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RESUMEN 

La inhalación de disolventes puede llevar a la aparición de arritmias cardíacas y 

producir muerte súbita por inhalación. Los mecanismos relacionados con este 

fenómeno hasta la fecha no se comprenden por completo. El propósito de este 

trabajo fue investigar el efecto de la exposición aguda al tolueno sobre la 

sensibilización del corazón a la adrenalina y la participación de los canales de sodio y 

calcio dependientes de voltaje en este fenómeno. Se usó la preparación de órgano 

aislado utilizando la técnica de Langendorff, en corazones de rata expuestos a 6000 

ppm de tolueno, para posteriormente realizar curvas concentración-respuesta a la 

adrenalina (1x10-9 - 1x10-4 M) en presencia y en ausencia de lidocaína (bloqueador 

de canales de sodio dependientes de voltaje) (1x10-5 M) y de nifedipina (bloqueador 

de canales de calcio dependientes de voltaje) (1X10-8 M); se midieron tres 

parámetros: la presión de perfusión, la fuerza de contracción ventricular izquierda y la 

frecuencia cardiaca, también se realizó el análisis, mediante la técnica de Western 

Blot, de los canales de sodio y de calcio dependientes de voltaje y de los receptores 

β1 adrenérgicos. Encontramos que la exposición aguda a tolueno aumentó la presión 

de perfusión, la fuerza de contracción ventricular izquierda y la frecuencia cardíaca. 

Estas acciones fueron inhibidas por la lidocaína y la nifedipina. Nuestros resultados 

sugieren que la exposición aguda a tolueno modifica la función y la densidad tanto de 

los receptores β adrenérgicos como de los canales de sodio y de calcio dependientes 

de voltaje, debido probablemente a un mecanismo adrenérgico cardíaco y estos 

efectos podrían estar participando, al menos en parte, en la presentación de arritmias 

cardíacas. Hasta el momento este es el primer estudio en el que es posible 

establecer una participación directa de los canales de sodio y de calcio dependientes 

de voltaje y de la sensibilización a adrenalina en la modificación de la función 

cardíaca en ratas expuestas a tolueno. 

 

Palabras clave: Tolueno, canales de sodio, canales de calcio, adrenalina, arritmias. 
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ABSTRACT 

Inhalation of solvents can lead to the appearance of cardiac arrhythmias and to the 

production of sudden sniffing death. At this moment, the mechanisms related to this 

phenomenon are not fully understood. The purpose of this study was to investigate 

the effect of acute exposure to toluene on the sensitization of the heart to adrenaline 

and the involvement of voltage-gated sodium and calcium channels. A Langendorff 

preparation was used in rat hearts exposed to 6000 ppm toluene to perform 

adrenaline response-concentration curves (1x10-9 - 1x10-4 M) in the presence and 

absence of lidocaine (voltage-gated sodium channel blocker) (1x10-5 M) and 

nifedipine (voltage-dependent calcium channel blocker) (1X10-8 M) ;three parameters 

were measured: perfusion pressure, left ventricular developed pressure and heart 

rate. In addition, we made an analysis using the Western Blot technique for sodium 

and calcium channels and adrenergic β1 receptors. We found that acute toluene 

exposure increased perfusion pressure, left ventricular developed pressure and heart 

rate. These actions were inhibited by lidocaine and nifedipine. Our results suggest 

that acute toluene exposure modifies the function and density of β1 adrenergic 

receptors and voltage-dependent sodium and calcium channels, probably due to a 

cardiac adrenergic mechanism, and these effects may be participating, at least in 

part, in the presence of cardiac arrhythmias. So far this is the first report in which it is 

possible to establish a direct participation of voltage-gated sodium and calcium 

channels and sensitization to adrenaline in cardiac function modification in toluene-

exposed rats. 

Key words: Toluene, sodium channels, calcium channels, adrenaline, arrhythmias. 
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    ANTECEDENTES 

1.1 INHALABLES 

1.1.1 DEFINICIÓN Y CLASIFICACIÓN 

Los inhalables son sustancias volátiles a temperatura ambiente, que se 

administran por la vía de la inhalación con el fin de alterar el estado de conciencia y 

el estado de ánimo y así alcanzar estados placenteros [1]. De acuerdo a la definición 

de inhalables, la cual abarca una amplia gama de sustancias químicas encontradas 

en cientos de productos diferentes que pueden tener diversos efectos 

farmacológicos, se han propuesto cuatro categorías generales para clasificar a los 

inhalables: aerosoles, gases, nitritos y disolventes volátiles, basándose en la forma 

en la que éstos a menudo se encuentran en los productos domésticos, industriales y 

médicos [2]. 

1. Aerosoles: Son rociadores que contienen propulsores y disolventes. Éstos 

incluyen a las pinturas pulverizadas, atomizadores para desodorantes y 

fijadores de pelo, rociadores de aceite vegetal para cocinar y rociadores para 

proteger telas o tejidos [2]. 

2. Gases: Incluyen a los anestésicos de uso médico como el éter, el cloroformo, 

el halotano y el óxido nitroso, siendo este último gas el que más se consume 

en situación de abuso. También dentro de esta categoría se incluyen a los 

gases que se utilizan en productos domésticos o comerciales, como los 

encendedores de butano, los tanques de gas propano y los refrigerantes [2]. 

3. Nitritos: Se consideran una clase especial de inhalables, ya que a diferencia 

de la mayoría de los demás inhalables que actúan directamente sobre el 
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sistema nervioso central (SNC), la acción principal de los nitritos es dilatar los 

vasos sanguíneos y relajar los músculos. Asimismo, mientras que los demás 

inhalables se utilizan para alterar el estado de ánimo, los nitritos se usan 

principalmente para intensificar el placer sexual por producir vasodilatación en 

los órganos sexuales [2]. 

4. Disolventes volátiles: Son usualmente líquidos con presiones de vapor altas, 

y son altamente lipofílicos. Se encuentran dentro de un grupo numeroso de 

componentes usados en la industria y en productos domésticos [3]. Los 

disolventes volátiles están presentes en una variedad de productos 

económicos que se pueden obtener fácilmente y que son de uso común. Esta 

categoría incluye a los removedores de pinturas, líquidos para lavado en seco, 

desengrasantes, gasolinas, pegamentos, líquidos correctores y marcadores 

con punta de fieltro; su posesión es legal, son baratos y la inhalación de sus 

vapores no se considera una conducta de alto riesgo en comparación con 

otras drogas, lo que los convierte en drogas de abuso de fácil acceso [1]; cabe 

destacar que en la mayoría de los casos, los productos comerciales que son 

sujeto de inhalación son mezclas complejas de disolventes que contienen 

tolueno en mayor porcentaje, pero que también pueden poseer otros 

disolventes de abuso como el xileno y el benceno [4]. 
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1.2 GENERALIDADES 

1.2.1 TOLUENO 

1.2.1.1 PROPIEDADES FISICOQUÍMICAS 

 

El tolueno, conocido con los nombres comerciales de metilbenceno, toluol, 

benceno monometil y metilbenzol, tiene una fórmula química de C6H5CH3, y es un 

líquido incoloro con olor parecido a los disolventes de pintura. Es miscible en la 

mayoría de los disolventes orgánicos apolares, pero casi inmiscible en el agua [5] 

(Fig. 1; Tabla 1). 

TOLUENO 

 

Figura 1. Estructura química del tolueno, que consiste en  un anillo aromático con un grupo 

metilo. 
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Tabla 1. Propiedades fisicoquímicas del tolueno (tomado y modificado de ATSDR, 2011). 

Propiedad Información 

Peso molecular 92.14 g/mol 

Color Incoloro 

Estado físico Líquido 

Punto de fusión -95 °C 

Punto de ebullición 110.6 °C 

Densidad 0.8669 g/ml 

 

1.2.1.2 USOS 

El tolueno existe de forma natural en el petróleo crudo y en el árbol tolú. Se 

produce en el proceso de fabricación de la gasolina y otros combustibles del petróleo 

crudo [5], se adiciona a los combustibles (antidetonante), y se usa en la fabricación 

de pinturas, lacas, diluyentes de pinturas, barniz para las uñas, adhesivos, caucho 

[6,7]. 

1.2.1.3 FARMACOCINÉTICA 

El tolueno es fácilmente absorbido por los pulmones y el tracto gastrointestinal 

y en menor grado por la piel. La absorción por los pulmones depende del volumen 

respiratorio, concentración en el aire del tolueno, tiempo de exposición, coeficiente 

de partición (sangre/aire), transportación en la sangre, solubilidad en los tejidos y 

tasa metabólica. La concentración del tolueno en la sangre se incrementa durante los 

primeros 10 a 15 minutos después de la exposición, alcanzando rápidamente un 

nivel constante después de los 25 minutos [4]. Después de ser absorbido, el tolueno 

es ampliamente distribuido a los diferentes tejidos dependiendo del coeficiente de 

partición, de la perfusión en el órgano, de la duración de la exposición y de la 
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velocidad de eliminación [4]. Una vez absorbido, el tolueno es distribuido a los tejidos 

ricos en lípidos y ampliamente vascularizados como el cerebro, el hígado, los 

pulmones y la sangre [5].  

