liso
vascular. Los AR-B son receptores metabotrépicos acoplados a una proteina Gs, a través de la cual promueven el
aumento de cAMP por activacién de la enzima adenilato ciclasa. El aumento de cAMP inducird en musculo
ventricular un efecto inotrdpico, cronotrépico y lusitrépico positivo, mientras que en musculo liso vascular induce
vasodilatacién. En cuanto a los AR-a,, éstos son receptores acoplados a proteina Ggq, la cual activa la fosfolipasa C
que hidroliza fosfoinositidos de la membrana (PiP,) para producir IP;y DAG. El IP; promueve la salida de Ca® del
reticulo sarcopldsmico y subsecuentemente activa la proteincinasa dependiente de calmodulina en musculo liso
vascular para dar la vasoconstriccién (Modificado de Gillies et al., 2005).

En las células del miocardio, los agonistas B; ejercen muchos efectos paralelos via PKA.
Ademas, la subunidad as de la proteina G puede activar directamente los canales de calcio tipo-
L. El efecto neto de estas rutas es la generacion de contracciones fuertes y breves (Boron vy

Boulpaep, 2005).
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1.11. Antagonistas adrenérgicos: propranolol y prazosina
A. B
0
== N /]\
o N N o H
\f’ OH
N
= D/’
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Figura 13. Estructura de los antagonistas a; y B adrenérgicos prazosina (A) y propranolol (B),
respectivamente. (Tomado de IUPHAR-DB)

La prazosina (PRZ) es el prototipo de un grupo de compuestos que contienen un nucleo
de piperazinilquinazolina, que antagoniza los receptores adrenérgicos a; (figura 13-A). Su
afinidad por los receptores adrenérgicos a; es unas 100 veces mayor que la que posee por los

oy, y tiene afinidad similar por los subtipos aia, a1g y aip (Westfall y Westfall, 2006).

El propranolol (PPL) (figura 13-B) es un antagonista adrenérgico con igual afinidad por
los receptores B1y B,, pero no interactla con receptores adrenérgicos a. Es altamente lipofilico

y de absorcién casi completa al administrarse por via oral (Westfall y Westfall, 2006).
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2. JUSTIFICACION

Los inhalables son compuestos que pueden hallarse facilmente en diversos productos
comerciales como pegamentos, esmaltes, aerosoles y pinturas; su amplia distribucién y
numerosos efectos sobre drganos y sistemas -que van desde el SNC hasta el sistema

cardiovascular- hacen que se despierte un interés especial en el estudio de estas sustancias.

Son muchos los reportes que existen sobre la exposicién ocupacional a los inhalables, no
asi de su abuso. A pesar de que este grupo de drogas es de las mas empleadas entre la
poblacién (principalmente entre personas jévenes y de un nivel socioecondmico bajo), con lo
gue constituyen un serio problema de salud publica, los inhalables son las drogas menos

estudiadas.

El principal conocimiento que se ha forjado alrededor de los inhalables radica a nivel de
los efectos sobre el SNC, de ahi que aun queda mucho por conocer sobre el mecanismo de
accién de los inhalables a nivel cardiovascular. Los datos que existen sobre los efectos del
tolueno sobre el corazdn son escasos y derivan principalmente de observaciones clinicas hechas

en pacientes que abusan de este disolvente.

Un ejemplo puntual de un fendmeno relacionado con los inhalables y su efecto directo
sobre el sistema cardiovascular se refiere con el sindrome de muerte subita por inhalacidn, del
cual existen sélo unos pocos casos clinicos registrados que dan una idea y posibles hipotesis
acerca del mecanismo por el cual la inhalacion de disolventes en una situacién de abuso puede
producir este efecto; aunado a esto, los estudios in vitro son escasos y aun mas aquellos

reportes en los que se estudia una exposicidn crénica.

Por lo tanto, resulta de gran interés estudiar los efectos de la exposicidon crdnica de
tolueno en un modelo estandarizado in vitro y poder correlacionarlos con el fenédmeno de

muerte subita por inhalacién.
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3. HIPOTESIS

La exposicidn crénica a tolueno produce una sensibilizacion del corazén de rata al efecto

de la adrenalina.
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4. OBIJETIVOS

4.1. Objetivo general

Estudiar el efecto de la exposicidon crénica a tolueno sobre la reactividad a la adrenalina

sobre el corazén de rata en la preparacién tipo Langendorff.

4.2. Objetivos especificos

4.2.1. Estandarizar la técnica para montar y perfundir el corazoén aislado de rata en una

preparacion tipo Langendorff.

4.2.2. Evaluar el efecto de la exposicion crénica (2 meses) a 4000 ppm de tolueno

sobre la presién de perfusidn del corazén en presencia de adrenalina.

4.2.3. Evaluar el efecto de la exposicion cronica (2 meses) a 4000 ppm de tolueno

sobre la fuerza de contraccidn ventricular en presencia de adrenalina.

4.2.4. Evaluar el efecto de la exposicion crénica (2 meses) a 4000 ppm de tolueno

sobre la frecuencia cardiaca en presencia de adrenalina.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Animales

Se usaron ratas macho de la cepa Wistar de 2 meses de edad (200 a 250 g de peso),
sometidas a un ciclo normal luz/obscuridad (12h/12h) y con acceso libre a agua y alimento,
alojadas en grupos de cinco animales. Todos los procedimientos experimentales se llevaron a
cabo segun lo establecido por el comité local de ética y de acuerdo a las regulaciones
establecidas en la norma oficial mexicana para el uso y cuidado de animales de laboratorio

‘NOM-062-Z00-1999'".

5.2. Sustancias

Se uso tolueno como disolvente de abuso prototipo, anhidro, 99.8% de pureza (Sigma-
Aldrich®). Los animales fueron expuestos a una concentracién de 4000 ppm, imitando lo que

sucede en una situacién de abuso (Marjot y McLeod, 1989)

Como anestésico general, se usd pentobarbital sddico (Sedalpharma®) administrado via
i.p. a una dosis de 50 mg/Kg de peso del animal antes de la intervencidon quirlirgica para

posteriormente extraer el corazén.

Se empled heparina a una dosis de 100 Ul por cada 100 g de peso del animal

administrada via i.p.

Para el liquido de perfusidn, se utilizé una solucion de Krebs-Henseleit modificada, con
la siguiente composicion (mM): NaCl 118.07, glucosa 23.32, NaHCO; 25, KCl 4.7, MgS0,4-7H,0
1.18, KH,PO4 1.75, CaCl,-2H,0 2.52 y Na-EDTA-Na 0.0267.

Se empled clorhidrato de adrenalina como agonista adrenérgico, (Sigma Aldrich®). Se

prepararon soluciones con concentraciones de 1x10°M, 1x10® M, 1x10”7 M, 1x10° M, 1x10°

1
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M, 1x10™ M y 1x10° M, disolviendo la adrenalina en solucién salina. Las soluciones fueron

preparadas en el momento que serian usadas.

Como antagonista B-adrenérgico, se usé clorhidrato de propranolol (Sigma-Aldrich®)
disuelto con solucién de Krebs-Henseleit a una concentracion de 1x10° M; por su parte, como
antagonista aj-adrenérgico, se empled prazosina (Sigma-Aldrich®) disuelta en etanol al 96%
diluida en la solucién de Krebs-Henseleit, quedando a una concentracién de 6.35x107 M de
prazosina y una concentracion final de etanol de 0.0015%. La solucion es usada en el momento

de su preparacion.

5.3. Estandarizacion de la técnica de corazon aislado y perfundido segtin Langendorff

Para llegar a estandarizar la técnica descrita se recurrid a hacer ensayos bajo diversas
condiciones hasta obtener un registro que evidenciara una preparacién estable segun lo
descrito en la literatura, haciendo uso de la infraestructura existente en el laboratorio de

Farmacologia del Instituto de Investigaciones Quimico-Biolégicas.

Uno de los elementos importantes dentro de la estandarizacion de la técnica fue
encontrar las condiciones dptimas del globo intraventricular usado para medir la FCV y la FC,
teniendo que modificar su forma, tamano y fluido con que se llend, para este caso decidimos

utilizar agua.

5.4. Exposicion al disolvente

La exposicidn al tolueno se llevd a cabo en cdmaras de exposicion estaticas, que constan
de una jarra cromatografica de 29.0 L, cerrada de forma hermética por una tapa de acrilico, que
cuenta con un puerto de inyeccion por el que se administra el disolvente y es recibido por un
papel filtro sujetado a una malla metalica. En el interior tiene un ventilador con las aspas
dirigidas hacia dentro de la cdmara, lo que permite la rapida volatilizacién y distribucion del

disolvente durante el tiempo de exposicion (figura 14).
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Figura 14. Camara de exposicion estdtica. Consta de una jarra cromatografica de 29 litros cubierta con
una tapa de acrilico que cierra de forma hermética. Por dentro de la tapa se encuentra un ventilador con las aspas
dirigidas al interior que volatilizaran el disolvente administrado por un puerto de inyeccién y recibido en un papel
filtro sujeto a una malla metalica. Los animales son introducidos uno a la vez por periodos de 30 min.
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Los animales son introducidos en la camara de manera individual, administrando el
disolvente por el puerto de inyeccion. Las exposiciones se llevaron a cabo por un periodo de 30
minutos, 2 veces al dia. Las concentraciones de vapor deseadas se alcanzan en menos de un
minuto (1 min) y permanecen constantes durante el tiempo de exposicién (30 min). El volumen
necesario para obtener la concentracidon deseada en partes por millén dentro de la cdmara, se

calcula empleando la ecuacion de Nelson (1971):

. PM Cppm Vs P(107°)
B d RT

Donde:

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

(ml).
PM = peso molecular del disolvente (g/mol)
Cppm = concentracién deseada (ppm)
Vs = volumen de la cdmara de exposicion (l)
d = densidad del disolvente (g/l)
P = presién atmosférica (atm)
R = constante general de los gases (L-atm-mol*-K™)
T=temperatura (K)
5.5. Preparacion Langendorff de corazén aislado de rata

Las ratas fueron sometidas a anestesia profunda con pentobarbital sddico y se les
administré heparina a una concentracién de 100 Ul por cada 100 g de peso del animal. Previo a

la extraccion del corazon, se realizé una tragueotomia para permitir la respiracion asistida con
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un respirador mecanico (Rodent ventilator 7025®) ajustado a 1 mm?® de aire por cada 100 g de

peso del animal.

