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RESUMEN

EFECTO DEL PROPRANOLOL SOBRE AURICULAS EXTRAIDAS DE RATAS
CON INSULINA-RESISTENCIA

Lizet Carolina Bonaldy Betanco y Neila Rosil Del Valle Contino Ledezma
Departamento de Bioanalisis. Escuela de Ciencias de la Salud. Universidad de
Oriente, Nucleo Bolivar

La Insulina-Resistencia (IR) es una deficiencia metabdlica asociada con
Diabetes tipo 2 y mas recientemente a enfermedades cardiovasculares, siendo el factor
determinante del sindrome metabolico. Dada la importancia clinica del Propranolol, la
investigacion pretende conocer el efecto crono e inotropico de este firmaco sobre auriculas
extraidas de ratas IR. Un total de 5 ratas Sprague-Dawley, divididas en dos grupos: Control
alimentado ad libitum con perrarina, y otro alimentado con perrarina-manteca vegetal, y
suministro de agua con Fructosa 40% durante 8 meses. Al finalizar el periodo dietario, se
verifico la Insulina-Resistencia y las auriculas extraidas de los animales se mantuvieron en
solucion Krebs a 37°C, pH 7,4; 95% O3, 5% CO,, en un bafio de ()rganos Aislados marca
Letica™, conectado a un transductor y amplificador dentro del Poligrafo marca Grass®,
registrandose la frecuencia de los latidos y evaluando las diferencias entre las medias
poblacionales a través del t-students. Se establecieron curvas dosis-respuesta acumulativas
(desde 1.10® M hasta 1.10™ M) con Isoproterenol y previa incubacion de 15 minutos con
Propranolol (1.10°° M), el cual gener6 un efecto cronotrépico negativo en el grupo control
mas no asi en las ratas IR, en donde el Isoprotenerol desencadeno el efecto agonista sobre
los B-receptores, estableciéndose diferencias estadisticamente significativas entre el
porcentaje de incremento de los latidos/seg. en ambos grupos, bajo el efecto antagonista
del Propranol (Control 58,81+4,08; IR 68,84+4,16; ts 0,16***). La méaxima fuerza de
contraccion auricular alcanzada por el grupo IR (278,47£11,22), previo bloqueo con
Propranolol, gener6 diferencias estadisticamente significativas (ts 0,00%**), en
comparacion con el grupo control (42,60+3,13), evidenciandose que el Propranolol no
generd bloqueo sobre los receptores beta-adrenérgicos auriculares de las ratas Insulina-
resistentes.

Palabras claves: Receptor Beta adrenérgico, Propranolol, Resistencia a la
Insulina, Auriculas.
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INTRODUCCION

La resistencia a la insulina es una de las principales deficiencias metabolicas
asociadas al desarrollo de Diabetes tipo 2 y mas recientemente a enfermedades
cardiovasculares (Grima et al., 2005; Schnell et al., 2007), siendo ¢l factor determinante
del sindrome metabolico. Al respecto, estudios epidemioldgicos sefialan una estrecha
relacion entre hiperinsulinemia, resistencia insulinica e hipertension arterial (Ford et al.,

2002; Sarafidis, 2008).

Por su parte, la hipertension arterial (HTA) es uno de los problemas de salud
cardiovascular mas importantes segun la magnitud y gravedad de sus consecuencias
(Menotti et al., 1996; Rodgers & MacMahon, 1999; Schnell et al., 2007). En América
Latina, mueren 800 mil personas al afio aproximadamente de enfermedades
cardiovasculares, la mayoria asociada a la HTA, cuya prevalencia se ha reportado entre 20
y 30% en la poblacion adulta (Hernandez et al., 2004). Asimismo, seglin las proyecciones
de enfermedades cronicas realizadas por Murray & Lopez (1997), en el afio 2020 la
cardiopatia isquémica continuard siendo la primera causa de muerte en los paises

industrializados y pasara a ser la tercera en los que actualmente estan en vias de desarrollo.

Numerosos estudios epidemiologicos han identificado de forma consistente a la HTA
como uno de los factores de riesgo mas importantes y prevalentes de enfermedad
cardiovascular, considerandose primera causa de muerte en los paises desarrollados
(Dustan et al., 1996; WHO, 2002), y junto a la resistencia a la insulina, componente

determinante del sindrome metabdlico.

En el afo 2003, investigaciones en Santiago de Chile, indicaron que el problema de

hipertension arterial en Latinoamérica ha obtenido mayor relevancia y fue establecida



como la epidemia del siglo XXI, donde las tasas de mortalidad son altas desde 1990,

reportando Argentina 46,6%, Chile 29,4% y Puerto Rico 40,5% (Escobar, 2003).