1.2.2 ABUSO DE INHALABLES 

El uso de inhalables es un problema importante de salud en México y hasta ahora 

sigue siendo el grupo de drogas menos estudiado, no solo por las edades tan 

tempranas a las cuales se inicia su uso, sino también por el incremento en su uso; en 

los últimos años [8].Se ha reportado un incremento en el uso de inhalables en la 

región centro sur de nuestro país, en el cual encontramos al estado de Michoacán 

del 2008 al 2012 de un 4.2% a un 7.5%. Hasta hace pocos años en México, el abuso 

de inhalables se limitaba a un grupo minoritario, los jóvenes de un nivel 

socioeconómico bajo, pero se ha extendido y ahora se observa en todos los 

sectores, convirtiéndose así en una droga de elección sobre todo entre la comunidad 

estudiantil, quien no había sido considerada anteriormente como grupo de alto riesgo 

[8]. 

De acuerdo a la encuesta realizada por el INEGI (Instituto Nacional de Estadística y 

Geografía) en el 2011 [9], se señala que los inhalables (63.3%), la marihuana 

(55.7%) y los sedantes (50.9%) son las principales drogas de consumo entre los 

jóvenes de 12 a 17 años. [9](Fig. 4).  
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Figura 4. Encuesta Nacional sobre porcentaje de jóvenes de 12 a 25 años que consumen 

drogas por grupos de edad de inicio para cada tipo de sustancia (Villatoro et al., 2011). 

 

1.2.3TIPOS DE EXPOSICIÓN A LOS DISOLVENTES 

Se puede entrar en contacto con los disolventes de muchas maneras: en el hogar, en 

el trabajo ó por inhalación intencional con el propósito de alterar el estado de ánimo. 

Las exposiciones casuales incluyen exposiciones ocasionales, esto quiere decir, 

episodios breves en tiempo donde generalmente las personas no se percatan de que 

están en contacto con un disolvente de abuso, como cuando un disolvente es usado 

con propósitos domésticos, por ejemplo, las ceras para o cuando un individuo carga 

su carro con gasolina. Las exposiciones ocupacionales o laborales se refieren a la 

presencia crónica de bajos niveles de inhalables alrededor de 50ppm para el caso 

del tolueno, en el lugar de trabajo y durante tiempos prolongados, aproximadamente 

6 ó más horas al día durante cinco días a la semana. La concentración de 

0
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disolventes en el aire en un lugar de trabajo va del intervalo de 100 ppm hasta pocos 

miles de ppm dependiendo del disolvente [10].  

Los niveles de exposición durante los episodios de abuso son muchos mas altos que 

las concentraciones presentadas durante las exposiciones ocasionales u 

ocupacionales, los adictos a inhalables pueden exponerse por unos cuantos minutos 

a varios miles de partes por millón (2000-30000ppm) de disolventes volátiles [11].  El 

abuso típico implica de 15 a 20 inhalaciones de concentraciones muy altas de 

disolvente, lo cual, ocurre en periodos muy cortos de tiempo (10–15 minutos) [8,10]. 

Los disolventes volátiles ingresan al organismo por la nariz o por la boca de diversas 

maneras [2]: 

1. Aspirando o inhalando los vapores directamente de los recipientes. 

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

3. Aspirando o inhalando los vapores de sustancias que han sido rociadas o 

depositadas dentro de una bolsa de plástico o papel. 

4. Colocando en la bolsa un trapo que ha sido impregnado con un inhalable, lo cual 

en México es comúnmente conocido como “mona”. 

1.2.4 EFECTOS DEL USO DE INHALABLES 

La mayoría de los inhalantes producen una euforia rápida que se parece a la 

intoxicación alcohólica seguida por somnolencia y aturdimiento, pudiendo llegar a un 

estado de inconciencia. Produce efectos neurotóxicos los cuales reflejan daños al 

control cognitivo, motriz, visual y auditivo .Así mismo, son muy tóxicos para diversos 

órganos como corazón, pulmones hígado y riñones. Aunque algunos de los daños 
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producidos pueden ser parcialmente reversibles cuando cesa el abuso de los 

inhalantes, muchos de los daños son irreversibles [2]. 

Sabemos que el uso los disolventes de manera aguda ó crónica puede causar daños 

cardiacos irreversibles como la presencia de necrosis de fibras musculares, 

bradicardia severa, así como degeneración miocárdica [5].  

1.2.5. MECANISMOS DE ACCIÓN DE LOS DISOLVENTES: BLANCOS 

MOLECULARES. 

Los blancos moleculares y celulares para los disolventes de abuso, incluido el 

tolueno, han sido investigados utilizando una variedad de preparaciones in vitro e in 

vivo. No es de sorprender que muchos de estos estudios se hayan centrado en 

definir los efectos del tolueno en los canales iónicos que están críticamente 

implicados en la regulación de la excitabilidad neuronal [1,12]. Se ha observado que 

el tolueno actúa como antagonista de los receptores NMDA, potencia los receptores 

GABAA, glicina [13] y 5-HT3 [14], fue entonces cuando se determinó la preferencia 

de los disolventes hacia canales activados por ligando; sin embargo años más tarde  

fue que se inició la investigación de dichos efectos sobre canales iónicos activados 

por voltaje [15].Tillar y cols estudiaron las acciones del tolueno sobre canales de 

calcio dependientes de voltaje en células de feocromocitoma y encontraron que este 

disolvente (0.3 – 3000 µM) inhibió el aumento de Ca+2 intracelular inducido por KCl 

de una manera dependiente de la concentración. ; Posteriormente, se encontró que 

el tolueno (300 µM) inhibe de manera reversible las corrientes activadas a través de 

los canales de sodio cardiacos dependientes de voltaje expresados en ovocitos de 
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Xenopus de una manera dependiente de la concentración. Al estudiar el efecto de 

este disolvente en receptores nativos expresados en miocitos, se observó un mayor 

efecto, proponiendo que los receptores constitutivos de los miocitos son más 

sensibles al efecto del tolueno que los receptores recombinantes expresados en 

ovocitos [1].  

Los resultados hasta el momento indican que tanto los canales iónicos activados por 

voltaje como por ligandos están afectados por las concentraciones de tolueno 

asociadas con la inhalación voluntaria de estas sustancias, además de que sugieren 

que el tolueno y otros disolventes relacionados poseen un sorprendente grado de 

selectividad dada su estructura química bastante simple. Estos hallazgos sugieren 

que existen diferentes sitios de acción para el tolueno en las subunidades de los 

canales individuales y sugieren que las diferencias regionales y anatómicas en la 

expresión de la subunidad son determinantes importantes de la acción del solvente 

[3]. 

1.3. ANATOMÍA CARDIACA 

El corazón es el órgano principal del aparato circulatorio, encargado de propulsar la 

sangre en el interior del organismo. Está compuesto esencialmente por tejido 

muscular (miocardio) y, en menor proporción, por tejido conectivo y fibroso (tejido de 

sostén, válvulas y tejido especializado de conducción). Está subdividido en cuatro 

cavidades, dos derechas y dos izquierdas, separadas por un tabique medial; las dos 

cavidades superiores son llamadas aurículas; las dos cavidades inferiores se 

denominan ventrículos. Cada aurícula comunica con el ventrículo mediante una 

válvula. Las cavidades izquierdas no comunican con las derechas en el corazón (Ver 

Figura (5). 
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Figura 5 Músculo cardiaco. 

El tejido especializado de conducción es el responsable del origen y conducción de 

los estímulos eléctricos que provocan las contracciones cardíacas. Este tejido 

especial no tiene función contráctil, pero por su metabolismo es capaz de producir 

automáticamente y de transmitir los estímulos eléctricos que van a excitar la 

contracción del miocardio. Los estímulos se originan normalmente en el nodo sino-

auricular; de éste se difunden al miocardio auricular hasta alcanzar el nodo aurículo-

ventricular y después a través del haz de His y de las fibras de Purkinje, llegan a los 

dos ventrículos. La transmisión de estos estímulos eléctricos produce potenciales de 

acción que se registran en la superficie de la piel, mediante el electrocardiograma. 

Cada latido del corazón desencadena una secuencia de eventos llamados ciclos 

cardiacos, que consiste principalmente en tres etapas: sístole auricular, sístole 

ventricular y diástole. El ciclo cardíaco hace que el corazón alterne entre una 

contracción y una relajación aproximadamente 75 veces por minuto. La estimulación 

del corazón está coordinada por el sistema nervioso autónomo, tanto por el sistema 

nervioso simpático (aumentando el ritmo y fuerza de contracción) como por el 

parasimpático (reduce el ritmo y fuerza de contracción) [16]. 
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Para efectuar sus diversas funciones, algunos sistemas del cuerpo humano generan 

sus propias señales, que a su vez tienen información útil sobre las funciones 

asociadas. Estas señales son los potenciales bioeléctricos que son producidos como 

resultado de la actividad electroquímica de ciertas clases de células, conocidas como 

células excitables, que son componentes del tejido muscular. La actividad eléctrica 

del corazón es consecuencia del potencial eléctrico que generan las células 

miocárdicas como resultado de las diferencias en la composición iónica entre los 

medios intra y extracelular, así como de la naturaleza semipermeable de la 

membrana celular. Los iones que originan la actividad eléctrica son sodio, potasio, 

calcio, cloruro así como los aniones no difusibles intracelulares. Los iones difusibles 

más importantes son sodio (Na+), calcio (Ca2+) y potasio (K+). Los distintos iones 

intentan un equilibrio entre el interior y el exterior de la célula, de acuerdo con la 

concentración y la carga eléctrica. El equilibrio se alcanza con una diferencia de 

potencial a través de la membrana, negativo en el interior respecto al exterior. En 

este estado de reposo se dice que la célula está polarizada y la diferencia de 

concentraciones iónicas da como resultado un potencial eléctrico negativo (- 80 mV a 

-90 mV), que se denomina potencial de reposo. Cuando se excita la membrana 

celular de forma espontánea o a consecuencia de un estímulo eléctrico externo, la 

superficie interna pasa a tener un potencial positivo. En este estado se dice que la 

célula está despolarizada y presenta un potencial cercano a +20 mV. Después de la 

despolarización celular, comienza el proceso (repolarización) en el que el potencial 

vuelve al potencial de reposo inicial. Esta variación transitoria del potencial celular se 

denomina potencial de acción (PA), entre el inicio de la activación y el retorno al 

estado de reposo se denomina duración del potencial de acción. (APD) [17].  
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El potencial de acción celular permite al corazón latir y al músculo contraerse, siendo 

el resultado de una serie de cambios secuenciales reversibles en la conductancia de 

la membrana a distintos iones. 