En cada caso, el corazén fue extraido realizando una laparatomia téraco-abdominal que
permite la exposicién del paquete cardiopulmonar. Se pinzan las venas cavas inferior y superior
y se cortan para impedir el flujo sanguineo al corazén y con ello minimizar la aparicion de
codgulos. Se localiza la arteria aorta a nivel del térax y se corta para, a partir de ella, extraer el
corazén y los pulmones, los cuales se sumergen en un vaso de precipitado conteniendo
soluciéon de Krebs-Henseleit a 4°C. Posteriormente, la aorta se corta a la altura del cayado, para
montar el paquete cardiopulmonar en el equipo de perfusion con ayuda de una cdnula de
calibre 24, perfundido en el érgano de forma retrégada con un flujo constante de 10£0.5 ml de
soluciéon de Krebs-Henseleit a 37°C y pH=7.4 y gasificada con un 95% de O,y 5% de CO, Ya que
el paquete cardipulmonar se perfunde por la solucién de Krebs-Henseleit, los pulmones son

eliminados de la preparacién dejando el corazén aislado (figura 15).

Figura 15. Corazon aislado de rata, montado y perfundido en una preparacién tipo Langendorff.
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Para monitorizar la FCV y la FC, se insertd un globo de latex lleno de agua destilada a

través de la vena pulmonar hasta el ventriculo izquierdo.
5.6. Curva concentracion-respuesta gradual

Una vez montado el corazén en el equipo de perfusion, se procedié a correr curvas
concentracion-respuesta (CCR) graduales; para este propdsito se administraron 20ul en orden
creciente de concentracion, de las soluciones de ADR en ausencia y presencia de PPL y PRZ,
adicionados en el perfusado 20 min antes de la realizacién de la curva. El registro de presion de
perfusion, fuerza de contraccién ventricular y frecuencia cardiaca fue monitorizado usando un
sistema de transduccién de sefiales Byopac Systems. Los datos fueron almacenados en formato

electrénico con ayuda del programa AcgKnowledge 3.8.2 para su posterior analisis.
5.7. Analisis estadistico de resultados

Los resultados obtenidos fueron representados en graficas como la media + e.e. (n=5) e
interpretados mediante un analisis de varianza de dos vias, seguido de una prueba de Tukey, o
en su defecto, una prueba t de Student usando el programa SigmaPlot 11.0. Las diferencias se

consideraron estadisticamente significativas con un valor de significancia de p<0.05.
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6. RESULTADOS

6.1. Estandarizacion de la técnica de corazon aislado y perfundido tipo Langendorff

Para lograr que el corazén de una rata permanezca viable mediante una técnica in vitro
Yy, en este caso, siguiendo la técnica descrita por Langendorff (1897), fue necesario comenzar
por establecer un montaje y acomodo de cada uno de los elementos descritos a fin de que el
organo realice las funciones bdsicas necesarias en los experimentos realizados. La preparacion

de Langendorff se esquematiza en la figura 16:

Flujo de carbdgeno 95% O:, 5% CO B =
— Flujo de solucion de Krebs-Henseleit N
Emm——  Fiujo de agua a 37°C T
- Alojamiento del corazdn Be- | o
T ivg
o(J.]
g
1 43 T 410

Figura 16. Esquema de montaje de la preparacidon Langendorff en el Laboratorio de Farmacologia: 1)
fuente de carbégeno (95% O, 5%CO0,), 2) bomba de recirculacién y sistema de regulacién de temperatura, 3) bafio
de agua a temperatura constante (37°C), 4 )Jtermdmetro, 5) matraz balén conteniendo la solucidon de Krebs-
Henseleit, 6) bomba peristaltica, 7) tubo serpentin, 8) canula de perfusidn sujeta a la aorta, 9) corazén aislado y
perfundido, 10) globo ventricular alojado en el ventriculo izquierdo, 11) alojamiento del corazén a temperatura
constante, 12a) transductor electrénico que registra la presion de perfusion, 12b) transductor electrénico que
registra la fuerza de contraccién ventricular y la frecuencia cardiaca.
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Manipulacion excesiva al montar el corazon.

Si bien el momento en el que se cambia la perfusidn sanguinea por la perfusion artificial

es un punto crucial para lograr el éxito de la técnica, la insercidn del catéter hacia el ventriculo

izquierdo fue igualmente un punto importante (figura 17), observdndose que esto debe hacerse

evitando la manipulacion excesiva del 6rgano y en particular de sus auriculas, ya que de no ser

asi se llega a un estado arritmico, seguido del cese del latido cardiaco y el registro Unico de la

presion de perfusion propia del paso del perfusado a través de la canula.

Introduccion de un catéter de embolectomia como globo ventricular.

El proceso de estandarizacién se enfocd primeramente en la introduccién de un globo

intraventricular para medir la FCV e indirectamente la FC. Para este propdsito, se empled un

catéter de embolectomia calibre 5F, el cual, sin embargo, no dio los resultados esperados,

como se vera mas adelante.

[ File Esa Transform Display Window Videa MPL00  Help —iofx
BRI REEIC ) EE)EEEIEC B
Sc|_Tee |[110580000scc SC| DemaY |[000006scc  Sc!_ Freg [[000000W:  sc|  sew |[0.00000 BPM  SC|_ M [[427 76388 mmh
[H[E] anekeg weut
*Seq:\e?l EL [«]¥][®]
|‘ [ L -
1 i | i i st
[ [N
- H i l Tea asatey,
114,458141
|
| il. | 64.458141
1 l
534 251956
454 251
] g
434 261955
34251956
000008 5 03550 1047338 15.26006 LI 3
J| [Sat | W

Analog mput Chart Disk

Figura 17. Registro de un ensayo de la preparacidon Langendorff. El canal 1 (rojo) muestra el registro
perteneciente a la PP, y el canal 2 (azul) el registro propio de la FCV. La manipulacion excesiva del drgano y en
particular de las auriculas, lo lleva a su pronta degradacion.
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Ensayo con el catéter de embolectomia

Luego de varios ensayos que nos llevaron a identificar que la mejor via de acceso del
globo ventricular es una de las venas pulmonares, ademas de hallar la manera de facilitar la
introduccion del globo agrandando el acceso con ayuda de una tijera, surgieron los problemas
propios del uso del catéter de embolectomia. Sus requerimientos de presion para inflarse arriba
de 400 mmHg y un volumen dificilmente ajustable, hacen de éste un instrumento

inconveniente que debido a su gran tamafio produce la muerte del tejido cardiaco (figura 18).
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Figura 18. Registro de un ensayo de la preparacidon Langendorff. El canal 1 (rojo) muestra el registro
perteneciente a la PP, y el canal 2 (azul) el registro propio de la FCV. El requerimiento de una forma de medir la
FCV y la FC nos llevd a ensayar usando un catéter para embolectomia calibre F5 inflado con aire. El resultado de
una presion basal arriba de 400 mmHg generada por el catéter y un volumen grande, conduce a la muerte del
tejido cardiaco, en conjunto con periodos de ausencia de oxigeno.
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Comportamiento eldstico del catéter de embolectomia inflado con aire

Debido a la longitud del catéter de embolectomia y a que se encuentra sellado, se optd
por llenar el catéter con aire; sin embargo, debido a que el aire puede comprimirse, se
requerian altos valores de presidn para poder inflar el globo y asi permitir el registro. La figura
19 muestra el registro del comportamiento elastico del latex que conforma el globo de la punta
del catéter de embolectomia. A partir de un estado basal de 0 mmHg y volumen igualmente de
0 mm?®, se administra aire con ayuda de una jeringa montada en una bomba de infusién hasta
llegar a una media de presion de 409.82 + 4.09 mmHg (media de presion maxima * e.e. n=7
mediciones). En este punto se llega a una etapa en la que el volumen obtenido es inversamente
proporcional a la presién, consiguiéndose un volumen minimo de alrededor de 0.8 mm? para la

presion de 350.75 + 7.86 mmHg. El volumen fue determinado por desplazamiento de agua.
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Figura 19. Registro del comportamiento mecanico del catéter de embolectomia como posible globo
intraventricular. El presente registro se llevd a cabo con el fin de conocer la presidn requerida para obtener un
volumen de inflado; se observa una presién maxima mayor a 400 mmHg para vencer la resistencia del latex, previo

.2 3 . T
a un descenso de presidn, con lo que se genera un volumen del globo de alrededor de 0.8 mm~, sin posibilidad de
conseguir un volumen menor.
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Catéter de embolectomia inflado con aire

Si bien con ayuda del analisis mostrado en la figura 19 fue posible conocer la correlaciéon
volumen-presién del globo, al momento de probarlo en una preparacion se observa que no es
necesario que el globo se halle completamente inflado, ya que el registro del latido del corazén
es posible a valores de presién menores a 400 mmHg; el problema encontrado entonces se
deriva de la imposibilidad del globo de permanecer inflado a un mismo volumen a lo largo del
experimento, (figura 20) ya que poco a poco el valor de presién del globo disminuye y con él, el
volumen vy, por ende, surge la imposibilidad de medir los pardmetros cardiovasculares para los

cuales fue disefiado el globo: FCV y FC.
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Figura 20. Registro de un ensayo de la preparacion Langendorff. El canal 1 (rojo) muestra el registro
perteneciente a la PP, y el canal 2 (azul) el registro propio de la FCV. Otro inconveniente del catéter de
embolectomia consistié en sus altos requerimientos de presidn para poder llegar a cierto volumen, lo que producia
un valor inconsistente a lo largo del experimento vy, por ende, dificultd la lectura y obtencién de los datos.

Observando que el aire usado para inflar el globo del catéter de embolectomia era el

responsable tanto de los valores altos de presidon requeridos para conseguir un volumen

deseado, como del efecto de disminucién gradual del volumen a la hora de su utilizacién, se
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optd por llenar el catéter con agua, pero durante el procedimiento éste sufrid una ruptura, lo

gue imposibilitd su uso.