En lo que respecta a Venezuela, seglin el informe de la Organizacion Panamericana
de la Salud (2004), las enfermedades cardiovasculares se ubicaron dentro de las
veinticinco primeras causas de muerte en ese afio, representando una tasa de mortalidad de
26,36%. En este sentido, el Ministerio de Salud y Desarrollo Social (2007), reporta una
prevalencia de 20 a 30% en adultos, llegandose a considerar a la HTA como un problema

de salud publica.

No obstante, la data epidemioldgica correspondiente a los casos de resistencia a la
insulina y/o sindrome metabolico en Venezuela, no se ha encontrado disponible en los
reportes dados por los entes oficiales correspondientes: Ministerio del Poder Popular para
la Salud y la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2003; Ministerio del Poder Popular
para la Salud y Desarrollo Social, 2006).

Por otro lado, es necesario mencionar, que la resistencia a la insulina puede definirse
como el defecto en la capacidad de la insulina para ejercer sus funciones biologicas, es
decir, mediar la disposicion de glucosa tanto en el tejido muscular estriado esquelético
como en el tejido adiposo (Savage et al., 2005). Esta alteracion metabolica es un factor de
riesgo obligatorio en la diagnosis del sindrome metabolico y antecede a la condicion de

Diabetes mellitus Tipo 2 (Zimmet et al., 2005).

Una de las primeras descripciones del sindrome metabolico fueron dadas por
Avogaro et al. (1967), al documentar la aparicion simultanea de obesidad,
hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e hipertension. La importancia clinica de este
conjunto de entidades fue destacada por Reaven (1988), quien describi6 la presencia de un
grupo de alteraciones metabolicas “Sindrome X”, cuyo rasgo fisiopatologico central es la

resistencia a la insulina. Adicionalmente, este investigador en el afio 2002, propuso cinco



(5) consecuencias de éste, todas ellas relacionadas con un mayor riesgo de enfermedad

cardiovascular (Reaven, 2002).

Los componentes originales del Sindrome X descritas por Reaven (1988) fueron:
o Resistencia a la captacion de glucosa mediada por insulina
o Intolerancia a la glucosa
o  Hiperinsulinemia
o  Hipertension arterial
e Aumento de triglicéridos en las Lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL)

o  Disminucion del colesterol de las Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

En 1999, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) propuso la primera definicién
unificada de lo que a partir de ese momento se denominaria “Sindrome Metabdlico”, cuya
presencia puede diagnosticarse si el paciente presenta Diabetes mellitus Tipo 2 o

Resistencia a la Insulina, junto a dos o mas de las siguientes alteraciones metabolicas:

o  Hipertension Arterial mayor o igual a 140/90 mmHg

o  Dislipidemia: Hipertrigliceridemia mayor a 150 mg/dl o descenso de cHDL
(Hombres: 35 mg/dl; mujeres: 39 mg/dl)

o  Obesidad central o visceral (Cociente cintura-cadera mayor a 0,90 cm para
hombres y mayor a 0,85cm para mujeres) y/o IMC mayor a 30 Kg/m’

e  Microalbuminuria (Excrecion urinaria de albimina mayor a 20 pg/min o

cociente albumina/creatinina mayor a 30 mg/g)

Otra de las definiciones dadas al sindrome metabolico, publicada en el afio 2001 por
ATP III, The Third Report National Cholesterol Education Program Expert Panel on
Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults, y aprobada

recientemente por la Federacion Internacional de Diabetes (Alberti et al., 2005; Zimmet et



al., 2005) considera que existe este sindrome cuando el paciente presenta tres (3) o mas de

las siguientes alteraciones:

o  Obesidad abdominal: Didmetro de la cintura mayor a 102 cm en hombres y
mayor a 88 cm en mujeres

o  Hipertrigliceridemia mayor a 150 mg/dl

o  cHDL menor a 40 mg/dl en hombres o menor a 50 mg/dl en mujeres

o  Presion arterial mayor a 130/85 mmHg

e  Glicemia basal mayor a 110 mg/dl

No obstante, sin importar el criterio utilizado, es indiscutible que la resistencia a la
insulina juega un rol primordial en la diagnosis del sindrome, y su presencia desencadena

la mayoria de las alteraciones metabdlicas que lo definen.

Uno de los factores de riesgo que con mayor incidencia acompafia a la resistencia a
la insulina, es la HTA. A partir del momento en el que se establece, el paciente puede
permanecer asintomatico hasta 15 afios o presentar sintomas inespecificos, como cefalea,
fatiga y vértigo, frecuentes en normotensos. Después de este periodo aparecen
complicaciones en diversos organos: Rifién, corazdn, encéfalo y vasos periféricos, es este
compromiso secundario el causante de la posible muerte del paciente, alrededor de 20 afios
después de iniciada la hipertension, junto con las alteraciones fisiologicas inherentes al

establecimiento del sindrome metabolico (Schnell et al., 2007).