1.3.1 IMPLICACIÓN DE LOS CANALES IÓNICOS DE MEMBRANA EN LA 

CONTRACCIÓN CARDÍACA 

Los iones son moléculas hidrofílicas que atraviesan la bicapa lipídica-hidrofóbica a 

través de estructuras especializadas, los canales iónicos. Éstos son proteínas 

integrales transmembrana oligoméricas que, en respuesta a un estímulo adecuado 

forman un poro hidrofílico, que comunica los espacios intra y extracelular y permite el 

rápido paso a su través de determinados iones a favor de gradiente de concentración 

y de potencial eléctrico (gradiente electroquímico) generando una corriente iónica La 

difusión de iones a través de los canales iónicos de la membrana depende, además, 

de la facilidad con la que los iones pueden pasar a su través, es decir, de la 

permeabilidad iónica de la membrana. [18]. 

Además de las proteínas motoras que dirigen activamente el proceso de contracción 

de los cardiomiocitos que forman el músculo cardíaco, existen otros componentes 

muy relevantes que aportan la estimulación necesaria para el inicio de los ciclos de 

contracción y relajación de las fibras musculares. En concreto, los canales iónicos 

(CI) de membrana cardíacos son los encargados de permitir el flujo de iones 

necesario para cada ciclo de contracción-relajación. Para el correcto funcionamiento 

de este proceso, es necesario que exista una coordinación tanto espacial como 

temporal del tránsito de iones a través de las membranas de las fibras cardíacas [19]. 
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Estructura de los canales iónicos: El número y tipos de subunidades proteicas que 

componen un canal no son los mismos en los diferentes canales iónicos, por lo que 

no existe una estructura común para todos ellos. No obstante, en general, los 

canales iónicos son complejos heteromultiméricos formados por diversas 

subunidades proteicas embebidas total o parcialmente en la membrana con 

diferentes funciones. Generalmente, poseen una subunidad α que es la que 

constituye el poro hidrofílico en la membrana y que comunica los espacios intra y 

extracelulares permitiendo el flujo de iones. Además de esta subunidad principal, 

poseen un número variable de subunidades auxiliares denominadas β, que son 

dominios transmembrana cuyas funciones son regular la apertura y cierre del canal, 

su unión con otras moléculas de la matriz extracelular, la expresión de la subunidad α 

en la superficie de la membrana celular y su localización preferente (Figura 6)[20]. 

 

Figura 6. Estructura de un canal iónico de membrana formado por varias subunidades y 

diversos dominios transmembrana. (Modificada Balse E et al. Dynamic of Ion Channel 

Expression at the Plasma Membrane of Cardiomyocytes. Physiological Reviews 2012; 92: 1317-

1358) 
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Localización y función de los canales iónicos Los canales iónicos en el músculo 

cardíaco se encuentran localizados en tres entidades estructurales y funcionales 

principales: los túbulos-T y cisternas terminales del RE, los costámeros y los discos 

intercalares (Figura 7) [21]. 

 

Figura 7. Principales localizaciones de los canales iónicos en la célula. (1). Túbulos-T y 

cisternas terminales del RE. (2). Costámeros en la membrana lateral. (3). Discos intercalares. 

(Modificada de Balse E et al. Dynamic of Ion Channel Expression at the Plasma Membrane of 

Cardiomyocytes. Physiological Reviews 2012; 92: 1317-1358). 

Los canales iónicos no son simples poros acuosos, sino que desarrollan tres 

funciones o propiedades fundamentales:  

 Permiten el flujo de iones a una velocidad superior a la que permite cualquier otro 

sistema biológico, de manera que el flujo de iones puede medirse como una corriente 

eléctrica, que puede producir importantes cambios en el potencial de membrana [22]. 
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  Poseen selectividad iónica, es decir, discriminan entre los diferentes tipos de iones 

que pasan por su canal, además de proporcionar diferentes sitios de unión para 

varios iones [22].  

 En respuesta a un estímulo, las proteínas del canal son capaces de adoptar 

diversos estados conformacionales. En general, existe un estado conductor (estado 

abierto) y dos no conductores (inactivo y de reposo). A nivel de potencial de reposo 

celular, la probabilidad de apertura de algunos canales es mínima, pero si puede 

abrirse en respuesta a un estímulo adecuado [23].  

1.3.2 TIPOS Y CLASIFICACIÓN DE LOS CANALES IÓNICOS  

Los canales iónicos se pueden clasificar en cuatro tipos atendiendo a sus 

propiedades cinéticas (de activación e inactivación), características farmacológicas y 

al estímulo que determina el cambio conformacional en:  

 Activados por cambios de voltaje (canales voltaje-dependientes).  

 Activados tras la interacción de un agonista con su receptor específico localizado 

en la superficie de la membrana celular (canales receptor-dependientes).  

 Activados por mediadores intracelulares (Ca2+, ATP, nucleótidos cíclicos, proteín-

quinasas, ácido araquidónico y sus derivados). 

  Activados tras deformación mecánica celular (distensión o aumento del volumen 

celular). 
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Sin embargo, esta división resulta muchas veces artificial, ya que la despolarización 

de la membrana puede inducir la liberación de neurotransmisores y ligandos 

endógenos y activar canales activados por receptores/mediadores, mientras que 

muchos ligandos endógenos pueden también modificar el potencial de membrana 

celular y activar canales voltaje-dependientes [23]. Otro tipo de clasificación hace 

referencia a los tipos de iones que dejan pasar a través del poro en la membrana. De 

este modo, lo canales iónicos se clasifican en canales de Na+ , Ca2+ , K+ y Cl, siendo 

los canales iónicos dependientes de voltaje de Na+,Ca2+ los principales responsables 

de generar y dar forma a los potenciales de acción cardíacos, así como las bombas 

de intercambio iónico que contribuyen a los flujos iónicos [24]. 

1.3.3 CANALES IÓNICOS DE NA+  

Los canales iónicos de Na+ constituyen el arquetipo de canales iónicos dependientes 

de voltaje. El canal humano cardíaco NaV1.5 es un miembro de la familia de canales 

iónicos dependientes de voltaje y es el principal responsable de generar las 

corrientes de Na+, denominadas INa [24]. Este canal está formado por una subunidad 

principal α que constituye el canal funcional y múltiples subunidades secundarias β. 

Posee cuatro dominios homólogos, DI-DIV [15], dispuestos formando una simetría 

circular para formar el canal [22]. Se ha visto que las subunidades β codificadas por 

los genes SCN1-4B tienen un papel relevante en su expresión en la superficie 

celular, modulan su apertura y cierre y la dependencia de voltaje de la INa [25,26]. El 

principal factor determinante para que se produzca la despolarización de la 

membrana de cardiomiocitos tanto auriculares como ventriculares es la INa. La 

activación de los canales de Na+ conduce a una rápida despolarización de las fibras 
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cardíacas, produciéndose un cambio en el potencial de membrana desde 

aproximadamente -85 mV hasta -25 mV en un periodo de tiempo de 10 milisegundos 

(fase 0 del potencial de acción) [27]. Los canales de Na+ se inactivan con la misma 

rapidez, y sólo una pequeña cantidad se encuentran abiertos mientras se propaga el 

potencial de acción [24].  

1.3.4 CANALES IÓNICOS DE CA2+  

Los iones Ca2+ son los principales iones de señalización intracelular. Regulan el 

acople entre excitación-contracción, la secreción y la actividad de un gran número de 

enzimas y CI. La concentración de Ca2+ se encuentra altamente regulada a pesar de 

su marcada fluctuación durante la sístole y diástole [22]. Los CI de Ca2+ constituyen 

la principal entrada de Ca+2 al interior celular, además de los almacenes 

intracelulares de Ca2+ y los intercambiadores de Na+ / Ca2+ NCX (91). Después de la 

rápida despolarización (fase 0) llevada a cabo por la entrada de Na+ en el 

cardiomiocito a través de los canales de Na+ dependientes de voltaje, estos canales 

inducen la apertura de los canales de Ca2+ [24]. En el músculo cardíaco existen dos 

tipos de CI de Ca2+: los de tipo L (de bajo umbral) y los de tipo T (tipo transitorio) que 

transportan Ca2+ hacia las células. Los primeros se encuentran en todas las células 

cardíacas. Los de tipo T se encuentran principalmente en las células marcapasos, las 

fibras de Purkinje y las auriculares [22]. Se ha descrito que existe expresión de 

ambos tipos de canales en el corazón. Los de tipo T son canales de Ca2+ transitorios 

activados por bajo voltaje que se expresan funcionalmente durante el desarrollo, 

mientras que en cardiomiocitos adultos su expresión se encuentra muy reducida [28]. 

