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Resumen. La insulina-resistencia (IR) es una deficiencia metabodlica asociada princi-
palmente con diabetes tipo 2 y cominmente relacionada a la etiopatogenia de enfermedades
cardiovasculares, siendo el factor determinante del sindrome metabolico. La investigacion pre-
tende conocer los efectos cronotropico e inotropico del propranolol sobre auriculas de ratas
IR. Para ello, 16 ejemplares Sprague-Dawley, fueron divididos en Grupo control, alimentado
ad libitum con alimento para perros Perrarina® y Grupo experimental, alimentado con Perra-
rina®-manteca vegetal, y suministro de agua con fructosa (20%)-sacarosa (20%) durante ocho
meses. Al finalizar este periodo, se verifico la insulina-resistencia y las auriculas extraidas se
mantuvieron en solucion Krebs (37°C, pH 7.,4; 95% O, - 5% CO,), en bafio de 6rganos aislados
marca Letica®, conectado a un poligrafo Grass®, registrandose la frecuencia de los latidos y
evaluando las diferencias a través de la prueba t de Student (grado de significancia p<0,05). Se
establecieron curvas dosis-respuesta acumulativas con isoproterenol y previa incubacion de 15
minutos con propranolol (1x10° M), registrandose un efecto cronotropico negativo en el grupo
control mas no asi en las ratas IR, estableciéndose diferencias significativas entre el porcen-
taje de incremento de los latidos/seg en ambos grupos (Control 44,92+4,08; IR 68,92+4,16;
p<0,001). La méxima fuerza de contraccion auricular alcanzada por el grupo IR con propra-
nolol (91,67+2,10), generd diferencias significativas (p<0,001), en comparacién con el grupo
control (42,60+3,50), evidenciandose que el propranolol no gener6 bloqueo sobre los recepto-
res beta-adrenérgicos auriculares de las ratas insulina-resistentes.
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Inotropic and chronotropic effects of propranolol
in isolated atrium of rats with fructose-induced
insulin-resistance

Invest Clin 2017 58(1): 22 - 33
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Abstract. Insulin resistance (IR) is a metabolic deficiency associated with type 2 diabe-
tes and commonly related to the pathogenesis of cardiovascular diseases, being the determining
factor of the metabolic syndrome. This research aims to understand the chronotropic and ino-
tropic effects of Propranolol in isolated atrium of rats with fructose-induced insulin-resistance.
For this reason, 16 male Sprague-Dawley rats were assigned to two groups and given ad libitum
access to one of the following diets: Perrarina® dog chow or Perrarina® dog chow supplemen-
ted with vegetable shortening and with fructose (20%) and sucrose (20%) added to the water
supply. Both groups were maintained on their respective dietary regimens for eight months. At
the end of this period insulin resistance was verified by routine blood test. The rat hearts were
rapidly removed, and the atria were dissected and kept in Krebs solutions (37°C, pH 7.4; 95%
0, - 5% CO,) in an isolated organ bath Letica®, connected to a polygraph Grass®, registering
atria frequency. The Student’s t-test was used to evaluate statistical differences between the two
groups (p<0.05). Cumulative dose-response curves with isoproterenol were established in basal
condition, and after fifteen minutes of pre-incubation with propranolol (1x10° M). A significant
positive chronotropic effect was observed in IR rats (68.92+4.16 vs 44.92+4.08 beats/sec of
control; p<0.001). The maximum force of atrial contraction after pre-incubation with proprano-
lol was significantly higher in the IR group (91.67+£2.10 vs42.6 + 3.5; p<<0.001). These findings
suggest that a blunted response of atrial f-adrenoceptor to propranolol exists in rats with fruc-
tose-induced insulin-resistance.
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INTRODUCCION

La resistencia a la insulina es una de las
principales deficiencias metabolicas asociadas
al desarrollo de “doble diabetes”, ademas de la
cléasica diabetes mellitus tipo 1 y 2, y mas recien-
temente a enfermedades cardiovasculares (1,2),
siendo el factor determinante del sindrome me-
tabolico. Al respecto, estudios epidemioldgicos
sefialan una estrecha relacion entre hiperinsuli-
nemia, hipertension arterial e insuficiencias car-
diacas (3-5).