Los resultados negativos del catéter de embolectomia, asi como su elevado costo,
marcaron las pautas para generar un globo intraventricular fabricado en el laboratorio a partir
de un trozo de latex transparente y un catéter calibre 5F igualmente transparente que fuera
llenado con agua destilada (figura 21). Si bien el liquido de llenado puede variar, la mejor
opcioén seria uno de muy baja viscosidad para facilitar la eliminacion de cualquier burbuja de

aire a lo largo del catéter y dentro del globo.

Figura 21. Globo intraventricular empleado en la preparaciéon Langendorff de corazén aislado para
determinar la FCV e indirectamente la FC. A. Estado lleno de agua destilada e inflado a presién atmosférica,
empleado en el protocolo; B. Estado inflado con agua destilada a presiones mayores a la atmosférica.

Siguiendo la técnica de insercidn del globo en el ventriculo izquierdo, como se describe
antes, pudimos obtener registros mas estables lo cual permitié que prosiguiéramos con otras

condiciones que serian requeridas en el protocolo.
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Introduccion de un globo ventricular inflado con liquido
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Figura 22. Registro de un ensayo de la preparacidon Langendorff. El canal 1 (rojo) muestra el registro
perteneciente a la PP, y el canal 2 (azul) el registro propio de la FCV. Para llevar a cabo este registro, se cambié el
catéter para embolectomia por un globo intraventricular elaborado a partir de un trozo de latex. Un gran tamaiio
del globo lleva a la produccidon de este registro, en el que se observan aumentos graduales en la PP y una
disminucidén en la amplitud del registro de FCV. El corazén aparece rigido al tacto y se observan zonas de necrosis
donde se alojé el globo.

La figura 22 muestra el registro de una preparacion tipo Langendorff de corazén de rata,
en la que el registro en rojo pertenece a la PP del 6rgano, y el registro en azul, pertenece al
obtenido gracias al globo ventricular hecho en el laboratorio. Durante este experimento se
administraron 20 pl de las soluciones de ADR en concentraciones crecientes, observandose

claramente un aumento en la PP en forma dependiente de la concentracion.

Este registro (figura 22) pone de manifiesto la importancia del tamafio del globo, el cual
en este caso era lo suficientemente grande para cubrir las paredes del endocardio e impedir la
correcta perfusion de éste y del musculo papilar. Existe un aumento gradual del registro para la
PP y puntos de aumento brusco atribuidos a infartos localizados. El registro efectuado por el

globo ventricular disminuye en cuanto a amplitud y poco a poco el corazén cesa de latir, se
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siente rigido al tacto y presenta zonas necréticas evidentes en el miocardio justo en la zona

donde se alojo el globo ventricular.
Isquemia y reperfusion

La figura 23 muestra un experimento en el que el corazén de rata sufrié un periodo de
isquemia justo en el periodo que va de su extraccién hasta antes de su reperfusién. De manera
semejante que en el registro de la figura 22, el corazéon montado presenta un aumento gradual
y desproporcionado en el registro propio de la PP y una disminucion en la amplitud del registro
del globo ventricular, la cual, sin embargo, es mas notorio y llega a su minima expresién de
forma mas rdpida y evidente. El corazén se siente rigido al tacto y sin latido alguno, pero no se
observan las zonas necréticas donde se albergé el globo.
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Figura 23. Registro de un ensayo de la preparacidon Langendorff. El canal 1 (rojo) muestra el registro
perteneciente a la PP, y el canal 2 (azul) el registro propio de la FCV. Es el ejemplo de una técnica de extraccion
lenta del corazén que llevd a ocasionar isquemia. La PP basal aumenta de manera acelerada y disminuye la FCV. El
corazon se siente rigido al tacto.
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Determinacion del volumen de adrenalina

Como el protocolo experimental requeria el uso de ADR en concentraciones crecientes
del farmaco, fue necesario determinar el volumen adecuado a administrar, de tal manera que
se observara un efecto notorio sin afectar la integridad del corazén montado. La figura 24
muestra el registro del efecto vasopresor mediado por la adrenalina sobre la PP del corazén de
una rata control. Se administraron primeramente 10 pl de las soluciones de ADR en
concentraciones crecientes (1x10'9 M, 1x10® M, 1x10”7 M, 1x10°® M, 1x10” M, 1x10™* M v 1x107
M) y enseguida 20 pl de las mismas soluciones. El efecto presor se hace evidente como un
aumento gradual del registro y regreso al estado basal para ambos volumenes especificar en la
figura. Cabe mencionar que, en particular para este registro, la insercidn y extraccién de la
jeringa con la que se administré el farmaco provocé senales no deseadas en el registro como

picos que irradian hacia arriba y abajo.

[} File Edit Transform Display Window Video MPLOD Help —lelxl
] BEOC el EEEEEREC @l .
SC| _ Tew |6337.71000mec S5C' _CokaT ' |0.00000mec SC| _ Freg 0.00000Hz SC _ BPM 0.00000 BFM  SC| _ Max T1.38632 Veln
[E] ansiog neu
[F7:28:8 p.m1X10-6 ADRE 20 UERO, T:24:48 PH] =¥zl
) 3 [ ] 2 E ¥ E ] L3 L] x [ £ x

Hur.es2e02

4 - 32617524

‘ - 1x10M [ 1x10°M | 1x10°M

1x10°M 1X107M 1x10°M 1%10°M  1x107M  1x10°M
o = E— B— = e — — ] 0080000
' I-\mnlnul ! Char T

Figura 24. Variacién de los volimenes de adrenalina(10 y 20 pl). Se muestra el estudio del volumen de
adrenalina (ADR) requerido para llevar a cabo la curva concentracidon-respuesta (CCR). El uso de 10 6 20 ul de las
diferentes soluciones a usar, arrojé un registro en el que se observa el retorno de la PP a su estado basal luego de
producirse el efecto presor propio de la ADR.
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Figura 25. Variacion de los volumenes de adrenalina (50 pl). Se muestra el estudio del volumen de
adrenalina requerido para llevar a cabo la curva concentracidn-respuesta. El uso de 50 ul de las diferentes
concentraciones de adrenalina condujo a la sobreestimulacién del 6rgano y al aumento consistente de la PP al usar
las soluciones mas concentradas.

La figura 25 muestra el registro del efecto de la administracion de 50 ul de

concentraciones crecientes de las soluciones de ADR en forma creciente sobre la PP de un

corazon aislado y perfundido tipo Langendorff.

Registro tipico

La figura 26 es un ejemplo tipico de una preparacidon de corazodn aislado y perfundido
tipo Langendorff. Se espera un valor basal de PP de alrededor de 40 mmHg y una FCV de 20

mmHg.

La primera parte del registro muestra el efecto presor producido por la administracion
de ADR en las concentraciones crecientes (1x10'9 M, 1x10® M, 1x107 M, 1x10° M, 1x10° M y
1x10™ M). Luego de la administracién de la solucién mas concentrada de ADR (1x10™ M), se

observa un aumento en el registro para la PP y un descenso posterior a la administracién de los
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antagonistas adrenérgicos PPL y PRZ, hasta una basal normal donde se repite la administracion

de las soluciones de ADR en concentraciones crecientes.
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Figura 26. Ejemplo de un registro tipico de la preparacion de corazén aislado y perfundido tipo
Langendorff. Se administraron soluciones de ADR en concentraciones crecientes, en ausencia y en presencia de
PRZ y PPL. El canal mostrado en color rojo representa la PP y el canal mostrado de color azul representa la FCV.

En todos los casos, el globo ventricular se trabaja en un sistema cerrado a presion
atmosférica, es decir, el globo ventricular no estd inflado, sélo se encuentra lleno de agua
destilada. Cada globo fabricado de forma correcta puede ser usado hasta para tres

preparaciones si se hacen de forma continua y con materiales de calidad.
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6.2. Efecto de la inhalacidon crdnica de tolueno sobre el peso corporal.

Peso corporal
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Figura 27. Curso temporal que muestra el aumento de peso corporal de los animales durante las ocho
semanas de exposicién a tolueno. Los datos se representan como la media del peso en gramos * e.e. (n=5).
*p<0.05 vs. control; ANOVA de dos vias, prueba de Tukey.

Antes de realizar los experimentos de corazdon aislado y perfundido, las ratas se
expusieron a tolueno (4000 ppm, 30 minutos, 2 veces al dia por 60 dias) o a aire, tiempo
durante el cual se llevé a cabo el registro de su peso, consumo de alimento y de agua. La figura
27 muestra el curso temporal del aumento de peso corporal de las ratas expuestas a tolueno en

comparacion con el grupo control expuesto sélo a aire.

El peso correspondiente a la semana cero es el peso inicial de las ratas justo antes de
comenzar su respectivo tratamiento. El aparente decenso hasta la semana 2 corresponde a la
adaptacion de los animales al alimento proporcionado. A partir de la semana 6 hubo una
diferencia significativa en el peso de las ratas expuestas a tolueno en comparacion con las ratas
control, observdndose que las expuestas al disolvente aumentaron menos de peso que las
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expuestas a aire. Después de terminar el periodo de exposicion las ratas fueron sacrificadas

para realizar las respectivas CCR a adrenalina.

6.3. Efecto de la inhalacidn crdnica de tolueno sobre la ingesta de agua y de alimento.

En la figura 28 se observa que existe una marcada tendencia del grupo expuesto a
tolueno a consumir menor cantidad de alimento que el grupo control presentandose

diferencias estadisticas significativas en las semana cinco y siete.

Ingesta de alimento

Gramos de alimento/rata/dia

10 A 0 Control
B Tolueno
5 .
1 2 3 4 5 6 7 8
Semana

Figura 28. Curso temporal del consumo de alimento por rata por dia a lo largo de las ocho semanas del
periodo de exposicion. Los datos se representan como la media del peso de alimento consumido (en gramos) por
rata por dia en cada semana * e.e. (n=5). *p<0.05 vs. control; ANOVA de dos vias, prueba de Tukey.

En la figura 29 se grafica el consumo de agua en mililitros por dia por rata a lo largo de
las ocho semanas del tratamiento. Se aprecia una tendencia de las ratas del grupo expuesto a

tolueno a ingerir una mayor cantidad de agua a partir de la tercera semana de exposicidn y en
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las semanas 5 y 7 existen diferencias estadisticas significativas entre las ratas del grupo

expuesto a tolueno y el grupo control.