El tratamiento no farmacoldgico es la medida inicial béasica en la mayoria de los
pacientes insulina resistentes, y se basa en los cambios del estilo de vida y dieta,
principalmente en la disminucion en la ingesta de grasas y aumento de la ingesta de frutas,
verduras, cereales, fibras y legumbres (Singer et al., 1995; Appel et al., 1997; Escobar,
2003).



En casos mas severos, estos cambios deben estar asociados al tratamiento
farmacoldgico, que incluye el suministro de hipolipemiantes, asi como farmacos que
disminuyen la resistencia insulinica (Brunzell & Ayyobi, 2003; Giugliano et al., 2008).
Dentro de este ultimo grupo, se han desarrollado una serie de fairmacos que actuan a
diferentes niveles del sistema Renina-Angiotensina, entre los que se destacan los beta-
bloqueantes adrenérgicos (ej, Propranolol) que disminuyen la liberacion de renina a partir

de las células yuxtaglomerulares (Hoffman & Lefkowitz, 1996; Pérez et al., 2004).

Adicionalmente, se emplean anti-hipertensivos, diuréticos, alfa-bloqueantes,
bloqueadores de los canales de calcio o calcioantagonistas (Fuchs, 1996), inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina y antagonistas de los receptores de angiotensina II,
que difieren en su mecanismo de accion antihipertensiva (Portaluppi & Smolensky, 2000;

Smolensky & Haus, 2001).

Segun el VI informe del Comité Nacional Conjunto sobre Prevencion, Deteccion,
Evaluacion y Tratamiento de la Hipertension Arterial de los EEUU (Join Nattional
Committee, 1997), se concluy6 que los diuréticos y los beta-bloqueantes son los farmacos
de primera linea durante el tratamiento de la hipertension arterial en pacientes que no

presenten contraindicaciones para su uso.

Especificamente los antagonistas de los receptores f-adrenérgicos son drogas que
bloquean competitivamente los receptores beta-adrenérgicos en varios 6rganos y modulan
la actividad del sistema nervioso simpatico, actuando sobre los receptores Bl y P2
adrenérgicos, produciendo antagonismo de distinta magnitud y tipo, dependiendo del
farmaco especifico utilizado y del tipo de receptor antagonizado (Velasco et al., 2002).
Son considerados farmacos de primera linea, por su efectividad probada en la disminucion
de los sintomas de angina de pecho, asi como reduccidon de la morbimortalidad posterior a

un infarto del miocardio (Phillips et al., 2000; Wright, 2000).



Ademas de ser hipotensores, los beta-bloqueantes funcionan como anti-isquémicos,
anti-arritmicos y anti-rreninicos, prolongan el tiempo de llenado diastélico, algunos
estimulan la formacién de 6xido nitrico e inhiben la apoptosis por catecolaminas (Packer,

1998).

Algunos antagonistas son utilizados en la miocardiopatia dilatada para mejorar la
funciodn sistolica y revertir el remodelamiento cardiaco, probablemente al influir sobre la
expresion de genes involucrados en la hipertrofia ventricular y en los fendémenos

contractiles (Bristow et al., 1998; Lowes et al., 2002).

En el corazéon, predominan los receptores Pl adrenérgicos que tienen efecto
cronotropico e inotrdpico positivo, en los vasos sanguineos que irrigan el musculo
esquelético predominan los B2 adrenérgicos con efecto vasodilatador, y en los bronquios
los beta-2 con efecto broncodilatador. Estos fadrmacos beta-bloqueantes act@ian por
antagonismo competitivo de los receptores beta-adrenérgicos fundamentalmente en el
corazon, algunos producen antagonismo selectivo de los receptores f1, en tanto que otros,
como el Propranolol, muestran un antagonismo no selectivo, otros producen antagonismo

de los receptores alfa y beta como el Labetalol (Velasco et al., 2002).

Varios estudios han informado que los beta-bloqueantes producen una mejoria
sintomatica en pacientes con insuficiencia cardiaca, incremento de la fraccion de eyeccion,
disminucién de hospitalizaciones, por descompensacion y disminucion en la mortalidad de
pacientes con insuficiencia cardiaca leve a moderada (Packers et al., 1996; Packers &

Cotas, 2001).

Segin publicacion de Hoffman & Lefkowitz (1996), el Propranolol, ha sido
clasicamente empleado en la prevencion de eventos cardiacos, es un antagonista beta-
adrenérgico no selectivo, altamente lipofilico y de rapida absorcion, caracteristicas que le

permiten resaltar como uno de los principales componentes farmacologicos en el



tratamiento de angina de pecho, miocardiopatia hipertrofica, arritmias, taquicardias, entre
otras alteraciones relacionadas con el crono e inotropismo coronario (Doi et al., 2002; Di
Viniero et al., 2003), inclusive en la prevencion de complicaciones coronarias peri- y post-

operatorias (Bayliff et al., 1999; Wiesbauer et al., 2007; Biccard et al., 2008).