Los canales de Ca2+ tipo L poseen elevadas conductancias de canal único y generan 
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corrientes duraderas, además de activarse por alto voltaje [17]. Se encuentran en 

abundancia y se expresan de forma ubicua en el corazón [29]. La apertura de los 

canales iónicos de Ca2+ tipo L va con retraso y su inactivación ocurre de forma más 

lenta respecto a los canales de Na+ y es dependiente de iones Ca2+ [30]. Esta 

inactivación lenta de los canales de Ca2+ junto con la regulación precisa que ejercen 

las corrientes de Na+ y K+ constituyen las bases de la fase Plateau (fase 2) del 

potencial de acción observada en los cardiomiocitos ventriculares. Los canales 

iónicos de Ca2+ poseen una estructura similar a la de los canales de Na+, consistente 

en 4 dominios homólogos, cada uno con 6 segmentos transmembrana [22]. El 

principal canal de Ca2+ de tipo L cardíaco está formado por la subunidad α, 

codificada por el gen CACNA1C, que codifica la proteína Cav1.2. Además de esta 

subunidad, el complejo funcional del canal consta de las subunidades auxiliares β y 

α2/δ [29]. Estas dos últimas subunidades se encuentran unidas por puentes disulfuro 

y están íntimamente asociadas a la subunidad principal [31]. Las cuatro subunidades 

β codificadas por los genes CACNB1-4 se encargan de modificar las corrientes 

iónicas de Ca2+, y del tráfico de complejos proteicos del canal hacia las membranas 

celulares, [32, 33,34] siendo la subunidad β2 la predominante en el corazón [35]. 

1.4 MUERTE SÚBITA POR INHALACIÓN 

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

de la aparición de los síntomas: esta ocurre de forma repentina, inesperada y 

además originada 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 súbita y poner de manifiesto que en la mayoría de las ocasiones se trata de 
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una enfermedad desconocida por el paciente, aunque puede tratarse de la 

agudización de un padecimiento crónico y de inicio abrupto [36]. 

El en caso particular de la muerte súbita por inhalación de disolventes esta puede 

ocurrir durante la exposición a disolventes o en los minutos u horas subsecuentes sin 

una causa aparente [37], y puede ser ocasionada directamente por anoxia, 

reacciones alérgicas extremas, daño severo a los pulmones o depresión del SNC 

[38]. 

El mecanismo preciso por el cual se produce la muerte súbita por inhalación no se 

conoce con exactitud [37, 39,40]. Hoy en día se sabe que cada vez son más los 

inhaladores que mueren de manera súbita e inesperada sin una sofocación aparente 

[41]. Sin embargo, efectos indirectos tales como traumas, aspiración de vómito y 

asfixia asociados con el uso de bolsas de plástico para inhalar, predominan en las 

muertes ocasionadas por la inhalación de los disolventes contenidos en los 

pegamentos [42]. Se han propuesto 4 mecanismos para la muerte súbita asociada al 

abuso de inhalables: anoxia, inhibición vagal, depresión respiratoria y arritmias 

cardiacas. De éstos, se cree que las arritmias que conllevan a un paro cardiaco o 

cardiorrespiratorio son la causa principal de muerte [37,42].  

Los reportes epidemiológicos existentes indican que durante un proceso llamado 

sensibilización cardiaca, la exposición a disolventes en presencia de niveles 

circulantes elevados de adrenalina, puede ocasionar arritmias cardiacas, siendo este 

mecanismo la causa aparente de muerte entre muchos inhaladores [37,41]. 

Frecuentemente, la muerte súbita ocurre después de inhalar y haberse sometido a 

ejercicio o a una situación estresante, tal como pelear o al ser sorprendidos 

inhalando por los padres o por la policía. 
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Debido a que la actividad física vigorosa aumenta los niveles circulantes de 

adrenalina, la combinación de ejercicio y la exposición a disolventes como el tolueno 

puede producir fibrilación ventricular [43]. En muchos de los casos, hay un pequeño 

intervalo antes de la muerte en el cual el inhalador súbitamente corre unos cuantos 

metros y cae al suelo sin vida. Sin embargo, es difícil decir si la causa de ese pánico 

aparente es el resultado de una arritmia cardiaca severa asociada con edema 

pulmonar severo; de los efectos subjetivos provocados por el efecto de los 

disolventes; de una crisis por un exceso de adrenalina o de una combinación de 

todos estos factores. Está demostrado que la actividad física o el estrés promueven 

la liberación de grandes cantidades de adrenalina a la circulación y que ésta puede 

potenciar los efectos cardiacos de los hidrocarburos volátiles. No obstante, en las 

autopsias realizadas donde la muerte súbita se atribuyó a un exceso de 

catecolaminas, no se han encontrado endocrinopatías, ni causas anatómicas de 

muerte [41].  

1.5 EFECTOS CARDIACOS DE LOS DISOLVENTES DE ABUSO EN MODELOS 

ANIMALES. 

Desde 1911, [44] observaron que gatos bajo anestesia con cloroformo eran 

inesperadamente sensibles a la inyección de adrenalina. Cuando los animales 

inhalaban cloroformo en una concentración de 0.5% o 2.0% en el aire y después 

recibían una inyección intravenosa en bolo de adrenalina (dosis total hasta 65 µg) 

presentaban un patrón “heterogenético” en el electrocardiograma, es decir, pausas 

cortas en el latido cardiaco seguidas por taquicardia. La administración continua de 

cloroformo resultaba finalmente en fibrilación ventricular. Estudios posteriores 
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mostraron que las variaciones en la sensibilidad cardiaca dependen de la duración y 

del grado de anestesia. 

En (1970) Meek [45] refinó el protocolo experimental de Levy y usó perros como 

modelo animal. Estos autores también demostraron que se produce un incremento 

en la sensibilidad del corazón al hidrocarburo (ciclopropano) cuando la inhalación fue 

acompañada por un a inyección intravenosa de adrenalina. Con base en estos 

estudios, el peligro potencial asociado a los hidrocarburos como agentes 

anestésicos, seguido de la administración de adrenalina, se empezó a reconocer 

claramente. 

En 1946, Chenoweth [46] notó por primera vez que el butano, el hexano, el éter de 

petróleo, la gasolina, el xileno y el tolueno podrían producir efectos cardiotóxicos. 

En 1948 Garb y cols [47] realizaron una serie de experimentos en músculos papilares 

aislados en animales usando diferentes concentraciones de varias sustancias 

volátiles con y sin la adición de adrenalina u otras aminas simpatomiméticas. Ellos 

notaron que en presencia de cloroformo o benceno el miocardio fue más irritable 

cuando se expuso a hormonas simpatomiméticas. 

En 1970, Taylor y cols [40] reportaron que, en ratones, la inhalación de pegamento 

que contiene tolueno produce alteraciones en el electrocardiograma después de la 

inyección de atropina. 

En 1971, Reinhardt y cols [48] y en 1973, Clark y cols [49] trabajaron en la 

identificación de un modelo animal apropiado para determinar las dosis adecuadas 

de adrenalina exógena, para simular la circulación sanguínea de adrenalina. y 
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dedujeron que dosis altas de adrenalina (8 g/kg) producen fibrilación ventricular, por 

lo que para pruebas de sensibilización cardiaca se deben usar dosis más pequeñas. 

En 1986, Vidrio y cols [50] observaron las diferencias del tolueno y benceno en su 

capacidad para producir efectos en el electrocardiograma y observaron que aunque 

ambos solventes tienden a incrementar la frecuencia cardiaca, el tolueno disminuye 

la conducción intraventricular y particularmente la atrioventricular, mientras que el 

benceno acelera a conducción en la aurícula. 

Lefkowitz y cols [51] establecieron una correlación entre receptores adrenérgicos 

cardiacos y catecolaminas endógenas este grupo reportó que una sobreestimulación 

del sistema β adrenérgico cardiaco puede contribuir a la presencia de arritmias 

cardiacas, iniciada por una elevada cantidad de catecolaminas endógenas, 

marcando una marcada sensibilización adrenérgica cardiaca y finalizando con la 

muerte. 

1.6 RECEPTORES 

Un receptor es una proteína funcional que actúa transformando la unión de una 

sustancia mensajera (en el dominio de unión al ligando de la proteína) en un efecto 

(mediado a través del dominio de transducción de señales del receptor) [52]. 

1.6.1 RECEPTORES ADRENÉRGICOS 

Son proteínas que pertenecen a un grupo de proteínas transmembranales que 

atraviesan siete veces la membrana celular, por lo que también son conocidos como 

receptores 7TM [52], los cuales median acciones centrales y periféricas de la 

noradrenalina (norepinefrina) y de la adrenalina (epinefrina). Los adrenoreceptores 
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se encuentran en casi todos los tejidos periféricos y en muchas de las poblaciones 

neuronales dentro del sistema nervioso central. Tanto la adrenalina como la 

noradrenalina juegan roles importantes en el control de la presión sanguínea, fuerza 

y velocidad contráctil del corazón, reactividad de las vías respiratorias y una gran 

variedad de funciones metabólicas y del sistema nervioso central.  