Ingesta de agua
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Figura 29. Curso temporal del consumo de agua por rata por dia a lo largo de las ocho semanas del
periodo de exposicion. Los datos se representan como la media del volumen de agua ingerida (en mililitros) por
rata por dia en cada semana * e.e. (n=5). *p<0.05 vs. control; prueba t de Student.

6.4. Efecto de la inhalacion crdénica de tolueno sobre la presion de perfusion.

La figura 30 muestra el efecto de concentraciones crecientes de ADR sobre la PP en
corazones aislados de ratas expuestas de forma repetida a tolueno (4000 ppm, 30 minutos, 2
veces al dia por 60 dias) y de ratas control expuestas sélo a aire. Al comparar los dos grupos, se
observa que existe un aumento en la PP, el cual fue dependiente de la concentracién de ADR.
Ademas, se aprecia un desplazamiento hacia debajo de la CCR correspondiente al grupo

expuesto a tolueno, el cual mostro diferencia estadisticamente significativa para toda la CCR.
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Figura 30. Efecto de la adrenalina sobre la presion de perfusién. Los datos se representan como la media
de la diferencia entre el valor basal medio y el valor de presidn de perfusion maximo después de la administracion
de la ADR % e.e. (n=5). *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001 vs. control; ANOVA de dos vias, prueba de Tukey.

Pensando en que las diferencias observadas en la figura 30 entre los corazones del
grupo expuesto a tolueno y los corazones de animales control no se debieran Unicamente a la
estimulacion adrenérgica y que pudiera ser un efecto inducido por la inhalacion de tolueno
sobre los valores basales de la PP, se compararon las diferencias de presion de perfusion
basales de ambos grupos (figura 31), halldndose una tendencia del grupo expuesto a tolueno a
presentar una menor diferencia de presion en su registro; sin embargo, esta diferencia no llegd
a ser estadisticamente significativa al compararlo con el grupo control. Cabe mencionar que
este efecto observado es independiente de la administracién de la ADR. Por otro lado, al
comparar los valores de la PP basal en presencia de PPL y PRZ si se observa una menor PP basal

en el grupo de corazones expuestos a tolueno al compararse contra el grupo control (figura 31).
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Figura 31. Efecto del tolueno sobre la presion de perfusion basal. Los datos se presentan como la media
de la diferencia de presion mdxima y minima (rango) del registro basal + e.e. (n=5). *p<0.05 vs. control + PPLy PRZ.
No significativo (NS). ANOVA de dos vias, prueba de Tukey.

Si bien la diferencia de los valores basales de PP a tiempo O no alcanza a ser
estadisticamente significativa, al graficar la CCR observada en la figura 30 como porcentaje de
aumento de PP, las interacciones entre los puntos individuales pierden el nivel de significancia
observado, pero se alcanza a apreciar un efecto vasorelajante, inducido por la exposicion
cronica a tolueno, desde la concentracidn mas baja de ADR. Este efecto no se observa en la CCR

del control (figura 32).
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Figura 32. Efecto de la adrenalina sobre el porcentaje de aumento en la presion de perfusion. Los datos se
representan como la media del porcentaje de aumento de presidn vs. Su respectivo valor de presidn basal después
de la administracion de la ADR + e.e. (n=5). No existen diferencias estadisticamente significativas. ANOVA de dos
vias; prueba de Tukey.

En la figura 33 se graficaron las CCR para el efecto de la ADR sobre la PP en los
corazones control (A) y expuestos a tolueno (B) en presencia y en ausencia de los antagonistas
adrenérgicos PPL y PRZ (1x10°® M y 6.35x107 M, respectivamente). Tanto para el grupo
expuesto a tolueno como para el grupo control, la respuesta presora de la ADR se abate en
presencia de los antagonistas llegando a existir diferencias estadisticamente significativas a lo
largo de toda la curva control y en las concentraciones mas altas de ADR para el grupo expuesto

a tolueno.
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Figura 33. Curvas concentracion-respuesta que muestran el efecto de la adrenalina sobre la presién de
perfusién en ausencia y en presencia de los antagonistas adrenérgicos (PPL 1x10° M y PRZ 6.35x107 M). A.
Corazones control; B. Corazones expuestos a tolueno. Los datos se presentan como la media de la diferencia entre
los valores de presién maximos antes y después de la administracidn de la ADR en ausencia de los antagonistas (o)
y en presencia de los antagonistas ( m) * e.e. (n=5). *p<0.05 ***p<0.001 vs. control o tolueno en presencia de
antagonistas; ANOVA de dos vias, prueba de Tukey.

6.5. Efecto de la inhalacion crdnica de tolueno sobre la fuerza de contraccion ventricular.

La figura 34 muestra el efecto de concentraciones crecientes de ADR sobre la fuerza de
contraccion ventricular en corazones aislados de ratas expuestas de forma repetida a tolueno
(4000 ppm, 30 minutos, 2 veces al dia por 60 dias) y ratas control expuestas sélo a aire. Se
puede observar un aumento en la FCV dependiente de la concentracion de ADR tanto en el
grupo de tolueno, como en el grupo control. No obstante, el aumento de la FCV fue mayor en
los corazones expuestos al disolvente, dicho efecto mostré una diferencia estadisticamente

significativa a las 2 concentraciones mas altas de ADR.
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Figura 34. Curva concentracion-respuesta que muestra el efecto de la adrenalina sobre la fuerza de
contraccion ventricular (efecto inotrdpico). Los datos se presentan como la media de la diferencia entre los valores
de presién maximos antes y después de la administracion de la ADR * e.e. (n=5). ***p<0.001 vs. control; ANOVA
de dos vias, prueba de Tukey.

Por otro lado, al montar y perfundir el corazén de las ratas que fueron expuestas a
tolueno, se observé una mayor amplitud en el registro hecho por el globo ventricular, el cual se
traduce como un efecto inotrépico mayor. La figura 35 muestra la FCV basal, expresada como la
diferencia de presion del registro hecho por el globo ventricular para ambos grupos (tolueno y
control), indicando que, a mayor diferencia de presién, mayor fuerza de contraccion
ventricular. Se puede observar que tanto en ausencia como en presencia de los antagonistas
PPL y PRZ, los corazones de ratas expuestas a tolueno presentaron una mayor FCV que los
corazones provenientes de ratas control. Cabe mencionar que este efecto observado es

independiente de la administracion de la ADR.
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Figura 35. Efecto del tolueno sobre la fuerza de contraccidn ventricular basal. Los datos se presentan
como la media de la diferencia de presién maxima y presion minima (rango) del registro basal + e.e. (n=5). *p<0.05
vs. control; ANOVA de dos vias, prueba de Tukey.

De igual manera que para la PP, se evalu6 el efecto de la ADR sobre la FCV en presencia
y en ausencia de PPL y PRZ (figura 36), encontrandose que la presencia de antagonistas
adrenérgicos abatié el efecto de la ADR sobre la FCV hallandose diferencia estadistica
significativa en el ultimo punto y en los 2 ultimos puntos para las graficas correspondientes a

los corazones control y expuestos a tolueno, respectivamente.
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Fuerza de contraccion ventricular en presencia de antagonistas
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Figura 36. Curvas concentracidn-respuesta que muestran el efecto de la adrenalina sobre la fuerza de
contraccion ventricular en ausencia y en presencia de antagonistas adrenérgicos (PPL 1x10° M y PRZ 6.35x10” M)
A. Corazones control; B. Corazones expuestos a tolueno. Los datos se presentan como la media de la diferencia
entre los valores de presion maximos antes y después de la administracion de la ADR en ausencia de los
antagonistas (O0) y en presencia de los antagonistas (m) * e.e. (n=5). ***p<0.001 vs. control; ANOVA de dos vias,
prueba de Tukey.

6.6. Efecto de la inhalacion cronica de tolueno sobre las arritmias ventriculares inducidas

por la adrenalina

La administraciéon de ADR produjo la aparicidon de arritmias ventriculares observandose
como irregularidades en el ciclo contractil ventricular izquierdo en el 80% de los animales tanto
del grupo control como del expuesto a tolueno; sin embargo, las arritmias ventriculares
observadas difieren tanto en su intensidad como en el nimero de episodios por unidad de

tiempo en ambos grupos (figura 37-Cy 37-D).

Para el caso del perfil de las arritmias presentes en el registro del grupo expuesto a
tolueno, éstas son de mayor intensidad y amplitud y perduran por un tiempo mayor en
contraste con aquéllas observadas en los registros del grupo control donde apenas son

apreciados de uno a tres episodios dentro del rango de efecto de la ADR.
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Figura 37. Estado basal del ciclo contractil ventricular izquierdo de los corazones control (A) y de los
corazones expuestos a tolueno (B). Perfil de las arritmias ventriculares inducidas por la administracién de la
solucidn mas concentrada de adrenalina equivalente a 36 ng del agonista adrenérgico. Perfil del ciclo contractil
ventricular izquierdo para el grupo control (C) y perfil del ciclo cardiaco para los corazones expuestos a tolueno (D).
Perfil del ciclo contractil ventricular izquierdo de los corazones control (E) y de los corazones expuestos a tolueno
(F) al administrar adrenalina en presencia de propranolol y prazosina. Los datos se expresan como los valores de
presién maximos a lo largo de un periodo de 2 ciclos.
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Las arritmias ventriculares observadas en la figura 37-C y 37-D no aparecen en los
mismos registros cuando se adicionan los antagonistas PPL y PRZ a la preparacion (figura 37-E y

37-F).

6.7. Efecto de la inhalacion cronica de tolueno sobre la frecuencia cardiaca.
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Figura 38. Curvas concentracidn-respuesta que muestran el efecto de la adrenalina sobre la frecuencia
cardiaca (efecto cronotrdpico). Los datos se presentan como la media de los valores de frecuencia en LPM
después de la administracion de la ADR + e.e. (n=5). *p<0.05, **p<0.005 vs. control; ANOVA de dos vias, prueba de
Tukey.

