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RESUMEN

Introduccion: la resistencia a la insulina es una condicién metabdlica que afecta
multiples tejidos entre ellos al musculo esquelético. El propésito del presente trabajo
es analizar si la resistencia a la insulina inducida experimentalmente en ratas,
modifica la excitabilidad y las propiedades contractiles del musculo esquelético.
Métodos: se incluyeron 22 ratas Sprague Dawley sanas para formar 2 grupos: Al
grupo experimental (n=10) se le indujo resistencia a la insulina mediante la
administracién oral de prednisona (45mg/Kg.) durante 7 dias. Al grupo control (n=12)
se le administré solo agua. En ambos grupos se compararon principalmente los
parametros de la contractura muscular: tension al pico, tension total, activacion
contractil y grado de excitabilidad muscular mediante una curva de umbrales asi
como su respuesta a una infusién continua de insulina intravenosa. Los experimentos
fueron realizados en musculo gastrocnemio utilizando registros de tensién isométrica
y estimulacién eléctrica. Se analizaron las varianzas entre grupos para utilizar prueba
t de Students o U de Mann Whitney, determinandose diferencias significativas entre
ambos grupos cuando p<0.05.

Resultados: (Control vs. Experimental):

1) Excitabilidad muscular: Reobase: 0.59+ 0.12 V vs. 0.27 = 0.03V (p = 0.19);
Cronaxia: 0.07 ms vs. 0.08 ms.

2) Pardmetros de la contractura muscular: Tension al pico: 58.5+5.1 g vs. 48.3+4.3 g
(p =0.19). Tension total: 0.55+0.13 V/ms vs. 0.44+0.05 V/ms (p=0.45). Activacion
contractil: 9.13+1.3 ms vs. 10.5+1.6 ms (p=0.19).
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Conclusiones: los resultados del presente estudio sugieren que la resistencia a la
insulina al parecer modifica parcialmente la excitabilidad de la fibra muscular ademas
de favorecer el desarrollo de contracciones musculares de menor intensidad y mas
lentas, lo que sugiere una posible afeccion del acople excitacion-contraccion del
musculo esquelético.

Palabras clave: resistencia a insulina, musculo esquelético, contraccién muscular,
excitabilidad muscular.

ABSTRACT

Introduction: insulin resistance is a metabolic condition that affects many tissues
including skeletal muscle tissue. The objective of the present study was to analyze
whether or not experimentally induced insulin resistance modifies skeletal muscle
excitability and contraction in the rat.

Methods: twenty-two healthy Sprague-Dawley rats were used to form two groups.
In the experimental group (n=10) insulin resistance was induced by means of oral
prednisone administration (45mg/Kg) over a period of 7 days. The control group
(n=12) received only water. The following muscle contraction parameters were
compared between groups: peak tension, contractile activation, total tension, degree
of muscle excitability during threshold curve and response to continuous intravenous
insulin infusion. Experiments were carried out in gastrocnemius muscle, utilizing
isometric tension registers and electrical stimulation. Variance between groups was
analyzed to determine use of Student t test or Mann Whitney U test. Difference
between groups was considered statistically significant when P<0.05.

Results: (control group vs Experimental group):

1) Muscle excitability: Rheobase: 0.59+ 0.12 V vs 0.27 = 0.03V (P = 0.19);
Chronaxie: 0.07 ms vs 0.08 ms.

2) Muscle contraction parameters: Peak tension: 58.5+5.1 g vs 48.3%4.3 g

(P =0.19). Total tension: 0.55%+0.13 V/ms vs 0.44%0.05 V/ms ( P=0.45). Contractile
activation: 9.13+1.3 ms vs 10.5+1.6 ms (P=0.19).

Conclusions: in the results of the present study insulin resistance appears to
partially modify muscle fiber excitability in addition to favoring the development of
slow, low intensity muscle contractions, suggesting a possible affectation of
excitation-contraction coupling in skeletal muscle.