En 1948, los adrenoreceptores fueron primeramente divididos en dos tipos, α y β, 

basados en sus características farmacológicas. Basados en evidencia tanto 

farmacológica como molecular, es más clara un esquema de clasificación basado en 

tres tipos: α1, α2 y β1 y cada uno es dividido en al menos tres subtipos [52] 

 

Los receptores adrenérgicos son receptores acoplados a proteínas G o GPCR’S (por 

G protein-coupled receptors), los cuales son heterotrímeros que poseen un papel 

esencial en la transducción de señales ya que asocian al receptor con las proteínas 

efectoras localizadas en el interior celular. Las subunidades que las conforman son α 

(39 – 46 KDa), β (37 KDa) y γ (8 KDa), con las subunidades β y γ funcionando como 

una sola unidad al formar un complejo estrechamente asociado. La subunidad α de 

las proteínas G posee un sitio de unión con alta afinidad por nucleótidos de guanina 

(GTP o GDP), así como actividad de GTPasa que hidroliza el GTP a GDP. Debido a 

esta característica, las proteínas G pueden encontrarse en dos estados: con la 

subunidad α asociada a GDP y unida al complejo βγ (estado inactivo), y con la 

subunidad asociada a GTP y disociada del complejo βγ (estado activo) [53] (Fig 8) 
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Figura 8. Estado inactivo y activo de la Proteína G (Tomado y modificado de Sánchez-Lemus E. 

y col., 2004). 

 

1.6.3 RECEPTORES Β1 ADRENÉRGICOS 

Los receptores β-adrenérgicos son proteínas conformadas por 450 a 600 

aminoácidos y tienen un peso molecular de 40 a 50 KDa [58]. Hay 3 subtipos de 

receptores: β1, β2 y β3. Los receptores β1 y β2 están ampliamente distribuidos, pero el 

receptor β1 es predominante en el corazón y el receptor β2 se encuentra en musculo 

liso como vasos sanguíneos y los bronquios [59]. 

La estimulación simpática del corazón mediante los receptores β1 adrenérgicos (β-

AR) induce efectos inotrópicos (fuerza de contracción) y cronotrópicos (frecuencia de 

contracción) positivos, llamados “respuesta de lucha o huída”, el mecanismo más 

efectivo del incremento agudo de salida del corazón [60]. 

Para que se puedan producir estos efectos, los receptores β1-adrenérgicos están 

acoplados a proteínas G de tipos s. Las proteínas de esta familia fueron 

originalmente identificadas a través de la toxina de Vibrio cholerae, agente causante 

del cólera. La toxina estimula a la subunidad αs, de ahí su nombre de “s” (del inglés 
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stimulating). La enzima efectora activada por las proteínas de esta familia es la 

adenilato ciclasa, que cataliza la conversión de ATP a AMP cíclico. Esta molécula se 

une a las regiones reguladores de la Proteína Cinasa A (PKA), también conocida 

como cinasa dependiente de AMP cíclico (AMPc). La unión libera a las subunidades 

catalíticas de la PKA que fosforilan sustratos específicos. En el corazón, la PKA 

fosforila a las regiones citoplasmáticas de los canales de calcio tipo L, lo que 

incrementa su oportunidad de apertura y en consecuencia aumenta las corrientes 

entrantes de Ca2+  (Fig.9) [60].  

 

Figura 9. Mecanismo de señalización transduccional para los receptores β1-adrenérgicos. 

Tomado y modificado de Mendoza-Patiño 2008. 
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II.JUSTIFICACION  

A pesar de que existen diversos reportes epidemiológicos que indican que la 

inhalación de disolventes de abuso como el tolueno, puede producir muerte súbita, 

debido a la presentación de arritmias cardiacas y que el consumo de inhalables es un 

problema importante de salud pública en México, este grupo de drogas de abuso es 

el menos estudiado, estudios in vitro, han reportado que el tolueno inhibe el aumento 

de Ca+2 intracelular inducido por KCl, de una manera dependiente de la 

concentración, y que inhibe de manera reversible las corrientes activadas a través de 

los canales de Na+ cardiacos dependientes de voltaje. Adicionalmente, se conoce 

que tanto el bloqueo de los canales de Na+ como de Ca+2 cardiacos dependientes de 

voltaje puede conducir al desarrollo de arritmias cardiacas. Hasta el momento se 

desconoce si el mecanismo responsable de la presentación de arritmias de los 

disolventes de abuso involucra a los receptores adrenérgicos y a los canales de 

sodio y de calcio cardiacos dependientes de voltaje. Con base en lo anteriormente 

expuesto, en este proyecto nos hemos propuesto determinar si la exposición aguda y 

crónica a tolueno induce a alteraciones en la función de canales cardiacos de sodio y 

de calcio dependientes de voltaje. 

 

Aunque sin duda todavía falta responder muchas preguntas, los avances logrados 

hasta el momento nos conducen a nuestra pregunta de investigación, donde con 

base en el conocimiento generado podremos determinar si la exposición aguda a 

tolueno induce alteraciones sobre canales de sodio y de calcio cardiacos 

dependientes de voltaje y sobre la respuesta adrenérgica, pudiendo ser éste el 

mecanismo responsable, al menos en parte, de la producción de arritmias cardiacas 
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y muerte súbita por inhalación. Este objetivo, al igual que muchos otros, tales como 

poder lograr intervenciones en el tratamiento y la prevención del abuso de inhalables, 

sólo se logrará con un conocimiento más completo de cómo actúan estas sustancias 

en los seres vivos. 

 

III.PREGUNTA DE INVESTIGACION 

De que manera se ve afectado el corazón de las ratas que son expuestas de forma 

aguda a tolueno. 

 

IV. HIPÓTESIS 

La sensibilización adrenérgica cardiaca debida a la exposición a tolueno se relaciona 

con un cambio en la función y/o en la expresión de los canales de sodio y de calcio 

dependientes de voltaje 

 

V. OBJETIVO GENERAL 

Investigar si la exposición aguda a tolueno provoca cambios cardiovasculares 

debidos a cambios en la actividad y en la expresión proteica de los canales de sodio 

y de calcio dependientes de voltaje. 
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VI.OBJETIVOS PARTICULARES 

 Evaluar el efecto de la exposición de manera aguda a tolueno sobre 

sensibilización a adrenalina en preparación de corazón aislado 

 Determinar la expresión proteica de receptores adrenérgicos, canales de sodio 

y de calcio dependientes de voltaje en corazones tratados de manera aguda a 

tolueno.  

VII. MATERIALES Y METODOS 

7.1 ANIMALES  

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con peso entre 250 y 300 g, las cuales 

se mantendrán bajo ciclo normal de luz oscuridad de 12:12 h con libre acceso a 

comida y a agua. Todos los procedimientos experimentales estarán de acuerdo a lo 

que dicta el comité local de ética y seguirán las regulaciones establecidas en la 

norma oficial Mexicana para el uso y cuidado de animales de laboratorio “NOM-062-

ZOO-1999‟.  

7.2 FÁRMACOS  

En este proyecto se empleará el tolueno (J.T. Baker) como disolvente de abuso 

representativo. Los animales se expondrán a 6000 ppm en una cámara de 

exposición estática, estas concentraciones se eligieron porque se ha visto que 

producen claros efectos conductuales en los animales pero con una recuperación 

total posterior [1,61]. Además, se emplearán adrenalina, lidocaína y nifedipina 

(Sigma-Aldrich). Los anticuerpos necesarios para biología molecular se adquirirán a 

través de Santa Cruz Biotechnology.  

 

 



  

29 
 

7.3 EXPOSICIÓN A DISOLVENTES 

Se utilizó una cámara de exposición estática de cristal, con forma cilíndrica y un 

volumen de 29 l. Esta cámara es una jarra cromatográfica con tapa de acrílico. La 

tapa tiene puertos de inyección y se conecta, en su parte externa, al motor de un 

ventilador cuyas aspas proyectan hacia el interior de la cámara. Bajo las aspas hay 

una malla metálica donde se coloca un papel filtro para administrar allí los 

disolventes. Para la exposición, se colocó una rata de manera individual en el fondo 

de la cámara, la tapa se cerró de manera hermética y posteriormente se colocaron 

6000 ppm del disolvente, simulando una situación de abuso [62], dicho disolvente se 

colocó sobre el papel filtro y el ventilador se encendió para permitir la inmediata 

evaporación y distribución homogénea del disolvente (Fig 10.). Las concentraciones 

de vapor deseadas se alcanzaron en menos de 1 min y permanecieron constantes 

durante la exposición (30 min). La cámara se colocó dentro de una campana de 

extracción [1,10]. El volumen de disolvente que se utilizó se calculó con la ecuación 

de Nelson (1971): 

𝑉 =  
𝑃𝑀 ∗ 𝐶𝑝𝑝𝑚 ∗ 𝑉𝑠 

𝑑
𝑥 

𝑃(10−6)

𝑅𝑇
  

Donde: 

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

deseada (ml). 

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

Cppm = concentración a utilizar (ppm). 