La figura 38 muestra el efecto de concentraciones crecientes de ADR sobre la frecuencia
cardiaca (FC) en corazones aislados de ratas expuestas de forma repetida a tolueno (4000 ppm,
30 minutos, 2 veces al dia por 60 dias) y de ratas control expuestas sélo a aire. Se observa un
aumento en la FC de forma dependiente de la dosis tanto para el grupo control, como para el
grupo expuesto a tolueno. Sin embargo, el grupo expuesto a tolueno muestra un mayor
aumento en la frecuencia cardiaca, en contraste con su homdlogo sélo expuesto a aire,

presentandose diferencias estadisticamente significativas. No hay cambios en los valores
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basales de FC, aunque existe una tendencia a la alta de los corazones de ambos grupos en

presencia de PPLy PRZ al compararlos consigo mismos en ausencia de antagonistas (figura 39).
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Figura 39. Efecto del tolueno sobre la frecuencia cardiaca. Los datos se presentan como la media de la
frecuencia cardiaca en LPM + e.e. (n=5). No existen diferencias estadisticamente significativas. ANOVA de dos vias;
prueba de Tukey, prueba t de Student.

En la figura 40 se muestran las CCR para el efecto de la ADR sobre la FC en ausencia y en
presencia de PPL y PRZ de corazones expuestos a tolueno y a aire. Para ambos grupos el efecto
cronotrépico positivo inducido por la ADR se ve abatido en presencia de los antagonistas
adrenérgicos (PPL y PRZ), encontrandose diferencias estadisticamente significativas a la

concentracion mas alta de ADR.
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Frecuencia cardiaca en presencia de antagonistas
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Figura 40. Curva concentracién-respuesta que muestra el efecto de la adrenalina sobre la frecuencia
cardiaca en ausencia y presencia de antagonistas adrenérgicos (PPL 1x10° M y PRZ 6.35x10” M). . Corazones
control; B. Corazones expuestos a tolueno. Los datos se presentan como la media de los valores de frecuencia en
LPM después al administrar la ADR en ausencia de los antagonistas (0) y en presencia de los antagonistas (m) * e.e.
(n=5). **p<0.005 ***p<0.001 vs. control; ANOVA de dos vias, Prueba de Tukey.

Una vez terminadas las CCR, los corazones fueron retirados del equipo y pesados en una
balanza analitica, observandose que no hubo diferencia estadistica significativa entre la media
del peso de los corazones del grupo control contra el grupo expuesto a tolueno (p=0.086 vs.
control. Prueba t de Student) ni al comparar el peso proporcional del érgano de acuerdo al

peso corporal de los grupos expuestos al disolvente y a aire (p=0.598 vs. Control, prueba t de

Student).
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

El fendmeno de muerte subita por inhalacién es una de las fronteras del conocimiento
con las que se enfrenta el estudio de los disolventes volatiles como drogas de abuso, y los
hallazgos realizados a partir de este trabajo podran ayudar a comprender mds a fondo los

mecanismos por los que los VOCs producen este fendmeno.

Comenzaremos con resumir los resultados obtenidos para discutirlos de forma mas

organizada:

1. Se estandarizé la técnica para aislar y perfundir el corazén de rata siguiendo los
lineamientos establecidos por Langendorff, hasta obtener registros fieles de Ia
respuesta del corazoén.

2. Lainhalacion crénica de tolueno indujo un menor aumento de peso en ratas jovenes, asi
como menor consumo de alimento y mayor consumo de agua.

3. La inhalacién crénica de tolueno lleva a facilitar la perfusién coronaria (presién de
perfusidn) en el corazén aislado de rata, asi como a un menor efecto contractil a nivel
de éstos mediado por la ADR, en contraste con el grupo control.

4. A nivel del miocardio, la inhalacion crénica de tolueno produjo la sensibilizacion de este
tejido al efecto de la ADR, lo cual se tradujo en una mayor fuerza contractil (efecto
inotrdépico positivo).

5. La inhalacién croénica de tolueno por si sola, indujo una mayor contraccion basal
comparada con la del grupo control.

6. Se observo la presencia de arritmias ventriculares, representadas como variaciones en el
perfil del ciclo cardiaco de contraccidn ventricular, tanto en el grupo control como en el
grupo expuesto a tolueno en respuesta a la administraciéon de las soluciones mas
concentradas de ADR, dichas arritmias ademas se intensificaron en el grupo de
corazones expuestos a tolueno.

7. La inhalacién crénica de tolueno indujo un mayor efecto cronotrdpico positivo en los
corazones de ratas expuestas a tolueno que en los corazones control, en respuesta a la

administracion de ADR.
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8. El uso de los antagonistas adrenérgicos PPL y PRZ en la preparacion, produjo el
abatimiento del efecto inotrépico y cronotrdpico de la ADR sobre el corazén aislado de

rata, asi como disminucién de la PP.

Resulta interesante que la inhalacién de 4000 ppm de tolueno llevé a que se dieran
tanto fendmenos de sensibilizacion como fendmenos de desensibilizacién en los parametros
cardiovasculares estudiados. Partiendo del consenso experimental de que el tolueno, -como
miembro del grupo de los VOCs- parece interaccionar Unicamente con canales idnicos operados
por voltaje o por ligando (Becstead et al., 2000; Cruz et al., 1998 y 2000; Bale et al., 2002;
Lopreato et al., 2003; Shafer et al.,, 2005, Gauthereau et al., 2005; Del Rea et al., 2006;
Woodward et al., 2004) y no con receptores metabotrdpicos como es el caso de los receptores
adrenérgicos, ya sean de tipo a o B. Los efectos, observados en el grupo expuesto a tolueno
luego de la estimulacidn con ADR, no parecen ser debidos a una interaccién directa de este
ultimo con alguno de los receptores adrenérgicos, sino tal vez a una accién indirecta o a
alteraciones en la via transduccional adrenérgica. Sin embargo, se requieren mas experimentos

para elucidar estos efectos.

Se ha descrito que en el sindrome de muerte subita las causas puede deberse a varias
razones como son anormalidades congénitas a nivel estructural de arterias coronarias,
estenosis de vdlvula adrtica, prolapso de la valvula mitral, miocarditis, cardiomiopatia
hipertrofica, hipertensidn, arritmias hereditarias o adquiridas, ademas de otras causas como
alteraciones metabdlicas y hemodinamicas, catecolaminas y abuso de drogas como cocaina y

metanfetaminas (Zipes, 2005).

Es un hecho conocido que el tolueno comparte muchas caracteristicas farmacoldgicas
con el etanol (Evans y Balster, 1991), incluso se ha observado que este ultimo puede producir el
sindrome de muerte subita como lo hace el tolueno (Dyer et al., 1977; Wannamethee y Shaper,
1992; Chiuve et al., 2010). De la misma forma, la razén por la cual el etanol produce muerte

subita no estd del todo clara, al igual que con el tolueno, asi que la informacién hallada al
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respecto para el etanol nos proporcionara un punto de partida para explicar nuestros hallazgos.
Igualmente, la informacion disponible de otros inhalables servira igualmente para indagar un

mecanismo de accién probable.

7.1. Estandarizacion de la técnica de corazoén aislado y perfundido tipo Langendorff

Sélo unos pocos modelos experimentales de dérgano aislado se han usado tan
extensamente como la preparacion de corazoén aislado segun Langendorff. Desde su desarrollo
ha sido empleada por bidlogos, fisiélogos, médicos y farmacdlogos para desentrafiar los

conocimientos referentes al funcionamiento del corazon.

Con el desarrollo de técnicas moleculares podria pensarse que este tipo de
preparaciones quedaria en desuso; sin embargo, lo enriquece, ya que se pueden realizar desde
estudios sobre el efecto de un solo gen en la fisiologia del corazén hasta estudios de nuevos
farmacos y efectos protectores de isquemia y estudio de arritmias (Skrzypicc-Spring et al., 2006;

Riascos et al., 2004).

7.2. Efecto de la inhalacidn crdnica de tolueno sobre el peso corporal y consumo de agua y

alimento

No son muchos los reportes que hablan del efecto de la inhalacion de disolventes sobre

el consumo de alimento y sus implicaciones en el desarrollo.

Un estudio de Gauthereau et al. (2009) en el que expusieron ratas en edad adulta a
tolueno, xileno o benceno (6000 ppm para cada disolvente) no mostré diferencias de peso en

contraste con el grupo control, excepto para el caso del grupo expuesto a benceno.

A partir de este estudio, hallamos que la edad de los animales influye sobre la menor
ganancia de peso, ya que en nuestro estudio se usaron ratas jovenes, cuyo desarrollo, al

parecer, se vio mermado por la inhalacién de tolueno. Adn faltaria ver si este efecto es
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dependiente de la concentracion de tolueno, ya que en nuestros experimentos se emplearon
concentraciones de 4000 ppm y Gauthereau et al. usaron 6000 ppm, lo que no lo hace aun, del

todo comparable.

Recientemente, Duncan et al. (2012) expusieron ratas de 24 dias de nacimiento a una
inhalacion de tolueno (3000 ppm) de manera cronica e intermitente por 30 dias, observandose
un retardo en la ganancia de peso a partir de cinco semanas de iniciada la exposicién. Estos
datos concuerdan con los obtenidos por nuestro equipo de trabajo con la Unica diferencia de
gue la edad de los animales que se incluyeron en nuestro estudio alcanza los dos meses de
nacimiento, edad que cae dentro del rango correspondiente a la adolescencia para las ratas

(Laviola et al., 2001).

Como una primera teoria que expligue el menor aumento de peso de las ratas
expuestas a tolueno podriamos mencionar alguna relacién con la via se sefializacion del sistema
endocanabinoide, y que pudiera relacionarse con la tendencia de los animales de este grupo a
consumir menos alimento que sus homélogos del grupo control y que se afianza por los
periodos en los que existe una diferencia estadistica significativa entre los gramos de alimento

consumido por ambos grupos.

Existen evidencias que ligan al receptor CB1 con comportamiento relacionado con el
consumo de alcohol y otras drogas relacionadas. Asi, en un estudio de Houchi et al., (2005) y
Thanos et al. (2005), ratones knockout para el receptor CB1 mostraron una menor preferencia

condicionada inducida por etanol que el control “silvestre”.