Bajo condiciones normales, la insulina pro-
mueve vasodilatacion e incrementa el flujo san-
guineo en el musculo esquelético (6,7), mientras
que en estados de resistencia a la insulina asi
como en diabetes mellitus tipo 2 y obesidad, la
vasodilatacion endotelio-dependiente mediada
por la insulina est4 seriamente alterada, lo que
agrava aun mas la reduccion en la asimilacion
de glucosa por parte del tejido periférico (8).

El modelo de resistencia a la insulina por in-
duccidn dietaria ha sido bien establecido experi-
mentalmente a lo largo de los afios. En general,
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consiste en la administracion de fructosa en el
agua de beber de los animales de experimenta-
cion, lograndose establecer en pocos meses, la
condicién de hiperinsulinemia, hiperglicemia,
dislipidemia e incremento de la presion arterial
sanguinea (9-13), condiciones englobadas en el
sindrome metabolico del ser humano (14).

Diversas investigaciones sefialan que bajo
esta condicion, se presentan alteraciones a nivel
de los receptores a- y B-adrenérgicos en cora-
z6n y vasculatura (15-18). Especificamente, los
receptores P-adrenérgicos son miembros de la
superfamilia de los receptores acoplados a la
proteina G y, como parte del sistema nervioso
simpatico, tienen un papel importante en las
funciones cardiovasculares, respiratorias, meta-
bolicas, del sistema nervioso central y las fun-
ciones reproductivas (19,20).

De hecho, el 40% de todas las drogas co-
mercializadas ponen de manifiesto su actividad
via los receptores acoplados a la proteina G
(19). Especificamente, el propranolol es un an-
tagonista B-adrenérgico no selectivo, altamente
lipofilico y de rapida absorcion, caracteristicas
que le permiten resaltar como uno de los com-
ponentes farmacoldgicos en el tratamiento de
alteraciones relacionadas con el cronotropismo
e inotropismo cardiaco (21-23) y, mas reciente-
mente, en el tratamiento en pacientes con pro-
blemas de comportamiento y dentro del espec-
tro autista (24,25).

Este ultimo uso, ha despertado ciertas in-
quietudes en el area de investigacion, puesto
que muchos nifos diagnosticados dentro del
espectro autista presentan una mayor predispo-
sicion a desarrollar IR, no solo por la dieta y/o
ritmo de actividad fisica (26-28), sino ademas
por el suministro de ansioliticos como respiri-
dona, aparentemente asociado con la aparicion
de este factor de riesgo cardiometabolico (29-
31), adicional al uso del propranolol para tratar
ciertas conductas en estos pacientes, incluyendo
la ansiedad en si misma (25,32,33).

Dada la importancia clinica del uso del anta-
gonista f-adrenérgico propranolol y el aumento
gradual de pacientes con IR en la Glltima década,
la presente investigacion tiene por objetivo co-
nocer los efectos cronotropico e inotropico de
este farmaco sobre auriculas extraidas de ratas
con resistencia a la insulina.

MATERIALES Y METODOS

Todos los reactivos empleados en la expe-
rimentacion fueron de la casa comercial Sigma
St. Louis, USA, a excepcidn de los sefialados en
el texto.

Un total de 16 ejemplares machos de Rattus
norvegicus, cepa Sprague-Dawley, con un peso
comprendido entre 300-450 g, fueron divididos
en: Grupo control, alimentadas con Perrarina®
ad libitum y Grupo experimental, al cual se
le agregd agua de beber con 20% de fructosa
y 20% de sacarosa, asi como una dieta rica en
materia grasa, por un periodo dietario de ocho
meses. En el estudio se consideraron todos los
criterios de bioética para la experimentacion
con animales de laboratorio (34).