Vs = volumen de la cámara de exposición estática (l). 
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d = densidad del disolvente (g/ml). 

P = presión atmosférica (atm). 

R = constante general de los gases (l * atm * mol-1 * K-1). 

T = temperatura absoluta (°K). 

 

Figura 10. Cámara de exposición estática (Bowen et al., 2006; Cruz et al., 2003). 

7.4 PREPARACIÓN DEL CORAZÓN AISLADO Y PERFUNDIDO MEDIANTE LA 

PREPARACIÓN DE LANGENDORFF 

El principio básico de esta preparación radica en la posibilidad de perfundir las 

arterias coronarias usando una cánula de perfusión retrógrada posicionada en la 

aorta donde, gracias a una presión de perfusión adecuada del líquido nutriente, se 

mantiene cerrada la válvula aórtica y el flujo se desvía en su totalidad hacia el orificio 

de las coronarias, nutriendo la masa ventricular, sin existir llenado ventricular [63]. 

El sistema de órgano aislado consiste en: una bomba de recirculación, la cual 

mantiene todo el equipo a una temperatura de 37°C, un matraz balón, el cual está 
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formado por dos camisas que mantienen la solución de Krebs-Henseleit a la 

temperatura y el pH adecuados gracias a la bomba de recirculación y al carbógeno, 

la bomba peristáltica mueve el liquido de perfusión a lo largo de todo el equipo, 

desde el matraz balón hasta el corazón, un serpentín que transporta el líquido de 

perfusión hasta la cánula en el corazón el cual se encuentra dentro de una cámara 

compuesta también de dos camisas para mantener el corazón a la temperatura de 

37°C.  

Las ratas fueron sometidas a anestesia profunda con pentobarbital sódico y se les 

administro heparina a una concentración de 100ULpor cada 100g de peso del 

animal. Previo a la extracción del corazón, se realizó una traqueotomía para permitir 

la respiración asistida con un respirador mecánico (Rodent ventilador 7025) ajustado 

a 1mm3 de aire por cada 100 g de peso del animal. 

En cada caso, el corazón fue extraído realizando una laparotomía toraco-abdominal 

que permite la exposición del paquete cardiopulmonar. Se pinzan las venas cava 

inferior y superior y se cortan para impedir el flujo sanguíneo al corazón y con ello 

minimizar la aparición de coágulos. Se localiza la arteria aorta a nivel del tórax y se 

corta para, a partir de ella, extraer el corazón y los pulmones, los cuales se sumerge 

en un vaso de precipitado conteniendo solución 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 perfusión con ayuda de una cánula de calibre 24, 

perfundido en el órgano de forma retrograda con un flujo constante de 10+0.5 ml de 

solución de Krebs-Henseleit a 37°C y pH=7.4 y gasificada con 95% de O2 y 5% de 

CO2, ya que el paquete cardiopulmonar se perfunde por la solución de krebs-
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Henseleit, los pulmones son eliminados de la preparación dejando el corazón 

aislado. 

Para monitorizar la FCV y la FC, se inserto un globo de látex lleno de agua destilada 

a través de la vena pulmonar hasta el ventrículo izquierdo. 

7.5 CURVA CONCENTRACIÓN- RESPUESTA GRADUAL. 

Una vez montado el corazón en el equipo de perfusión, se procedió a correr curvas 

concentración-respuesta (CCR) graduales: para este propósito se administraron 20µl 

en orden creciente de concentración, de las soluciones de adrenalina en ausencia y 

presencia de Lidocaina y Nifedipina, (bloqueadores de canales de sodio y calcio) 

adicionados en el perfusado 20 minutos antes de la realización de la curva. El 

registro de presión de perfusión, fuerza de contracción ventricular y frecuencia 

cardiaca fue monitorizado usando un sistema de transducción de señales Byopac 

Systems. Los datos fueron almacenados en formato electrónico con ayuda del 

programa AcqKnowledge 4.2 para su posterior análisis. 

7.6 MEDICIÓN DE PARÁMETROS CARDIOVASCULARES 

7.6.1 PRESIÓN DE PERFUSIÓN 

Le presión de perfusión es una medida de la oposición del tejido a llenarse con 

liquido. Para el caso particular de la preparación de langendorff de corazón aislado, 

la presión de perfusión corresponde a la oposición de la vasculatura coronaria del 

órgano al paso del perfusado, la cual se produce a partir de la perfusión retrograda, 

entrando por la cánula hacia la aorta, lo que lleva a que se cierre la válvula aortica y 
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que el perfusado pase hacia las arterias coronarias derecha e izquierda, de ahí hacia 

las venas coronarias y sea expulsado a través de las arterias pulmonares. 

7.6.2 FUERZA DE CONTRACCIÓN VENTRICULAR  

El procedimiento más sencillo y mas ampliamente usado para medir la fuerza de 

contracción ventricular es el método del globo, introducido por Gottlieb y Magnus en 

1904.Para medir este parámetro, se introduce un globo lleno de liquido, como puede 

ser agua destilada y desionizada, o una solución de etanol al 96% y agua destilada y 

desionizada en una proporción 1:1, la cual permite solo una baja solubilidad de 

oxigeno y por lo tanto la fácil eliminación de burbujas de aire.[64]. 

El globo se introduce en el ventrículo izquierdo vía una de las venas pulmonares a 

través de la válvula mitral. El globo debe de ser tan delgado como sea posible, 

flexible y compatible con tejidos biológicos [65].El tamaño será determinado por la 

especie del animal de estudio, siendo necesario para ratas un diámetro de entre 3 y 

4 mm, [64].Los globos pueden ser fabricados con un trozo de película de látex o 

plástico para envoltura de alimentos, el cual es atado al extremo de una cánula por la 

que se llenara el globo de liquido [66]. 

7.6.3. FRECUENCIA CARDIACA. 

Se denomina como frecuencia cardiaca al numero de veces en que se presenta un 

ciclo cardiaco, el cual consta de un periodo de relajación denominada diástole 

durante el cual el corazón se llena de sangre seguido de un periodo de contracción 

llamado sístole, fue un parámetro monitorizado usando un sistema de transducción 
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de señales Byopac Systems. Los datos fueron almacenados en formato electrónico 

con ayuda del programa AcqKnowledge 4.2 para su posterior análisis. 

7.7 ANÁLISIS POR WESTERN BLOT  

Homogenización: Los corazones aislados se dividieron en aorta, aurículas y 

ventrículos para posteriormente hacer un homogeneizado de cada una de las partes 

divididas aplicando 1 ml de una solución de lisis que está formada por: Trizma-Base 

10 mM pH=7.4, NaCl 5 M, Tritón x-100, Duodecil sulfato de sodio (SDS) 10%, 

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF: como inhibidor de proteasas). Se centrifugaron 

a 10,000 rpm durante 10 minutos a 4°C, separando el sobrenadante y congelándolo 

hasta su posterior uso. Lo decantado se desechó. 

 

Determinación de la concentración de proteínas: La concentración de proteínas se 

determinó por el método de Lowry (1951). Primeramente se realizó una curva de 

calibración con albúmina sérica bovina (BSA) a volúmenes correspondientes a 10, 

20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 µl albúmina a partir de una solución madre de 1.44 mg/ml 

de albúmina sérica bovina y se complementaron con solución salina 0.9% hasta 100 

µl. En el caso de las muestras, se agregaron 10 µl del homogeneizado y se 

adicionaron 90 µl de solución salina. Tanto a la curva de calibración como a las 

muestras se les agregaron 1 ml de mezcla de reacción (solución A: Na2CO3 2% y 

NaOH 0.4%, solución B: CuSO4 0.5% y solución C: Tartrato de sodio y potasio 1%) 

incubando a temperatura ambiente por 10 minutos en obscuridad; posteriormente se 

adicionaron 100 µl de reactivo de Folin 1N incubando a temperatura ambiente por 30 

minutos en obscuridad y leyendo a una absorbancia de 750 nm en una 
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espectrofotómetro. La curva de calibración se realizó en Microsoft Office Excel 2007 

y por extrapolación se calculó la concentración de proteínas de las muestras, 

empleando la ecuación de la línea recta. 

Electroforesis: Al volumen de las muestras calculadas por la curva de calibración se 

le añadió la misma cantidad de buffer de carga Laemlli que contiene SDS 10%, 

Glicerol, Trizma-Base 1 M pH=6.8, Azul de Bromofenol 0.01% y β-mercaptoetanol 

20%, se hirvió (≈ 100 °C durante 5 minutos) para desnaturalizar a las proteínas.  

Se prepararon geles SDS-PAGE  al 10% y se cargó una cantidad de proteína 

constante (30 µg) de cada una de las muestras en pozos diferentes, en el primer 

pozo se cargó 5 µl de marcador de peso molecular (Bio-Rad). La electroforesis se 

llevó a cabo durante 2 horas aproximadamente a 100 V, para separar las proteínas 

en función de su peso molecular por la aplicación de un campo eléctrico. 

Transferencia: Una vez terminada la electroforesis, las proteínas separadas en el gel 

se transfirieron a membranas de PVDF (fluoruro de polivinildieno; Bio-Rad), 

utilizando buffer de transferencia (Trizma-Base 25 mM, Glicina 192 mM y Metanol). 

La transferencia se llevó a cabo en un equipo de transferencia en semiseco (Trans-

Blot; Bio-Rad) a 15 V por 40 minutos. 