El receptor CB1 también ejerce una gran influencia regulatoria sobre el consumo de
alcohol, premisa hecha a partir de la disminucién en el consumo de etanol inducida por la
administracion del antagonista selectivo para CB1: SR141716A, en ratones con predisposicion al

consumo del etanol (C57BL/6) (Arnone et al., 1997; Wang et al., 2003)
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Al observar que la razén principal de un menor aumento de peso en el grupo de
animales expuestos a tolueno pudiera ser solamente un menor consumo de alimento se
esperaria que fuera reversible. Duncan et al. (2012) observaron que en su protocolo de
exposiciéon la disminucidén de peso podia revertirse. Luego de 8 semanas que durd el periodo de
exposicién, se presentd un periodo de abstinencia; la diferencia de peso era evidente después
de 12 dias de abstinencia, pero luego de 8 semanas de abstinencia ya no habia diferencias
estadisticamente significativas entre el peso de las ratas del grupo control y el grupo expuesto a

tolueno.

De otra forma, partiendo del supuesto de que el comer y la adiccion al tolueno
estuvieran ligadas a un sistema de recompensa, la disminucion de alimento consumido por los
animales expuestos a tolueno llevaria a suponer que comenzd a desarrollarse una adiccion (en
este caso al tolueno inhalado), por lo que la droga seria preferida sobre el alimento. En
términos de neurotransmisién, el gusto por la comida estd estrechamente relacionado con la
accion de las benzodiacepinas y sistemas opioides que llevan a facilitar el consumo de comida y

agua (Shimura et al., 2002).

En cuanto al comer, el sistema de recompensa contiene al area tegmental ventral, el
nucleo accumbens y el pallidum ventral y finalmente se envia informacién al area hipotaldamica
lateral donde se encuentra el centro de la alimentacién (Berridge y Robinson, 1998; Wise,
2002). Lesiones en el area tegmental ventral suprimieron el consumo de sacarosa en ratas sin

afectar el consumo de otros sabores o agua (Shimura et al., 2002)

De manera similar, se ha estudiado el efecto del tolueno sobre su papel sobre neuronas
dopaminérgicas del area tegmental ventral. En un estudio hecho por Riegel et al. (2007) se
encontré que el tolueno activa selectivamente neuronas dopaminérgicas del area tegmental
ventral identificdndose una concentracion suficiente para activar directamente |Ia
neutransmision mesoacumbica tanto en rebanadas de cerebro de ratas Sprague-Dawley como

directamente por microdialisis de tolueno in vivo.
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Asimismo, se puede pensar que también se esta produciendo una alteracion de la
percepcion del sabor, como lo observado por Gauthereau et al. (2009). En ese reporte, ratas
macho de la cepa Wistar fueron expuestas cronicamente a tolueno, a xileno o a benceno (6000
ppm,) desarrollandose una conducta de aumento en el consumo de soluciéon de glutamato
(sabor umami), sugiriendo entonces que la inhalacion de disolventes ocasiona una alteracion en

la conducta de alimentacion en ratas.

7.3. Muerte subita por inhalacion

La muerte subita por inhalacion de disolventes (e incluso otros tipos de muerte subita),
constituye un misterio médico y el que pueda ocurrir en personas, incluso después de la
primera inhalacién de disolventes o luego de un periodo crénico de exposicion, la hacen aun
mas incomprensible (Shepherd, 1989). Aunado a esto, la morbilidad y mortalidad se ven
aumentadas a causa de algunos métodos de administracion como cubrir nariz y boca con una
bolsa conteniendo el disolvente, lo que puede ocasionar asfixia (Bowen, 2011). Por este y otros
factores, el abuso de VOCs ha sido reconocido en México como un reto para la prevencion de

su consumo por varias décadas (Medina-Mora et al., 1997; Ortiz et al., 2009).

La muerte subita por inhalacién puede también ocurrir directa e inmediatamente por
anoxia, disfuncidn cardiaca (Adgey et al., 1995), reacciones alérgicas extremas, heridas graves a

los pulmones o depresion del SNC (Bowen et al., 1999; Shepherd, 1989).

Observando algunos de los efectos puntuales que indujo el tolueno sobre los corazones
de las ratas que fueron expuestas a tolueno, existen alteraciones marcadas a varios niveles
dentro de los parametros cardiacos que consideramos. Esas anormalidades observadas en los
corazones expuestos a tolueno podrian sugerir sintomas tempranos de algun tipo de disfuncion

cardiaca o al menos alteraciones puntuales.
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Para este caso en particular, la presion de perfusion basal (figura 31) se ve disminuida
en los corazones de ratas expuestas a tolueno en comparacién con los corazones control
(menor capacidad de contraccion), pero esta diferencia sdélo fue significativa en el momento en
el que los corazones estdn en presencia de los antagonistas; sin embargo, seria mas facil
suponer que lo observado se debe un dafio tisular y no a una respuesta a nivel adrenérgico, ya
gue no existe presencia de ningun agonista adrenérgico cuya respuesta pudiera ser bloqueada
por los antagonistas (PPL y PRZ), ademds de que no hay evidencia de que por si solos pudieran

actuar como agonistas inversos.

El efecto descrito arriba nos estaria hablando de que se produce una degradacion mas
rapida de las preparaciones Langendorff de los corazones expuestos a tolueno; para que esto
tenga sentido, es necesario observar que la baja en la presidon de perfusidon parece producirse
también en los corazones control, (aunque sélo sea una tendencia) pero después de un tiempo
largo (t=60 min), esperando que en tiempos mayores a 60 min realmente exista una diferencia
gue lleve a soportar este hecho (figura 31). Si bien esto se observa in vitro, seria dificil predecir
si se trata de un determinante para que ocurra la muerte subita por inhalaciéon de tolueno; sin

embargo, se requieren mas estudios al respecto.

Shepherd (1989), habla de la induccién de taquiarritmias ventriculares como una posible
hipdtesis para que se produzca la muerte subita por inhalacidn, esto como producto de una
sensibilizacidn cardiaca a la ADR. Si bien el perfil de contraccion ventricular izquierdo registrado
(figura 37-D) parece ser propio de taquiarritmias ventriculares y las curvas concentracion-
respuesta correspondientes a la FCV (figura 34) parecen indicar que existe una sensibilizacion
cardiaca, falta informacién que pueda entenderse como una correspondencia entre estos dos

hechos.
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7.4. Efecto de la inhalacidn crdnica de tolueno sobre la presion de perfusion.

Para comprender lo observado con la PP hablaremos del musculo liso vascular, ya que
un aumento de la PP es un efecto primordialmente inducido sobre los vasos coronarios
(Broadley, 1970). El efecto observado en nuestros resultados acerca de este pardmetro
cardiovascular se traduce como una menor contraccién de los vasos del seno coronario de los
corazones del grupo expuesto a tolueno comparado con los corazones del grupo control de

forma independiente de la concentracion (figura 30).

El fendmeno de hipotension derivado de una exposicidon crénica como la que se observa
en el presente trabajo, quizas tiene origen en una induccidon del tolueno a cambiar las
caracteristicas de unién de agonistas o antagonistas con receptores a monoaminas acoplados a
proteinas G, como ocurre con el receptor a serotonina (Celani et al., 1983; Yamawaki et al,
1982), el receptor a dopamina (Celani et al., 1983; Hillefors-Berglung et al., 1995) y receptores

muscarinicos (Tsunga y Honma, 2000).

Por ejemplo, un tratamiento subagudo con tolueno llevd a una reduccion de la afinidad
en el sitio de union de la [3H]spiperona para el receptor a dopamina tipo D2 en el striatum y
para receptores corticales a [3H]-5-HT. Segun Celani et al. (1983), esto sugiere que se llevaria a
cabo una regulacidn a la baja en las sinapsis, ya que para operar requieren una mayor cantidad
de NT. Después de una exposicidon cronica, este efecto estaria aumentado. Aunque es cierto
gue el tolueno puede afectar la unidn del ligando con su receptor, hablando de receptores a
monoaminas, esto podria o no ocurrir en receptores cardiacos, ya que este efecto no se
representa en todas las regiones del cerebro para receptores muscarinicos (Tsunga y Honma,

2000).

Una teoria que podria ser mds apegada a lo que sucede, se basa en un reporte hecho

por Maki et al. en 1996, en él observaron que la activacion de AR-a en miocitos de ratas
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neonatas podia regular la expresiéon de canales de calcio tipo-L produciéndose un decremento

en el ARNm que codifica para este canal.

Directamente, la activacién de PKC resulta en un decremento de la corriente de calcio
Ica-L por fosforilacidn del canal de calcio tipo-L inhibiendo la actividad del mismo (Kamp y Hell,
2000). También se ha establecido que la activacion de AR-a; no afecta la Ic;.. en miocitos
ventriculares de ratas adultas, pero su estimulacién conlleva un incremento de la Ica en

miocitos de ratas neonatas (Liu et al., 1994)

Como la Ic;.Lno se ve modificada en ratas adultas, parece ser que tampoco se produciria
la disminucidon del ARNm que codifica para el canal de calcio tipo-L por la sola estimulacién
adrenérgica; sin embargo, el bloqueo de este canal idnico por el tolueno si podria producir un
aumento en la densidad del canal en los miocitos ventriculares; de ser asi la mayor entrada de
calcio actuaria como regulador negativo sobre la expresion de los AR-a; disminuyendo la
poblacién del receptor adrenérgico segin un mecanismo reciproco a aquél establecido por

Maki et al. (1996).

En la aseveracion anterior, se establecid el posible mecanismo para lo que podria ser
una desensibilizacién ai-adrenérgica sobre el musculo liso vascular, que conlleva a una menor
contraccion del musculo, pero también existe la posibilidad de que en lugar de un mecanismo
de desensibilizaciona i-adrenérgica ocurriera un mecanismo de sensibilizacién B -adrenérgica

gue llevaria a una mayor relajacién de los vasos del seno coronario.

La sensibilizacién beta adrenérgica inducida por el tolueno se corrobora por los datos
obtenidos sobre la fuerza de contraccion ventricular (donde la FCV es mayor en los corazones
del grupo expuesto a tolueno, figura 34) y sobre la frecuencia cardiaca ya que el tolueno indujo

de igual modo un aumento en este parametro (figura 38).
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En cuanto al musculo liso de los vasos coronarios, de entre los receptores adrenérgicos
del tipo B, los AR-B; son los receptores predominantes en conductos coronarios grandes de
varias especies como humanos (Amenta et al., 1991), monos, perros (Toda y Okamura, 1990),
vacas (Purdy, 1988), ratas y cerdos. Sin embargo, varios estudios hechos con radioligandos han
demostrado la presencia de un nimero importante de AR-B, en vasos coronarios (Schwartz y
Velly, 1983). Observaciones in vivo muestran que la vasodilatacion mediada por ADR o I1SO

involucra AR- B; y AR-B, (Vatner et al., 1986; 1981).