Estudios sobre las propiedades farmacodinamicas in vitro de los antagonistas beta-
adrenérgicos, Propranolol y Atenolol en ratas, concluyeron que estos farmacos presentan
un efecto cronotropico negativo (Di Verniero et al., 2003). Otros autores demostraron la
actividad de agonismo inverso del Atenolol y el Propranolol sobre el efecto inotropico en
el miocardio de ratas y de seres humanos, demostrando que la actividad de los beta-
bloqueantes no era uniforme en todo el corazén observandose mayor actividad en la

auricula derecha (Varman et al., 1999; Maack et al., 2001).

A su vez, investigaciones sobre los efectos hemodindmicos de la supresion del
Propranolol en ratas determind que el tratamiento con este farmaco y su posterior
eliminacion, ocasiond un aumento significativo de la presion arterial sistolica, presion
arterial media, presion circulatoria media y la presion venosa central (Chaple et al., 1995),
evidenciandose de forma experimental, la multiple utilidad de estos farmacos.

Dada la importancia clinica del uso del antagonista B-adrenérgico Propranolol, la
presente investigacion tiene por objetivo conocer los efectos cronotrdpico e inotropico de

este farmaco sobre auriculas extraidas de ratas con resistencia a la insulina.



JUSTIFICACION

Las cardiopatias son unos de los principales cuadros clinicos a los cuales se asocia el
sindrome metabolico, cuyo componente determinante es la resistencia a la insulina, puesto
que engloba una serie de alteraciones que en si mismas, representan factores de riesgo de

enfermedades cardiovasculares.

Actualmente, es bien conocido que el control de la resistencia a la insulina, mediante
los diferentes tipos de tratamientos farmacoldgicos o no, persigue en ultima instancia
conseguir la reduccion de la morbimortalidad cardiovascular, debido a que los altos niveles
de insulina relacionados con esta patologia, estimula el sistema nervioso simpatico,
produciendo retencion renal de sodio y relacionandose tanto con los niveles de presion
arterial como con los factores que contribuyen al incremento del riesgo de eventos

cardiovasculares.

Hoy por hoy, en el mercado farmacoldgico mundial, destacan los antagonistas [3-
adrenérgicos que actuan con afinidad selectiva sobre los receptores cardiacos f1
adrenérgicos. Pocos experimentos involucran estudios en 6rganos aislados, ya que la
mayoria abarcan principalmente niveles sistémicos, de aqui la importancia de conocer la
accion de esos antagonistas, a niveles especificos sin la influencia endocrina de otros

organos involucrados.

Debido a su importancia clinica, la presente investigacion tiene por objetivo, analizar
el efecto del Propranolol como antagonista beta-adrenérgico, sobre el cronotropismo e

inotropismo auricular en ratas con resistencia a la insulina.



OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar el efecto del bloqueador adrenérgico, Propranolol, sobre las auriculas

extraidas de ratas con resistencia a la insulina.

Objetivos Especificos

Demostrar a través de analisis de quimica sanguinea, la condicion de resistencia a la

insulina en el grupo de animales con induccion dietaria.

Determinar el efecto cronotropico del Propranolol en auriculas previamente
estimuladas con Isoproterenol, extraidas de los animales en las diferentes condiciones de

estudio.

Establecer el efecto inotropico del Propranolol en auriculas previamente estimuladas

con Isoproterenol, extraidas de los animales en las diferentes condiciones de estudio.



METODOLOGIA

Todos los reactivos empleados en la experimentacion fueron de la casa comercial

Sigma St. Louis, USA, a excepcion de los sefialados en el texto.

Tipo de Estudio

La investigacion realizada fue de tipo experimental in vitro.

Unidades Experimentales

Para la realizacion de las diferentes experimentaciones se emplearon un total de 10
ejemplares machos de Rattus norvegicus, de la cepa Sprague-Dawley, con un peso
comprendido entre 300450 g, provenientes del Bioterio de la Escuela de Ciencias de la

Salud de la Universidad de Oriente. Nucleo Bolivar.

Los animales fueron mantenidos en jaulas metéalicas a temperatura ambiente y luz
controlada, en donde el agua y la dieta basal, Perrarina (Alimentos Cargill™,
Barquisimeto, Edo. Lara), se les suministr6 ad libitum, durante un periodo de aclimatacion
de una semana, considerando en todo momento los criterios de bioética para la

experimentacion con animales de laboratorio (AVECAL, 2008).

Establecimiento de los grupos experimentales

a. Grupo control. Dentro de este grupo se incluyeron un total de cinco (5) ratas
machos normotensas, de la cepa Sprague-Dawley mantenidas bajo las mismas condiciones

de aclimatacion descritas anteriormente.