Al finalizar tal periodo, se realizaron deter-
minaciones de glicemia por medio del método
glucosa-oxidasa (Kit CHEMROY® Proced. No
CR165), colesterol total por el método coleste-
rol oxidasa (Kit Colestat enzimatico AA, Wiener
Lab.), triacilglicéridos a través del método gli-
cerolfosfato deshidrogenasa (Kit CHEMROY®
Proced. No CR312, CR313) e insulina plasma-
tica por la utilizacion del Kit de ELISA 1,3-Ul-
trasensitive (ALPCO® USA). Para ello se se-
par6 el plasma de muestras de sangre de los
diferentes ejemplares, extraidos en condiciones
de ayuno. Finalmente, se procedi6 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) (35).
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Contraccion in vitro de las auriculas

Luego de culminar el periodo dietético, a
cada ejemplar anestesiado con pentobarbital
sodico (40 mg / kg de peso corporal) via intra-
peritoneal (i.p.), se le extrajeron las auriculas y
fueron mantenidas en solucioén de Krebs modifi-
cada (NaCl 118 mM; KCI 4,8 mM; KH,PO, 1,2
mM; MgSO,.7H,0 1,2 mM; NaHCO, 2,5 mM;
CaCl, 2,5 mM y glucosa 0,2 %) a 37 °C y pH
7,4; con un suministro de una mezcla de gases
conformada por 95% de oxigeno y 5% de dioxi-
do de carbono.

Las auriculas fueron colocadas en el bafio de
organos aislados marca Letica®, y se registro la
tension ejercida por cada latido de las auriculas,
monitoreando la contractibilidad a través de un
amplificador marca Grass® unido al transduc-
tor.

Se estableci6 una curva dosis-respuesta acu-
mulativa control empleando concentraciones
crecientes de isoproterenol (desde 1x10° M has-
ta 1x10° M). Seguidamente, se realizaron gra-
dualmente, lavados con solucion de Krebs mo-
dificada hasta alcanzar los valores inotropicos y
cronotropicos basales. Una vez alcanzada esta
condicion se adiciond el propranolol en la copa
del bafio de o6rganos aislados hasta alcanzar una
concentracion final de 1x10° M, seguido de una
curva de dosis-respuesta acumulativa de isopro-
terenol.

Analisis de los Datos

Los datos se expresaron como la media +
error estandar. Las diferencias entre las medias
fueron evaluadas por la prueba t-Student, a un
nivel de confiabilidad del 95%.

RESULTADOS

La administracion de fructosa-sacarosa y
materia grasa (manteca vegetal) en el Grupo ex-
perimental, permitié establecer la condicion de
resistencia a la insulina. En la Tabla I se observa

la condicion de hiperinsulinemia, que arroj6 una
diferencia altamente significativa (p<0,001).
Esto se corresponde con los altos niveles de gli-
cemia en este grupo de animales (110,4 + 10,46
mg/dL), asi como con la condicidon de resisten-
cia a la insulina, manifestada por el registro de
valores superiores a 2,5 en el indice HOMA.

De igual forma, se corrobord la condicion
de hipertension arterial, estableciéndose dife-
rencias altamente significativas tanto para la
presion sistolica como diastolica (p<0,001);
en contraste con los valores de triacilglicéridos
plasmaticos, en los cuales no se manifesté una
diferencia estadistica significativa con respecto
al grupo control (Tabla I).

Por su parte, se logré verificar el efecto cro-
notropico positivo del isoproterenol en ambos
grupos de estudio, en los cuales no se registraron
diferencias estadisticamente significativas entre
los valores basales (Grupo control, 3,53+0,29;
Grupo experimental 4,48+0,36).

El efecto antagonico con propranolol fue
efectivo solo en las ratas controles, puesto que
se establecieron diferencias estadisticas alta-
mente significativas entre la maxima tasa de
latidos/seg y el porcentaje de incremento de la-
tidos auriculares por segundo (p<0,001) de am-
bos grupos de estudio (Tabla II).