Hay un acuerdo general que dice que los AR-B, son el subtipo predominante en la
microcirculacidon coronaria. A través de estudios de radioligando en secciones transmurales de
corazén de perro se llegd a la conclusion de que las arteriolas (16-55 um de didmetro)
contienen predominantemente AR-B, (Murphree y Saffitz., 1988); sin embargo, en estudios
similares en preparaciones de anillos aislados de arterias coronarias intramurales de rata se

sugirié la participacion de los AR-B; en vasorelajacién (Nyborg y Mikkelsen, 1985).

A partir de estos antecedentes, de haber un aumento en la poblacién de estos
receptores en vasos coronarios (ya sea AR-B1 y/o AR-B,) posterior a la exposicion a tolueno
(seccion 7.5), se estaria explicando, al menos en parte, el descenso observado en la PP para los

corazones expuestos a tolueno al administrar las primeras concentraciones de ADR.

En cuanto a lo observado sobre la PP basal, al no existir una diferencia estadisticamente
significativa entre los valores de PP en ausencia de ADR de los corazones expuestos a tolueno y
los que fueron expuestos a aire, la diferencia observada entre los valores basales de PP cuando
se adicionan los antagonistas podria suponerse que son producto de dafio tisular en los

corazones de ratas expuestas a tolueno.

Por otro lado, el bloqueo de la respuesta basal en el caso de la presidn de perfusidon en
presencia de tolueno y los resultados sobre la FCV (en donde se aprecia que no hay diferencias

con los antagonistas) podria sugerir el efecto de un tono simpdatico modesto que se hace
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evidente en los corazones expuestos a tolueno. Asimismo, el tono presente afecta de forma
diferencial la presién de perfusion y la FCV de tal forma que la presencia de este tono es

insuficiente para modificar la FCV tanto en la ausencia como en la presencia del tolueno.

7.5. Efecto de la inhalacion cronica de tolueno sobre la fuerza de contraccion ventricular

A partir de la CCR para la FCV podriamos comenzar a especular sobre la presentacion de
un fendmeno de sensibilizacién a nivel adrenérgico inducido por la exposicién a tolueno. De
acuerdo a nuestros resultados pudimos observar que si se produce un aumento en la
sensibilidad a ADR en este parametro, ya que en las CCR a ADR en presencia de PPL y PRZ se

aprecia claramente que se abate la respuesta contractil del musculo cardiaco.

También podriamos suponer que el tolueno produce una alteracion sobre la afinidad de
los agonistas y antagonistas adrenérgicos para unirse con su receptor, en este caso el AR-j3,
pero existe evidencia que podria refutar esta posibilidad, ya que en un estudio de Tsunga et al.
(1999) el tolueno no fue capaz de alterar la unién de del agonista con el AR-B, expresado en

células de ovario de hamster chino.

Por otro lado, el tolueno es capaz de afectar la formacion de cAMP, alterando la sefial
transduccional mediada por la inhibicion de carbacol sobre la formacién de adenilato ciclasa en
el subtipo M2 de los receptores muscarinicos. El tolueno ademas atenua la actividad de la
carbamilcolina aumentandose la formacién de cAMP; sin embargo, este efecto no se observa al
evaluar el efecto del tolueno sobre la estimulacion mediada por AR-B2, en donde apenas

facilitd de forma leve la formacion de cAMP (Tsuga et al., 1999).

Lo anterior puede funcionar como un antecedente para llegar a proponer un posible
mecanismo de accion del tolueno sobre la FCV del corazén de rata luego de una exposicion
cronica. Debido a que los AR-B1 presentes en el miocardio llevan a cabo su funcién por

acoplamiento con la proteina Gs, de la misma manera que los AR-B2 en el experimento de
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Tsunga et al. (1999), podriamos pensar que de igual forma no habria un aumento significativo
en la formacion de cAMP, por lo que nos deja como opcidén el siguiente paso en la via
transduccional, que es la activacién del canal de calcio. Este canal puede activarse de forma
directa por la subunidad as de la proteina Gs, asi que podria ocurrir una alteracion en éste, lo

gue llevaria a una alteracion en el efecto inotrépico y cronotrdpico inducido por la ADR.

Se sabe que el tolueno es capaz de inhibir las corrientes de calcio Ic, mediadas por los
canales de calcio tipo-L dependientes de voltaje (Shafer et al., 2005). Sin embargo, el tolueno
tiene un efecto contrario en los canales intracelulares sensibles a rianodina alojados en el RS

(Maclver, 2009).

Segun los experimentos hechos por Maclver (2009) sobre preparaciones de rebanadas
de cerebro, se observa que el tolueno es capaz de incrementar las corrientes postsinapticas de
forma persistente aun en la presencia de Cd*?, (usado para bloquear la entrada de calcio a la
célula), este efecto del tolueno es bloqueado en células pretratadas con rianodina (bloquedor
de canal de calcio sensible a cafeina), por lo que concluyen que el tolueno estimula la liberacion

de calcio del RS.

Si bien los reportes hechos por Shafer y Maclver se refieren a canales neuronales, podria
suponerse que se puede producir el mismo efecto en sus homdlogos cardiacos; a partir de estas
premisas podemos proponer un mecanismo de accion para la posible sensibilizacion

adrenérgica a nivel de la FCV, inducida por la inhalacién crénica de tolueno.

En una primera etapa, al haber una disminucion en el influjo de calcio al citoplasma
inducida por el bloqueo del tolueno sobre los canales de calcio tipo-L, se propiciaria una
regulacidén a la alta de este canal idnico para contrarrestar el efecto depresor del disolvente.
Ademas de eso, podria pensarse que la liberacién de iones de calcio desde el RS, contribuye de
alguna manera a la inactivacion de los canales de calcio. Esto ocurre porque el calcio del RS

liberado al espacio citosdlico puede ser sensado por los canales de calcio tipo-L, de esta
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manera, considerando que el tolueno promueva la salida de calcio del RS a través de los
receptores RYR2, se esperaria el aumento en la densidad de canales de calcio tipo-L (Sham et

al., 1995; Sham 1997).

Se ha reportado un aumento en la densidad de canales de calcio tipo-L funcionales en
cardiomiocitos de pacientes con alcoholismo crénico y sin ningun tipo de cardiomiopatia (Fatjo
et al., 2007), lo que se podria extrapolar a los efectos del tolueno para fundamentar el
mecanismo pensado; ademas, pensando en que el tolueno es capaz de bloquear las Ica.. (Shafer
et al., 2005) se pueden comparar sus efectos con un farmaco bloqueador de canales de calcio

como el verapamil.

En un estudio hecho por Schoder et al. (2007) se observé que después de 24 h de
tratamiento constante de ratones con verapamil, se indujo un aumento en el ARNm que
codifica para el canal iénico, asi como un aumento en la expresidn de proteina analizada

mediante Western blot y en la Ic;.. en configuracion de célula completa.

Un estudio hecho por Maki et al. (1996) demostré que la actividad adrenérgica podia
regular la expresion de los canales de calcio tipo-L; una mayor actividad adrenérgica via PKA
(AR-B) llevaria a un aumento tanto en la poblacién de canales de calcio tipo-L, como en el
ARNm para el mismo canal y por otro lado la entrada de corrientes de calcio tipo-L, en
respuesta a la estimulacion beta-adrenérgica, actia como un regulador negativo del efecto de
la estimulacién del AR-B en la actividad de la adenilato ciclasa y por ende aumentar la poblacidn

del AR- B (Yu et al., 1993).

A partir de las premisas anteriores, en una segunda etapa en la sensibilizacién
adrenérgica ventricular, el aumento en la poblacion de canales de calcio tipo-L podria propiciar
el aumento de los AR-B. Se sugiere que se pudiera estar presentando un posible aumento en la
densidad de AR-B, ya que el aumento en la respuesta de contraccion se abate por la adicion de

antagonistas adrenérgicos. Ademads de esto, es interesante que en los experimentos hechos
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por Maki et al. (1996), luego del aumento de la corriente de calcio tipo-L inducida por agonistas
adrenérgicos, ocurre un aumento de esta corriente al medirla mediante la técnica de “patch
clamp” en la configuracion de célula completa, ain en ausencia del agonista adrenérgico. Esto
explicaria, al menos en parte, el aumento en la FCV basal observado en los corazones de ratas

gue fueron expuestas a tolueno.

En otro panorama, ya que el tolueno puede disminuir la entrada de Ca* y Na* a la célula
(Shafer et al., 2005; Gauthereau et al., 2005) se podria producir una alteracion significativa en
el intercambio de estos dos iones y quizds también la reduccion de calcio en el reticulo
sarcoplasmico; de ser asi, consecuentemente se podria llevar a la disminucion de la fuerza
contractil y a la larga podria desencadenar el fenédmeno de sensibilizacion presuntivamente

observado en forma de un mecanismo de regulacion homeostatica.

7.6. Efecto de la inhalacion cronica de tolueno sobre las arritmias ventriculares

En nuestros experimentos, la administracion de ADR, por si sola, provoca arritmias
ventriculares en los corazones de rata, como se observa en la figura 37; estos datos concuerdan
con los obtenidos por Lessard et al. en 1976, en los que altas concentraciones de ADR
producen arritmias ventriculares en el modelo de corazén aislado de conejo, en animales sin

manipular.