10
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b. Modelo en Ratas de Resistencia a la Insulina, por Induccion Dietaria. Con
el objetivo de inducir alteraciones metabolicas en un grupo de cinco (5) ratas machos, se
suministré agua de beber con 40% de Fructosa y una dieta rica en materia grasa, por un

periodo dietario de ocho (8) meses.

Al finalizar tal periodo, se realizaron determinaciones de glicemia por medio del
método Glucosa-Oxidasa (Kit CHEMROY® Proced. No CR165), colesterol total por el
método Colesterol Oxidasa (Kit Colestat enzimatico AA, Wiener Lab.) y triglicéridos a
través del método Glicerolfosfatodeshidrogenasa (Kit CHEMROY™ Proced. No CR312,
CR313).

Una vez detectadas las primeras manifestaciones de alteraciones metabodlicas y
cambios en la presion arterial, se determiné la insulina plasmatica por la aplicacion del Kit
de ELISA 1,3-Ultrasensitive (ALPCO® USA). Para ello se separ6 el plasma de muestras
de sangre de los diferentes ejemplares, extraidos en condiciones de ayuno. Finalmente, se
procedio a evidenciar el desarrollo o no de resistencia a la insulina, a través de la ecuacion

descrita en el método de Homeosthatic Model Assesment (HOMA):

Insulina plasmatica en ayunas (uU/ml) x Glucosa plasmatica en ayunas (mmol/L)

22,5

HOMA IR =

Los valores normales para las ratas se consideraran segtin lo establecido por Sharp y

La Regina (1998).

Contraccion in vitro de las Auriculas

Luego de culminar el periodo dietario de ocho (8) meses con Fructosa 40% y con la
finalidad de extraer el 6rgano a estudiar (auriculas), cada ejemplar de R. norvegicus se fijo

a una tabla de diseccion en posicion decubito dorsal, previamente anestesiado con
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Pentobarbital Sédico (40 mg / kg de peso corporal) inyectado via intraperitoneal (i.p.).
Seguidamente, se le practico una incision anterior amplia en el torax, se extrajo el corazon
y fue colocado en una solucioén de Krebs a 37 °C y pH 7,4; con un suministro de 95% de
Oxigeno y 5% de Didxido de Carbono. Esta solucion, esta constituida por: NaCl 118mM;
KCl 4,8 mM; KH,PO4 1,2 mM; MgS04.7H,0 1,2 mM; NaHCOs3 2,5 mM; CaCl, 2,5 mM y
glucosa 0,2 %.

Al corazén previamente extraido y mantenido en solucion de Krebs, se le extrajeron
las auriculas empleando instrumentos de microcirugia y teniendo sumo cuidado en no
dafiar el seno venoso, o ninguna otra seccion del tejido, que comprometa el ritmo de los

latidos o provoque un dafio permanente.

Seguidamente, fueron colocados en el bafio de 6rganos aislados con solucion de
Krebs a 37°C y pH 7,4; con un suministro de 95% de Oxigeno y 5% de Didxido de
Carbono; por medio de un soporte especial, unida a éste por la auricula izquierda y al
transductor de fuerza a través de la auricula derecha (Anexo 1). Se registrd la tension
ejercida por cada latido de las auriculas, monitoreando la contractibilidad a través de un

amplificador marca Grass® unido al transductor.

Se estableci6 una curva dosis-respuesta acumulativa control empleando
concentraciones crecientes de Isoproterenol (desde 1.10° M hasta 1.10° M).
Seguidamente, se realizaron gradualmente, lavados con Solucion de Krebs modificada
hasta alcanzar los valores inotropicos y cronotropicos basales. Una vez alcanzada esta
condicion se adicionaron los microlitros necesarios para obtener una concentracion de
1.10° M de Propranolol en la copa del bafio de 6rganos aislados, repitiendo luego la curva
de dosis-respuesta acumulativa de Isoproterenol, lo que permitié registrar dos (2) curvas

dosis-respuesta acumulativas: Control y con Propranolol.
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Andlisis de los Datos

Los datos fueron expresados como media + error estdndar. Las diferencias entre las
medias fueron evaluadas por medio de un t-Student, a un nivel de confiabilidad del 95%,

es decir, una significancia de P<0,05.



RESULTADOS

La administracion de fructosa y materia grasa (manteca vegetal) en el grupo
problema, permitié establecer la condicion de Resistencia a la Insulina, como puede
observarse en la Tabla 1, en donde se manifiesta la condiciéon de hiperinsulinemia en el
grupo con induccién dietaria arrojando una diferencia altamente significativa (ts 0,00%%*%*),
lo que se corresponde con los altos niveles de glicemia en este grupo de animales (110,4 +
10,46 ts 0,017*), asi como la condicién de resistencia a la insulina, segtn el indice HOMA,
el cual debe corresponder con valores por encima de 2,5 para considerar que se padece de

esta condicion.