Tanto en las auriculas del Grupo control
como en las de las ratas del Grupo experimen-
tal estimuladas con isoproterenol, se produjo un
efecto cronotropico positivo a partir de concen-
traciones de 1x10® M, siendo éste mas pronun-
ciado en el grupo control, alcanzando una tasa
maxima de 7,94 + 0,33 pulsaciones auriculares
por segundo, en contraposicion con el Grupo
experimental (6,27 + 0,43 pulsaciones auricula-
res por segundo) (Fig.1).

El bloqueo con propranolol (1x10° M) de
las auriculas del grupo control estimuladas
con isoproterenol fue efectivo manteniéndose
constante hasta alcanzar una concentracién de
1x10° M de esta droga, mientras que en el grupo
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) TABLAI
PARAMETROS DE CONTROL FISIOLOGICO DETERMINADOS EN AMBOS
GRUPOS DE ESTUDIO
Parametros de Control  Grupo Control Grupo Experimental p
Fisiologico
Presion Sistolica (mmHg) 103,60 £ 1,66 151,00 +£4.98 <0,001
Presion Diastolica (mmHg) 77,80 + 3,20 111,00 4,10 <0,001
Colesterol total (mg/dL) 63,70 £ 1,10 56,64 + 2,40 <0,05
Triacilglicéridos (mg/dL) 90,84 + 3,15 99,92 + 3,15 NS
Glicemia (mg/dL) 65,10+ 2,15 110,40 + 10,46 <0,05
Insulina (pU/mL) 18,30 + 7,40 46,37 £ 7,32 <0,001
indice HOMA 2,09 £ 0,07 12,63 £ 0,14 <0,001
TABLA 11

EFECTO CRONOTROPICO DEL PROPRANOLOL EN AURICULAS EXTRAIDAS
DE AMBOS GRUPOS DE ESTUDIO

Grupo Control Grupo Experimental p
Isoproterenol
Tasa basal de latidos/seg 3,53 +0,29 4,48 £0,36 NS
Max. tasa de latidos/seg 7,94 £0,33 6,27 +£0,43 <0,05
% Incremento. Latidos/seg 124,93 + 4.88 39,96 + 2,82 <0,001
DE,, 1x10" M 1x10" M
Antagonismo con Propranolol
(1x10° M)
Tasa basal de latidos/seg 2,56 £0,19 2,96 £ 0,38 NS
Méx. tasa de latidos/seg 3,71 £0,06 5,00 £0,47 <0,001
% Incremento. Latidos/seg 44,92 +£4,08 68,92 + 4,16 <0,001
DE_ 1x10" M 1x10" M
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Fig.1. Curva dosis-respuesta acumulativa del efecto del isoproterenol sobre auriculas extraidas de ratas del Grupo
control (A) y ratas del Grupo experimental con resistencia a la insulina por induccion dietaria (e).

de ratas insulina-resistentes (Grupo experimen-
tal) no se produjo el antagonismo de los B-adre-
no-receptores generandose un efecto cronotro-
pico positivo (Fig.2).

Por otro lado, la fuerza de contraccion au-
ricular fue determinada a través del porcentaje
de incremento de la contraccion auricular con
respecto al valor basal, no encontrandose dife-
rencias estadisticamente significativas con res-
pecto al grupo control bajo la estimulacion con
isoproterenol, en contraste con la condicion de
antagonismo con propranolol (1x10° M), en la
cual si se encontrd una diferencia altamente sig-
nificativa (p<0,001) entre ambos grupos (Tabla
1II).

DISCUSION

Es bien conocido que los adreno-receptores
B1y P2 coexisten en el tejido coronario humano

y su estimulacion produce efectos inotropicos
positivos en preparaciones auriculares (16) y
ventriculares humanas (36,37), asi como en di-
versos animales de experimentacion incluyendo
ratas y ratones (38), hecho confirmado en la pre-
sente investigacion, usando isoproterenol como
agonista.