Por otro lado, la presencia de estas arritmias cardiacas se ve intensificada y aumentada
en numero de episodios por unidad de tiempo en los corazones de ratas expuestas de forma
cronica a tolueno, lo que no concuerda con el mismo estudio hecho por Lessard et al. (1976), ya
gue ellos llegaron a la conclusién de que el fredn no tiene un efecto sensibilizante sobre las
arritmias cardiacas inducidas por la ADR in vitro; sin embargo, las condiciones de estudio y el
inhalable utilizado son diferentes, mientras que en nuestro estudio se administrd el tolueno de
manera cronica por via inhalatoria, Lessard et al. (1976) lo realizaron directamente sobre la

preparacidon in vitro por periodos cortos, lo que parece no ser suficiente para inducir la
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sensibilizacién, ademas de que los registros de la época no permiten un analisis tan minucioso
como el hecho por nuestro equipo de investigacion al permitirmos el acercamiento al registro
digital y observacion directa del ciclo contractil ventricular izquierdo gracias a un mejor

equipamiento que el que existia en aquella época.

Cabe aclarar que los reportes existentes sobre el aumento en la intensidad de arritmias
ventriculares por la administracion conjunta de inhalables y catecolaminas exdgenas son
escasos y en condiciones de tipo agudo, siendo ésta la primera vez que se habla de la induccion
de este efecto después de una administracion crénica de tolueno en modelos experimentales

con animales.

La induccion de arritmias ventriculares intensificadas por la administracion de
inhalables se reportd por primera vez por Levy (1914), quien demostré que el desarrollo de
fibrilacion ventricular en perros bajo anestesia profunda con cloroformo ocurre después de la
inyeccién intravenosa de ADR usando agentes sensibilizantes como cloroformo vy ciclopropano;
mas tarde, en otro reporte hecho por Lessard et al. en 1977 se encontré que el fredn induce
sensibilizacién al efecto arritmogénico de la ADR en el modelo de conejo anestesiado. Sin
embargo, esto se hace evidente a concentraciones de ADR mayores a los niveles circulantes de
ADR naturales, como los que se observan bajo periodos de estrés y similares a las

concentraciones de ADR que probamos en nuestro protocolo.

En un estudio mas reciente, Noda y Hashimoto (2004) reportaron que después de la
administracion simultdnea de halotano y ADR exdgena en conejillos de indias a concentraciones
de halotano de un 4% e infusién de ADR de 12.5 pg/kg/min, se producen arritmias en el 100%
de los animales. Sin embargo, el mecanismo por el que cualquiera de los inhalables produce

esta intensificacion de arritmias resulta incierto.

Zukerman y Wheeler (1991) especularon que uno de los posibles mecanismos para la

intensificacion en las arritmias inducidas por halotano en células cardiacas aisladas podria
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deberse a una propagacion alterada de impulsos eléctricos como una reduccién del flujo de
. +2 + . . . « e . . ’
iones Ca™ y Na’, si bien se trata de un experimento de exposicién aguda in vitro, podria

funcionar como punto de partida.

Ahora se sabe que el tolueno puede alterar el paso de iones de Ca*, Na' y K" a través
de las membranas celulares disminuyendo su flujo (Shafer et al., 2005; Cruz et al., 2003; Del Rea
et al., 2006), de ahi que quizas el mecanismo arritmogénico del tolueno en presencia de
catecolaminas pudiera estar relacionado también con alteraciones similares a las observadas

por Zukerman y Wheeler.

Ademads, una posible liberacion espontanea de Ca*’ del RS de las células cardiacas
inducida por tolueno podria conducir a movimientos contractiles erraticos que se pudieran

traducir como arritmias (Noda y Hashimoto, 2004).

No obstante, el mecanismo propuesto anteriormente podria aplicarse solamente en
periodos de exposicién aguda, en los que el efecto y la administracion del tolueno son
puntuales. En lo que se refiere a la exposicion crénica a tolueno y nuestro modelo, en el que no
hay disolvente presente en la preparacion de corazon aislado, el efecto intensificador del
tolueno permanece; para este caso, podrian participar alteraciones en la conduccién de
impulsos provenientes del nodo SA o modificaciones en la formacién de estos impulsos. En este
caso, estariamos hablando quizas de corrientes amplificadas derivadas de una regulacion a la

alta de canales idnicos.

Otros investigadores como Maze y Smith (1983) pusieron especial atencién sobre
receptores adrenérgicos. Ellos indicaron los AR-B; juegan un papel esencial en el desarrollo de
taquiarritmias ventriculares en experimentos con perros anestesiados con halotano, a
diferencia de los AR-B, que carecen de algun papel (Hayashi et al, 1991), de esta forma, la
mayor densidad de receptores adrenérgicos, corroborada a nivel funcional con el experimento

para la FCV, pareceria tener repercusion sobre este fendmeno.
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Observando que las arritmias ventriculares inducidas por ADR, no aparecen en la
presencia de PPLy PRZ (figura 37-E y 37-F), podemos suponer un mecanismo adrenérgico como

el especulado por Maze y Smith (1983).

Al encontrar que los reportes de Maze y Smith, Zukerman y Wheeler, Lessard y Noda, y
Hashimoto concuerdan entre si y podria decirse que también concuerdan con los resultados
obtenidos a partir de nuestros experimentos, lo que impulsaria a suponer un mecanismo de
accioén similar para el caso de la inhalacién de tolueno, aunque debido al periodo de exposicion
crénico realizado en este trabajo, quedan aun varias dudas por aclarar. Todo lo anterior sdlo
nos lleva a pensar que el mecanismo para la intensificaciéon de arritmias ventriculares, sea cual

sea, tiene un origen multifactorial y que se requieren mas estudios al respecto.

7.7. Efecto de la inhalacion de tolueno sobre la frecuencia cardiaca.

La automaticidad del nodo SA es responsable de iniciar el ritmo cardiaco. Esa
automaticidad se genera por una accion sinérgica entre la activacion y desactivacion ciclica de
los canales idnicos membranales (incluidos los canales de calcio tipo-L sensibles a voltaje) y los
canales RYR2 del RS a través de la activacién del intercambiador de sodio-calcio (NCX)

(Bogdanov et al., 2001; Joung et al., 2011).

El aumento en la captacion de calcio por los almacenes intracelulares, principalmente el
reticulo sarcoplasmico, incrementa el potencial de accion maximo al reducir la concentracion
de calcio citosodlico y disminuir la corriente del NCX; esta hiperpolarizacién promueve el
reclutamiento de corrientes marcapasos claves, como la Icaty la If (corriente activada por
hiperpolarizacién). El aumento resultante en la entrada de calcio durante la despolarizacion del
marcapasos incrementa su concentracién provocando su liberacion de los reservorios del RS e

incrementando la corriente del NCX (Imtiaz et al., 2010).

Son varias las corrientes idnicas que contribuyen al efecto cronotrépico de la
estimulacion B -adrenérgica. En un estudio hecho por Honjo et al., (2003) sobre el nodo SA

aislado de conejo, la adicién de ISO tuvo un marcado efecto cronotrépico aun después del
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tratamiento con rianodina, aumentando el ritmo espontdneo en un ~50%, lo que sugiere que la
liberacion de calcio del RS no es un factor dominante en la accidon del marcapasos durante la

estimulacion B-adrenérgica normal en el nodo SA de mamiferos.

En el nodo SA aislado de conejo, el ISO también incrementd las corrientes lcay, lx, € lst
(corriente entrante sostenida), cambid las curvas de activacion de la I, (corriente rectificadora
de potasio) e I, y acelerd la desactivacién de la I, (Zaza et al., 1996; Lei et al., 2000). Todas
estas acciones conjuntas contribuyen al efecto cronotrdpico de la estimulacién B-adrenérgica,
aunque la desactivacién y activacion de lg, podria ser el factor mds importante (Zhang et al.,

2001).

Dentro de la automaticidad del nodo SA, el tolueno puede afectar la expresion de
corrientes idnicas mediadas por el canal RYR (Mclver et al., 2009), y del canal de calcio tipo-Ly
tipo-T (Shafer et al., 2005), modificando la concentracién de calcio citosdlico y variando la
accion sinérgica entre los ciclos que median la automaticidad del marcapasos; ademas podria

afectar la corriente rectificadora de potasio.

Debido a que la regulacion adrenérgica se hace primordialmente a través de los canales
de calcio tipo-L (Maki et al., 1996; Yu et al., 1993) y esta corriente contribuye al efecto
cronotropico positivo de la estimulacién B-adrenérgica se esperaria que el efecto cronotrdépico
mayor se observara en el grupo expuesto a tolueno con relacién al control, pero ya que la
corriente de calcio tipo-L no es un factor dominante (sino mas bien la activacion e inactivacion
de la lx, (Zhang et al., 2001)); esto explicaria que el grado de diferencia para la FC entre el

grupo tolueno y el grupo control no alcanzara el grado de diferencia observado para la FCV.
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8. CONCLUSIONES

La exposicion a 4000 ppm de tolueno induce una menor ganancia de peso en ratas

adolescentes (8 semanas).

La exposicion repetida a 4000 ppm de tolueno indujo:

e UnaumentoenlaFCVyenlaFC,

e La promocién de taquiarritmias ventriculares en presencia de ADR,

e Un menor aumento de la PP debido a una menor contraccion de los vasos

coronarios.

Todos los efectos anteriores estan mediados por receptores adrenérgicos, ya que en

todos los casos la respuesta resultante fue bloqueada por la presencia de PPLy PRZ.

Se sugiere una sensibilizacion del tejido cardiaco al efecto de la ADR en los corazones de

ratas expuestas cronicamente a tolueno.

La exposicion repetida a 4000 ppm de tolueno indujo también un aumento en la FCV
basal, a través de un mecanismo que no es adrenérgico, ya que esta respuesta no se inhibe con

la presencia de los antagonistas adrenérgicos PPLy PRZ

Este trabajo sienta las bases para comprender mejor el fendmeno de muerte subita por
inhalacion después de un periodo crénico de exposicion de tolueno; sin embargo, se requieren

mas experimentos para tratar de dilucidar los mecanismos involucrados.
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9. PERSPECTIVAS

Se desea realizar estudios de biologia molecular para comparar las poblaciones de los
receptores y canales que se ha propuesto que contribuyen a los efectos observados en este

trabajo.

Ya que el corazén estd compuesto por varios tipos de tejido, se pretende disefiar
experimentos en el que se pongan a prueba preparaciones celulares mas simples como la aorta

y las auriculas y el uso de agonistas y antagonistas selectivos.

Si bien el tolueno es el disolvente prototipo, se podrian llevar a cabo estudios de tipo
estructura-actividad en el que se prueben otros disolventes en condiciones similares a las

empleadas aqui.
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