De igual forma, se corrobor6 la condicién de hipertension arterial, estableciéndose
diferencias altamente significativas tanto para la presion sistdlica (ts 0,00%**) como
diastolica (ts 0,00***). En contraste, con los valores de triacilglicéridos plasmaticos, en los

cuales no se manifestd una diferencia estadistica significativa (0,36 ns) (Tabla 1).

14
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Tabla 1.

Parametros de control fisiolégico determinados en ambos grupos de estudio (Grupo

Control y con Induccién dietaria)

Paréme_tr_os ,de_ Control Grupo Control Grl_Jpo con s
Fisiologico Induccion dietaria
Presion Sistolica (mmHg) 103,60 + 1,66 151,00 +4.98 0,00%**
Presion Diastolica (mmHg) 77,80 + 3,20 111,00+ 4,10 0,00%**
Colesterol total (mg/dL) 63,70+ 1,10 56,64 + 2,40 0,04 *
Triacilglicéridos (mg/dL) 90,84 + 3,15 99,92 £3,15 0,36 ns
Glicemia (mg/dL) 65,10 £ 2,15 110,40 + 10,46 0,017*
Insulina (nU/ml) 46,37 + 7,32 120, 20 + 10,46 0,00%**
indice de HOMA 1,90 £ 0,07 4,63 £ 0,04 0,007

*Estadisticamente significativo P<0,05 *** Altamente significativo P<0,001  ns No significativo

Por su parte, se logré verificar el efecto cronotropico positivo del Isoproterenol en
ambos grupos experimentales, en los cuales no se registraron diferencias estadisticamente
significativas entre los valores basales (Grupo control, 3,53+0,29; Grupo problema
4,48+0,36; ts 0,1), mas no asi en el porcentaje de incremento de los latidos auriculares/seg.
(ts 0,00***), lo que implica que las auriculas de las ratas del grupo control fueron mas

sensibles al efecto del Isoproterenol, en comparacion con el grupo experimental.

Asimismo, el bloqueo con Propranolol fue efectivo s6lo en las ratas controles, puesto
que se establecieron diferencias estadisticas significativas entre la méxima tasa de
latidos/seg (ts 0,04*) y el porcentaje de incremento de latidos auriculares por segundo (ts

0,14***) de ambos grupos experimentales (Tabla 2).
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Tabla 2.

Efecto Cronotrépico del Propranolol en auriculas extraidas de ambos grupos de estudio

(Grupo Control y con Induccion dietaria)

Grupo Control IndligiJc'?r?giC:e?aria s
Isoproterenol
Tasa basal de latidos/seg 3,53 +£0,29 4,48 £ 0,36 0,1 ns
Max. tasa de latidos/seg 7,94 £ 0,33 6,27 £0,43 0,02 *
% Incremento. Latidos/seg 124,93 + 4.88 39,96 + 2,82 0,00%**
DE50 1.10"M 1.10"M
Antagonismo con Propranolol
(1.10° M)
Tasa basal de latidos/seg 2.56 £0,19 2,96 £ 0,38 0,43 ns
Max. tasa de latidos/seg 3,71 £ 0,06 5,00 +0,47 0,04*
% Incremento. Latidos/seg 44,92 + 4,08 68,92 +4,16 0,14%**
DES0 1.10"M 1.10"M

*Estadisticamente significativo P>0,05 *** Altamente significativo P>0,001  ns No significativo

Tanto en las auriculas del grupo control como las ratas del grupo con resistencia a
la insulina por induccion dietaria estimuladas con Isoproterenol, experimentaron un efecto
cronotrépico positivo a partir de concentraciones de 1.10™®* M, teniendo el grupo control un
efecto mas pronunciado, alcanzando 7,94 + 0,33 pulsaciones auriculares por segundo, en
contraposicion con el grupo problema (6,27 + 0,43 pulsaciones auriculares por segundo)

(Figura 1).
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Figura 1.

Curva dosis-respuesta acumulativa del efecto del Isoproterenol sobre auriculas

extraidas de ratas controles (A) y ratas con resistencia a la insulina por induccion dietaria

(o).

El bloqueo con Propranolol (1.10°° M) de las auriculas del grupo control estimuladas
con Isoproterenol, fue efectivo, manteniéndose constante hasta alcanzar una concentracion
de 1.10° M de esta droga, en contraste con el grupo de ratas insulina-resistentes en las
cuales no se produjo el antagonismo de los beta-receptores generdndose el efecto

cronotrdpico positivo, caracteristico del Isoproterenol (Figura 2).

Por otro lado, la fuerza de contraccion auricular fue determinada a través del
porcentaje de incremento de la contraccion auricular con respecto al valor basal, no
encontrandose diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo control
bajo la estimulacion con Isoproterenol (ts 0,59 ns). En contraste con la condicion de
antagonismo con Propranolol (1.10° M), en la cual se establecié una diferencia altamente

significativa (ts 0,00***) entre ambos grupos (Figura 3).
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Figura 2.