Bloqueo de membranas e incubación con anticuerpos: Después de la transferencia, 

las membranas fueron bloqueadas con buffer de lavado TBS-T + 5% de leche baja 

en grasas (Trizma-Base 20 Mm, NaCl 137 mM, Tween 20 0.05% y leche baja en 

grasas 5%), durante 1 h a temperatura ambiente. Después, las membranas se 

incubaron con anticuerpo policlonal de cabra contra el receptor α1-adrenérgico o 

contra α-actina y con el anticuerpo policlonal de conejo contra el receptor β1-
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adrenérgico (Santa Cruz), diluidos 1:1000, en TBST-leche 5% a 4°C durante toda la 

noche, con agitación continua. 

Las membranas se lavaron 3 veces con TBS-T durante 5 minutos y se incubaron con 

el anticuerpo secundario (anti-cabra o anti-conejo; Santa Cruz) conjugado con 

peroxidasa de rábano, diluido 1:1000 con TBS-T-leche 5%, durante 2 h a 

temperatura ambiente y se lavaron 5 veces: 2 veces con TBS-T 0.15 M, una con 

TBS-T 1 M y dos más con TBS-T 0.15 M durante 5 min en cada lavado con agitación 

constante. 

Reacción quimioluminiscente : Las membranas se incubaron con luminol (invitrogen) 

como sustrato quimioluminiscente, siguiendo las recomendaciones del fabricante, 

posteriormente se expusieron a una placa fotográfica para captar la luz emitida por la 

reacción. Las membranas incubadas con los anticuerpos contra los receptores β1- y 

α1- adrenérgicos, se expusieron durante 20 seg y las del anticuerpo contra β-actina 

se expusieron 10 seg. Las películas se digitalizaron con ayuda de un escáner 

ScanJet 3200C (Hewlett Packard) y la intensidad de las bandas se determinó con un 

software de análisis de imágenes (Quantity One 1-D Image Analysis Software: Bior 

Rad) y se normalizaron con la intensidad de la β-actina (proteína control). 

 

VIII. ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

Los resultados de los experimentos funcionales se expresarán como la media ± error 

estándar (e.e.) de 5 experimentos (n=5). Las diferencias entre los datos se analizarán 

por medio de un análisis de varianza (ANOVA) de una vía seguido de la prueba de 

Dunnet usando el programa SigmaPlot (versión 11.0; SPSS Inc.). Para los 
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experimentos de biología molecular, los resultados se expresarán como la media ± 

error estándar (e.e.) de 3-4 experimentos (n=3-4). Para el análisis densitométrico se 

empleará el programa Quantity One 1-D Image Analysis Software (Bio-Rad). La 

elaboración del material gráfico se hará con el programa SigmaPlot (versión 11.0, 

SPSS Inc.). En todos los casos, se considerará que las diferencias entre los grupos 

son estadísticamente significativas con un valor de P < 0.05.  
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X. DISCUSIÓN 

Los resultados experimentales en este estudio demuestran que, en ratas expuestas 

de forma aguda al tolueno: 

1.- La presión de perfusión aumentó en ratas expuestas de forma aguda al tolueno, 

probablemente debido a un efecto vasoconstrictor del disolvente por 

sobreestimulación adrenérgica. 

2.- La fuerza de contracción ventricular izquierda fue elevada en ratas expuestas de 

forma aguda al tolueno, como resultado del aumento en la presión de perfusión. 

3.- La frecuencia cardíaca aumentó en las ratas expuestas a los solventes, 

probablemente debido a una sensibilización a la adrenalina. 

4.- Hasta donde sabemos, este es el primer estudio donde los parámetros 

mencionados anteriormente, evaluados en corazones de ratas expuestos al tolueno, 

disminuyeron en presencia de bloqueantes de los canales de Na+ y Ca2+, lo que 

sugiere la participación de estos canales en los efectos cardíacos agudos tras una 

exposición a 6000 ppm de tolueno. 

5.- La exposición aguda al tolueno generó un aumento en la densidad de los 

receptores adrenérgicos y una disminución en la expresión de los canales Na+ y 

Ca2+. 

 

Es bien sabido que el tolueno puede producir arritmias por mecanismos que son 

independientes de daños cardíaco o alteraciones en las estructuras vasculares 

coronarias [41]. Aunque los efectos del tolueno están bien documentados, el 

mecanismo por el cual este fármaco promueve las arritmias sigue siendo 
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controvertido. La principal causa de la producción de arritmias cardíacas por abuso 

de disolventes se debe a la sensibilización adrenérgica cardiaca a catecolaminas, así 

como a un aumento sistemático de las mismas. En nuestro trabajo encontramos que 

el tolueno aumentó la presión de perfusión en las condiciones basales, lo que indica 

un efecto directo del tolueno en este parámetro. Se ha informado que la acción 

simpática de los disolventes induce vasoconstricción de arterias coronarias, 

reduciendo el suministro de sangre oxigenada al corazón, promoviendo así arritmias 

cardíacas [67]. 

Sabemos que la ruta principal que media la contracción en la aorta en respuesta a la 

adrenalina es a través de adrenoreceptores [69]. Turnbull y colaboradores [54] 

encontraron un fuerte efecto inotrópico positivo con la estimulación de los receptores 

adrenérgicos en corazones aislados perfundídos, lo que sugiere que después de una 

sobreestimulación adrenérgica estos receptores pudieran actúar como 

vasoconstrictores coronarios. En animales expuestos a tolueno, en nuestro trabajo 

observamos vasoconstricción en condiciones basales que atribuimos probablemente 

a la participación de receptores adrenérgicos. Matoba y colaboradores [70] 

mencionan que la sensibilización del miocardio a las catecolaminas podría 

relacionarse con la producción de vasoespasmos por un mecanismo desconocido, 

jugando este fenómeno un papel importante en el desarrollo de arritmias cardiacas. 

El hecho de que hayamos observado una diferencia significativa entre los efectos 

sobre la presión de perfusión de los animales control y aquellos expuestos a 6000 

ppm de tolueno es consistente con lo informado por Tas y colaboradores [71]; en 

este estudio [71], los autores demostraron que el tolueno causa niveles elevados de 

troponina (proteína esencial para el proceso de contracción) la cual causa 
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vasoconstricción de las arterias en el cerebro. Aunque nuestro estudio se realizó en 

corazones, sugerimos que un fenómeno similar podría estar sucediendo en nuestras 

condiciones experimentales. Por lo tanto, sugerimos que el tolueno causa 

probablemente vasoconstricción a través de receptores adrenérgicos, sin embargo, 

se necesitan más estudios para dilucidar por completo este punto. Además 

encontramos que a medida que aumentaba la concentración de adrenalina, la 

presión de perfusión también aumentó en los corazones de ratas expuestos al 

tolueno, lo que muestra un fenómeno transitorio que depende de la interacción entre 

el tolueno y la adrenalina. Esta observación es consistente con lo informado por 

Clark y Tinston [49]. Estos autores encontraron que las sustancias utilizadas en el 

campo de la anestesia, como el halotano y el tricloroetano, podían causar 

sensibilización cardiaca cuando se administraban en combinación con adrenalina. 

 

Por otro lado, nuestros resultados proporcionan evidencia de que durante la 

estimulación adrenérgica la función cardíaca (fuerza de contracción ventricular 

izquierda especificamente), puede aumentar como resultado de dos factores: a) 

estimulación β1-adrenérgica directa del miocardio ó b) aumento de la presión de 

perfusión coronaria producida por un aumento en la presión arterial como 

consecuencia de la vasoconstricción. Encontramos un reporte en la literatura que 

describe un efecto inotrópico positivo producido por un aumento en la presión de 

perfusión coronaria [67]. Este reporte indica que los mecanismos responsables de 

este efecto inotrópico positivo podrían ser: un aumento en el flujo sobre las 

demandas necesarias, el estiramiento de las fibras cardíacas como resultado del 

proceso de vasocontricción, y / o un efecto directo sobre la presión que aumenta el 
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calcio intracelular, este efecto podría deberse a cambios en la composición iónica ó 

en el volumen del intersticio ó bien a un factor inotrópico producido por el endotelio ó 

por las neuronas intramiocardícas [67]. Por lo tanto, el aumento en la contracción del 

miocardio puede ser observado no solo por la acción adrenérgica directa en el 

miocardio, sino también por el aumento en la presión de perfusión coronaria y el flujo 

resultante de una presión sanguínea más alta que, de acuerdo con nuestros 

hallazgos, comienza con una vasoconstricción coronaria que es significativamente 

mayor en los corazones de los animales expuesto a tolueno. 