No obstante, bajo la accién del proprano-
lol sobre las auriculas extraidas de ratas insuli-
na-resistentes (Grupo experimental) no se regis-
tro ningun efecto antagonico. Al respecto, varias
investigaciones han reportado que bajo condi-
ciones de hipertension (39), diabetes (16,18,40)
resistencia a la insulina e insuficiencia cardiaca
(15,16), el numero total de estos receptores esta
disminuido y hasta desensibilizados(41,42).

La desensibilizacion de los receptores po-
dria obedecer, en parte, al desacoplamiento del
sistema efector adenilciclasa (19). Adicional-
mente, en ratas con insuficiencia cardiaca se ha

Vol. 58(1): 22 - 33,2017

03/04/2017 09:42:24 a.m.



clin-2- 1603.indd 33

28 Rodriguez y Mago

9.00

8.00

7.00 -

6.00

5.00 -

4.00

3.00

2.00

Pulsaciones auriculares por segundo

*p<0,01
1.00 4

**p<0,001
0.00 f
9 8 -7 6 5 -4 -3 22

Log Concentracion de Isoproterenol (M)

Fig.2. Curva dosis-respuesta acumulativa del efecto del isoproterenol sobre auriculas extraidas de ratas del Grupo
control (A) y ratasdel Grupo experimental con resistencia a la insulina por induccion dietaria (@), previa in-
cubacion con propranolol (1x10¢ M).En el grupo control se gener6 el bloqueo con propranolol mientras que
el experimental, este bloqueo no fue efectivo.

, TABLA III , ,
EFECTO INOTROPICO DEL PROPRANOLOL EN AURICULAS EXTRAIDAS DE
AMBOS GRUPOS DE ESTUDIO

Grupo Control Grupo Experimental p

Porcentaje de contraccion auricular

Isoproterenol 102,11 £ 5,148 98,79 + 6,401 NS
Antagonismo con Propranolol 42,60 + 3,501 91,67+ 2,104 <0,001
(1x10° M)

p <0,001 NS
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observado un aumento en la actividad de la pro-
teina G inhibitoria (Gi), asi como de la proteina
G acoplada al receptor kinasa, lo cual genera
una disminucion en la produccion de AMPc vy,
por ende, la inhibicién de muchas rutas de se-
nalizacion debido a la regulacion negativa de la
proteina kinasa A (37,43).

Investigaciones recientes sostienen que bajo
condiciones de obesidad, IR y SM existe una
sobreactividad del sistema nervioso simpati-
co (SNS) (42,44), lo que a su vez se relaciona
con una disminucion en la sensibilidad de los
B-adreno-receptores y una respuesta termogé-
nica débil ante los alimentos, potenciando la
IR, segun lo demuestran estudios con antago-
nistas f-adrenérgicos a corto y muy largo plazo
(45,46). Debido a esta serie de evidencias, se
sostiene que, fisioldgicamente, es mas relevante
la desensibilizacion de este tipo de receptores
que la densidad de los mismos (17,18).

Si se asume el enfoque de la alteracion
post-transduccional de los adreno-receptores,
entonces se plantea una interrogante: si el pro-
pranolol no genera antagonismo, ;Como es po-
sible que el isoproterenol genere su efecto ago-
nista?

Existen estudios biofisicos que demuestran
que tanto los agonistas como los antagonistas
de los B-receptores pueden, de hecho, promover
distintos estados conformacionales en el recep-
tor (47,48) con la finalidad de aumentar la esta-
bilidad y, por ende, la eficacia de la respuesta.
Partiendo de este hecho, es posible pensar que a
nivel conformacional el isoproterenol sea mas a
fin al receptor, y por ello genere un efecto ino-
tropico positivo, mientras que el propranolol no
alcanza una union ligando-receptor eficiente o
que esta no es lo suficientemente estable como
para desencadenar la subsecuente cascada de re-
acciones.