Curva dosis-respuesta acumulativa del efecto del Isoproterenol sobre auriculas extraidas de
ratas controles (A) y ratas con resistencia a la insulina por induccién dietaria
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Figura 3.

Efecto inotrépico del Propranolol en auriculas extraidas de ambos grupos de estudio

(Grupo Control y con Induccioén dietaria).
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DISCUSION

El modelo de Resistencia a la Insulina por induccion dietaria ha sido bien
establecido experimentalmente a lo largo de los afios. En general, consiste en la
administracion de fructosa en el agua de beber de los animales, lograndose establecer en
pocas semanas, la condicion de hiperinsulinemia, dislipidemia, obesidad e incremento de
la presion arterial sanguinea (Hwang et al., 1987; Elliott et al., 2002; Basciano et al., 2005;
Brito et al., 2008; kenndy et al., 2010), condiciones englobadas en el Sindrome metabolico
del ser humano (OMS, 1999; ATPIII, 2001).

En contraposicion con la presente investigacion, diversos estudios han generado
diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de triglicéridos de ratas con
dieta rica en fructosa y ratas bajo condicion control (Hwang et al., 1987; Boreddy & Patil,
2007). Sin embargo, es constante la condicion de hiperglicemia, hiperinsulinemia e

hipertension arterial, aspecto comin con nuestra data experimental.

Bajo condiciones normales la insulina promueve vasodilatacion e incrementa el
flujo sanguineo en el musculo esquelético (Steinberg, & Baron, 2002). Mientras que, en
estados de insulina resistencia (IR) asi como en la diabetes tipo 2 y obesidad, la
vasodilatacion endotelio-dependiente mediada por la insulina estd seriamente alterada, lo
que genera reduccion en la asimilacion de glucosa por parte del tejido periférico (Schwab

etal., 2007).

Ademas, la hiperinsulinemia en si misma podria ser uno los principales responsables
del incremento en la utilizacion de la glucosa por parte del tejido adiposo blanco,
incrementando la sintesis de los lipidos totales con acumulacion de grasa en el tejido

adiposo e higado (Cusin et al., 1990, Storlien et al., 2000).
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Adicionalmente, el defecto en el metabolismo de la glucosa en la Insulina-
Resistencia (IR) y Diabetes mellitus tipo 2, esta estrechamente asociada con alteraciones
en el metabolismo de lipidos, la evidencia experimental indica que uno de los mecanismos
mas fundamentales en el desarrollo de la IR es el dafio en la habilidad del musculo
esquelético para oxidar los &cidos grasos como consecuencia de la elevada oxidacion de la

glucosa bajo las condiciones de hiperglicemia e hiperinsulinemia (Cahova et al., 2007).

En estudios experimentales se ha demostrado, que los trastornos metabolicos
asociados a la Diabetes mellitus, como el estado de IR, hiperglicemia y alteracion del
transporte de lipidos, alteran directamente la estructura y funcion cardiaca que favorecen el

desarrollo de la miocardiopatia diabética (Liu et al., 2001; Frye et al., 2009).

Esto reafirma la asociacion entre IR, hiperinsulinemia y activacion del sistema
nervioso simpatico, dado que la sobre-estimulacion del mismo lleva a un aumento en el
numero de receptores beta a nivel del miocardio, produciendo hipertrofia del miocito y
apoptosis del mismo con fibrosis intersticial y reduccioén de la funcion contractil, lo que
sugiere que la exposicion cronica a un tono simpatico moderadamente elevado
condicionaria a través del tiempo, la aparicion de los cambios hemodinamicos y/o
morfologicos observados en el corazon de los pacientes con IR (Shizukuda, 1998;

Remodino, 2003; Colmenares et al., 2006).

Varios estudios han demostrado que los adrenoreceptores Bl y B2 coexisten en el
tejido coronario humano y su estimulacion produce efectos inotropicos positivos en
preparaciones auriculares (Boreddy & Patil, 2007) y ventriculares humanas (Port &

Bristow, 2001).

Particularmente, las ratas controles del presente estudio, registraron una mayor
respuesta al Isoproterenol, reflejado en un aumento de los latidos auriculares, en

comparacion con la condicion experimental, adicionalmente, el Propranolol no gener6 un
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efecto antagdnico parcial o total en este Ultimo grupo, lo que se corresponde con varias
investigaciones, en las que se sostiene que bajo condiciones de hipertension, resistencia a
la insulina (Yamada et al., 1980) e insuficiencia cardiaca (Tacchi, 2008), el nimero total
de estos receptores estan disminuidos y hasta desensibilizados, por ende es l6gico esperar

una respuesta menos potente en las ratas Insulina-Resistentes.