Como mencionamos anteriormente, este fenómeno se caracteriza por la presencia 

de catecolaminas endógenas elevadas que dan como resultado un aumento de la 

función cardíaca lo cual pudimos corroborar cuando determinamos la frecuencia 

cardíaca en corazones de ratas expuestos a tolueno. Encontramos que el tolueno 

aumenta la frecuencia cardíaca en condiciones basales. Este resultado es 

consistente con estudios previos. Específicamente, uno donde la exposición al 

tolueno produjo una respuesta taquicárdica [73,75]. Los autores atribuyeron estos 

efectos principalmente a la concentración sistémica de catecolaminas circulantes, 

dichos autores encontraron que, en presencia de adrenalina, de forma similar a 

nuestros resultados, la frecuencia cardíaca aumentó de manera estadísticamente 

significativa [72,75]. Por otro lado, se ha demostrado que el tolueno tiene preferencia 

por los receptores ionotrópicos, pero también por los canales dependientes de voltaje 

[14, 72,76]. Además, se ha informado que el tolueno bloquea los canales de sodio 

del músculo esquelético, mostrando una inhibición mínima en los canales mutantes 

que carecen del sitio de unión del anestésico local, sugiriendo que este sitio es crítico 

no solo para anestésicos locales, sino también para los disolventes de abuso como el 
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tolueno [77]. En nuestro estudio, después de la estimulación solamente con 

adrenalina, continuamos con la estimulación adrenérgica pero ahora en presencia de 

bloqueadores de los canales de Na+ (lidocaína) y canales de Ca2+ (nifedipina), para 

investigar una posible interacción entre el tolueno y los canales cardíacos 

dependientes del voltaje y su participación en la función cardíaca. En los tres 

parámetros funcionales que medimos, observamos una disminución en la función, 

confirmando la participación de ambos canales en la función cardíaca en corazones 

de control de ratas y, curiosamente, también en corazones de ratas expuestas al 

tolueno. Al respecto, de acuerdo a lo reportado en la literatura sabemos que la 

exposición a drogas (cocaína) está asociada con el daño cardiovascular debido a la 

profunda influencia de estas sustancias en la función adrenérgica [78].  

Es importante mencionar que después de tener algún daño cardíaco hay una 

elevación de las catecolaminas. Sabemos que la cocaína reduce la liberación de 

adrenalina, a través del bloqueo de los canales de sodio en las ratas neonatales [78]. 

Schoming y cols. [79] encontraron que, en corazones de rata, usando la técnica de 

Langendorff y después de colocar un bloqueador de canales de calcio (nifedipina), 

los efectos producidos por la liberación de adrenalina del daño cardíaco se 

suprimieron, lo cual concuerda con nuestro trabajo, ya que nuestros datos sugieren 

que la adrenalina produce efectos cardio -aceleradores mediados por los canales de 

sodio y calcio dependientes de voltaje, como pudimos corroborar cuando 

bloqueamos con lidocaína y nifedipina y observamos una inhibición de la función 

adrenérgica. 

Funcionalmente, se sabe que las alteraciones cardíacas modifican el 

electrocardiograma [80]. Estas alteraciones eléctricas son el resultado del efecto 



  

74 
 

directo en los canales cardíacos principalmente por los canales Na+ y Ca2+ .Se ha 

informado [72] que concentraciones relativamente bajas de tolueno (en el rango 

micromolar) bloquean los canales de Na+ cardíacos dependientes de voltaje, lo cual 

implica que este disolvente podría causar un aumento en el tiempo que los canales 

de sodio permanecen en el período refractario, produciendo un aumento en la 

duración del potencial de acción cardíaco y por lo tanto, el aumento de diversos 

parámetros en el corazón, como la fuerza de contracción ventricular izquierda y la 

frecuencia cardíaca. Nuestros resultados demuestran que el tolueno aumenta la 

fuerza de contracción ventricular izquierda en condiciones basales, lo que indica un 

efecto directo del tolueno en la función cardíaca. Estos efectos se revirtieron 

significativamente con la administración de los bloqueadores de los canales Na+ y 

Ca2+, lo que sugiere la participación de estos canales en el aumento de los efectos 

cardíacos producidos por tolueno en presencia de la adrenalina. 

Clarkson y cols. [81] observaron un efecto inhibidor de los canales de Ca2 + de tipo L 

y una prolongación en el electrocardiograma en los miocitos ventriculares de cobaya 

tratados con cocaína. Otro informe muestra la relación entre la adrenalina y la fuerza 

de contracción ventricular izquierda. Dichos autores informaron que este parámetro 

aumentó significativamente en presencia de adrenalina, causando alteraciones en el 

ritmo cardíaco, terminando en la producción de arritmias cardíacas [82]. Por lo tanto, 

de acuerdo con lo reportado en la literatura lo cual concuerda con nuestros 

resultados obtenidos, podríamos deducir que es probable que la producción de 

arritmias cardíacas debido al abuso de tolueno pudiera ocurrir debido a un bloqueo 

de canales de Na+ y Ca2+ dependientes de voltaje en un sitio específico, tras una 

sobreestimulación adrenérgica cardiaca. 
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A nivel molecular, el daño cardíaco se caracteriza por un aumento en el potasio 

extracelular, produciendo una zona isquémica [83]; resultando en una 

despolarización del potencial de membrana en reposo de los cardiomiocitos de 20-25 

mV [84,85]. Esta despolarización ocurre en un rango de voltaje donde los canales 

cardiacos de Na+ y Ca2+ se inactivan (-100 a -60 mV), lo que resulta en un aumento 

en la fracción de los canales Na+ y Ca2+ inactivados en condiciones de reposo. La 

alta afinidad del tolueno por estos canales inactivados altera la conducción eléctrica y 

aumenta el latido del corazón y por tanto el riesgo de arritmias [49,84]. 

Nuestros resultados farmacológicos sugieren una importante participación de los 

canales de Na+ y Ca2+ y de receptores β1-adrenérgicos en el tejido del ventrículo 

izquierdo, el cual ha sido ampliamente descrito; sin embargo, la exposición al tolueno 

nos hace sugerir que posiblemente las proteínas de este tejido presente daños y por 

lo tanto cambios en su expresión. Sabemos que las proteínas de estos canales y 

receptores se expresan en el tejido del ventrículo izquierdo. También encontramos 

que la exposición aguda al tolueno generó un aumento en la densidad de los 

receptores β adrenérgicos y una disminución en la expresión de los canales Na+ y 

Ca2 +dependientes de voltaje.. 

El hecho de que hayamos encontrado un aumento en la densidad de receptores β1 

adrenérgicos en animales tratados con tolueno es consistente con la literatura. 

Capote y cols. [86] sugirió que después de que ocurre un daño cardíaco hay un 

aumento en el proceso de transcripción y, por lo tanto, un aumento en el número de 

receptores. Un informe independiente [87] menciona que después de una hipertrofia 

cardiaca hay una, disminución en la apoptosis cardíaca, probablemente debido a un 

aumento en la síntesis de proteínas y, por lo tanto, a la cantidad de receptores. 
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Sugerimos que probablemente este es el mecanismo que ocurre en nivel molecular. 

Fan y cols. [88] informaron que la estimulación adrenérgica estimula la función de los 

receptores β1 adrenérgicos y por tanto la vía de señalización de la PKA, lo que 

implica la activación de los mecanismos de transcripción que aumentan la expresión 

de los receptores β1-adrenérgicos. Por lo tanto, podemos suponer que la preparación 

de Langendorff y la exposición al tolueno dañan el tejido cardíaco y favorecen la 

síntesis de nuevas proteínas y de receptores β1 adrenérgicos. 

La expresión de los canales Na+ y Ca2+ dependientes de voltaje en el tejido 

ventricular cardíaco está ampliamente estudiada [87], porque estos canales 

determinan la función cardíaca, sin embargo, este es el primer informe que reporta 

una disminución en la expresión de estos canales debido a la exposición aguda al 

tolueno. La estrecha relación del funcionamiento de ambos canales se demuestra en 

este estudio y en el llevado a cabo por Hennessey y cols [89] en el que se demuestra 

que un factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) induce arritmias cardíacas como 

resultado de la modulación en la expresión de los canales iónicos Na+ y 

Ca2+dependientes de voltaje. Se ha demostrado que tanto en humanos como en 

roedores, la exposición aguda al tolueno tiene efectos cardiotóxicos capaces de 

producir arritmias [90,91]. Este hecho, junto con nuestros resultados en western blot, 

sugiere que los efectos del tolueno en el tejido cardíaco causan arritmias y a su vez 

una disminución en la expresión de los canales de Na+ y Ca2+ como resultado de la 

activación de otras rutas como efecto compensador sobre la administración de 

tolueno y el ambiente rico en adrenalina. 
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XI. CONCLUSIONES 

Hasta donde sabemos, este es el primer informe en el que es posible establecer una 

participación directa de los canales de Na+ y Ca2+ regulados por voltaje, tolueno y 

adrenalina, en la función cardíaca en ratas. Los hallazgos en nuestro estudio 

muestran que la adrenalina aumentó la presión de perfusión, la fuerza de contracción 

ventricular izquierda y que causa alteraciones en receptores β1 adrenérgicos y en 

canales de Na+ y Ca2+ dependientes de voltaje en corazones de rata expuestos a 

tolueno por un mecanismo que aún no ha sido completamente comprendido. 

Actualmente, es bien sabido que el tolueno actúa sobre canales activados por 

ligando y regulados por voltaje, sin embargo, nuestro trabajo respalda aún más la 

participación funcional de los canales de Na+ y Ca2+ dependientes de voltaje en los 

efectos cardíacos producidos por el uso indebido de tolueno. Este fenómeno podría 

ser responsable de las arritmias cardíacas generadas por la sensibilización con 

adrenalina y la muerte súbita por inhalación; Sin embargo, se necesitan más estudios 

para dilucidar por completo este punto. 
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XII.ANEXO. ARTÍCULOS DE DIVULGACIÓN 
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