Vale destacar que investigaciones lleva-
das a cabo por Mansier y col. (38) en animales
transgénicos, que sobre-expresan los receptores

B1-adrenérgicos a nivel auricular, no se produjo
un bloqueo efectivo con propranolol, ademas de
presentar una disminucion en la produccién de
adenilciclasa, indicio de alteraciones en la trans-
duccion de sefial y quizés de la desensibiliza-
cion de los receptores. Por tanto, es posible que
incrementos y disminuciones de los adreno-re-
ceptores generen una respuesta de adaptacion
negativa.

Adicional a estas observaciones, la eviden-
cia registrada a partir de estudios actuales su-
gieren que la activacion del SNS juega un rol
definitorio en el establecimiento del sindrome
metabolico (42,46). De hecho, los cambios en el
estilo de vida cominmente recomendados junto
al tratamiento (ejercicio, modificacion dietaria,
pérdida de peso) estan asociados con una dismi-
nucion en esta hiperactividad (42,49) y podria
ser ésta, el agente causal del mayor porcenta-
je de incremento de latidos/seg de las auriculas
estimuladas con isoproterenol en comparacion
con el incremento alcanzado previo efecto anta-
gobnico del propranolol, en el grupo con induc-
cion dietaria.

Por su parte, es necesario mencionar que el
propranolol no constituye el tratamiento de pri-
mera eleccidon como hipotensor o anti-arritmi-
co en pacientes con IR o SM establecido, y las
observaciones realizadas en el presente estudio
bien podrian avalarlo, en estos casos puede has-
ta contribuir con el agravamiento de las mismas,
recomendandose el uso de inhibidores de la en-
zima convertidora de angiotensina y antagonis-
tas para los receptores de angiotensina (50).

Sin embargo, es sumamente importante
destacar que el propranolol estd siendo usado
actualmente como ansiolitico en nifios con tras-
tornos dentro del espectro autista para mejorar
sus habilidades en el desenvolvimiento e inte-
raccion social (25,32,33). Estos pacientes, debi-
do a sus patrones de actividad fisica y alimen-
tacion, estan propensos al sobrepeso, obesidad
y IR (26-29), que ademds forman parte de los
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efectos secundarios sufridos ante el suministro
de antipsicoticos como la risperidona (29-31),
tratamiento farmacologico cominmente sumi-
nistrado en casos de autismo, por lo que se re-
quiere evaluar si las ventajas de su uso superan a
los riesgos del mismo, abriendo ventanas hacia
nuevos estudios en el area.

Los B-adreno-receptores juegan un impor-
tante rol en la regulacion de la funcion cardiaca.
En la presente investigacion, se confirmé que la
respuesta auricular en ratas insulina-resistentes
ante el antagonismo del propranolol fue nula.

En este mismo orden de ideas, dado que
la insulina provoca cambios en la estructura y
funcionalidad de los receptores adrenérgicos
cardiacos (15, 16, 51), surge como interrogan-
te logica: ;Son los efectos de esta hormona los
responsables de la respuesta insuficiente ante el
tratamiento antihipertensivo que presentan al-
gunos pacientes hipertensos no diagnosticados
con alguna alteracion asociada al metabolismo
de carbohidratos?;Obedecera esta respuesta in-
suficiente a la hiperactividad que se ha demos-
trado tiene el sistema nervioso simpatico? No
cabe duda que las alteraciones plasmaticas de la
insulina modifican una gran cantidad de proce-
sos metabolicos, por lo que sus determinaciones
basales y post-prandiales son determinantes en
la medicina preventiva y deben seguir conso-
lidandose dentro de los examenes de quimica
sanguinea rutinarios, asi como su control a tra-
vés de regimenes dietéticos, ya que es un hecho
que el efecto de esta hormona va mas alla del
metabolismo de carbohidratos.
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