Diversas investigaciones sostienen que es mas relevante la desensibilizacion de los
receptores P-adrenérgicos que la densidad de los mismos, puesto que pareciera implicar
alteraciones en la transduccion de senales ( Michael et al., 1990; Tacchi, 2008). En este
sentido, es aceptado que en la insuficiencia cardiaca humana los receptores [1-
adrenérgicos estan disminuidos y desacoplados del sistema efector adenil ciclasa; que la
cantidad y la actividad de la proteina Gj estd aumentada, al igual que la cantidad y
actividad de la proteina G acopladas al receptor kinasa (GRK) (Wang & Dhalla, 2000;
Port & Bristow, 2001).

Sosteniendo la teoria de que la desensibilizacion de los receptores B-adrenérgicos es
determinante en la disminucidon del efecto agonista del Isoproterenol en ratas Insulina-
Resistentes, es conocido que la insuficiencia cardiaca humana estd caracterizada por
extensas anormalidades del sistema receptor beta adrenérgico, incluyendo su down-
regulation, es decir, la reduccion del numero de estos receptores accesibles a los ligandos
0, en otras palabras, la pérdida neta de los receptores desde las células, por una
disminucién de la sintesis del receptor o un aumento en la degradacion del receptor, y la
desensibilizacion de los mismos, lo que se traduce en una respuesta disminuida a la
estimulacién catecolaminica de los receptores restantes o un estado de sensibilidad
reducida a la estimulacion de los agonistas, a pesar de que continda la estimulacion de los

mismos (Castellano & Michael, 1997; Leineweber et al., 2002; Tacchi, 2008).

En este orden de ideas, en la presente investigacion la respuesta inotropica positiva

del Isoproterenol en las ratas IR fue menor que la alcanzada por las ratas bajo condiciones
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controles, datos encontrados en investigaciones afines, en las cuales la respuesta
cronotropica mediada por los receptores B1-adrenérgicos, principal responsable del efecto
cardiaco de las catecolaminas, fue menor en las auriculas extraidas de ratas diabéticas

(Altan et al., 2007).

Vale acotar, que en modelos animales, el uso de agonistas que inducen efectos crono
e inotrdpicos resistentes al antagonismo de adrenoreceptores B; y P, convencionales, ha
sugerido la existencia de un tercer beta-adrenorreceptor, que ha sido designado como beta-
adrenorreceptor atipico, una de las investigaciones pioneras que asi lo demuestra, fue la
realizada por Kaumann (1989). Sin embargo, este agonista parcial no tiene efecto en el
inotropismo del corazén humano (Kaumann & Lobnig, 1986; Krief et al., 1993;
Berkowitz et al., 1995; Skeberdis et al., 2008).

Esta observacion responde al hecho de que la accion de agonista sobre los receptores
B3, es contraria a los subtipos Bl y B2, puesto que media un efecto inotroépico negativo en
el musculo ventricular humano bajo condiciones de diabetes (Altan et al., 2007), asi como
en falla cardiaca (Gauthier et al., 1996). En la diabetes experimental, los receptores B3 se

encuentran sobre-regulados (Lipworth, 1996; Rozec & Gauthier, 2005; Altan et al., 2007).

Finalmente vale acotar, que estas observaciones abren una brecha para futuras
investigaciones que busquen corroborar la accioén de los receptores B-adrenérgicos en el
tejido cardiaco, como principal consecuencia de su un rol trascendental en las

fisiopatologia de las enfermedades cardiacas inducidas por la diabetes.



CONCLUSIONES

El grupo de ratas con induccion dietaria establecid la condicion de Resistencia a la
Insulina, luego de un periodo dietario de 8 meses con Fructosa en la bebida, demostrado

bajo las condiciones de hiperinsulinemia, hiperglicemia e hipertension arterial.

El Propranolol presentd un efecto cronotropico negativo en el grupo bajo
condiciones controles mas no asi en las ratas insulina-resistentes, en las cuales el
Isoproterenol desencadend el efecto agonista correspondiente sobre los receptores -
adrenérgicos, estableciéndose diferencias estadisticamente significativas entre el
porcentaje de incremento de los latidos por segundo de ambos grupos experimentales, bajo

el efecto antagonista de esta droga.

La maxima fuerza de contraccion auricular alcanzada por el grupo con Insulina-
Resistencia, una vez efectuado el antagonismo con Propranolol, gener6 diferencias
estadisticamente significativas en comparacioén con el grupo control, evidencidndose una
vez mds que el Propranolol no generd un bloqueo sobre los receptores P-adrenérgicos

auriculares.
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Anexo 1. Montaje de las auriculas de R. norvegicus dentro del Bafio de Organos Aislados
LETICA® in situ (A) y esquematizado (B). a. Varilla de sujecion. b. Gancho de la
varilla de sujecion a la cual va unida la auricula izquierda. c. Auricula derecha
unida al transductor de sefial a su vez conectado al Poligrafo Grass®. d. Copa de

tejido con solucion de Krebs.
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