Keywords: insulin resistance, skeletal muscle, muscle contraction, muscle
excitability.

INTRODUCCION

Son multiples los trabajos que apoyan la influencia que tiene el ejercicio sobre la
resistencia a la insulina (RI) ya que se ha visto que el ejercicio favorece la recaptura
de glucosa por el musculo esquelético tanto en los individuos con Rl como en los que
tienen diabetes tipo 2.4
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Se ha documentado que la realizacion de ejercicio durante 4 semanas, es capaz de
duplicar el nimero de receptores a insulina en el musculo esquelético,
independientemente del descenso de peso corporal.®> ’

Por otro lado, estudios experimentales demuestran como el ejercicio favorece el
reclutamiento capilar en modelos animales con RI, lo que favorece la recaptura de
glucosa por el tejido muscular.?

En el fendbmeno del acople excitacibn-contraccién muscular (AEC), la liberaciéon de
calcio desde el reticulo sarcoplasmico y su ingreso desde el medio extracelular en
respuesta a estimulos despolarizantes, juegan un papel muy importante.® 3 Para el
estudio del AEC a nivel macroscoépico, puede observarse la contraccion muscular,
tanto en situaciones normales como patoldgicas.

De acuerdo a nuestro conocimiento, no existen reportes sobre el efecto de la
resistencia a la insulina sobre la excitabilidad y sobre los diferentes componentes de
la respuesta contractil del mudsculo esquelético en ratas, motivo por el cual se realizo
el presente trabajo.

METODOS

Se utilizaron 22 ratas machos de la raza Sprague-Dawley sanos con pesos de 250 a
350 g los cuales, fueron divididos en 2 grupos: experimental (n=10) y control (n=12).
A ambos grupos se les proporcioné agua y alimento a libre demanda, ciclos de luz /
oscuridad normales y una temperatura ambiente de 25 °C. Todas las ratas fueron
mantenidas en cajas de acrilico con limpieza de las mismas durante todos los dias que
duro la investigacion.

Induccion y evaluacion de la resistencia a la insulina

El grupo experimental recibié prednisona (PDN) via oral a razén de 45 mg/Kg de peso
durante 7 dias necesario para inducir RI1.**

Una vez terminado el tiempo de tratamiento con el esteroide, ambos grupos de ratas
fueron sometidas a evaluacion del metabolismo de los carbohidratos mediante la
evaluacion del estado de sensibilidad a la insulina que tenia cada uno de los animales.
Para ello se calculé el area bajo la curva (ABC) de la caida de glucemia ante la
infusién continua, por via intravenosa, de 1 mUI/Kg.min de insulina de accién rapida.
Cada 5 minutos se realiz6 la medicion de la glucemia venosa mediante el método de
la glucosa-oxidasa con un glucémetro ( USA Presissium) y la prueba fue dada por
terminada cuando la glucemia de la rata estudiada fuera igual o menor a 70 mg/dL.*®

El calculo del area bajo la curva de la caida de glucemia ante la infusién continua, se
realizé para establecer las diferencias en el metabolismo de carbohidratos que
presentaba cada uno de los dos grupos de ratas sometidas al estudio.
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Obtencidn y registro de las respuestas motoras

Una vez desarrollada la RI, se procedio a la obtenciéon de las respuestas contractiles
las cuales fueron comparadas con sus controles respectivos. Para llevar a cabo lo
anterior y bajo anestesia general con pentobarbital sédico (40 mg/Kg, via
intraperitoneal), se procedié mediante diseccion roma a la exposicion tanto del
musculo gastrocnemio (fasciculo externo) como del nervio ciatico. El extremo
proximal del musculo permanecio unido a la cabeza del fémur, en tanto que el distal
fue sujetado con seda 4/0 y enganchado a la palanca de un transductor mecano-
eléctrico lineal (FT 10, Grass Co. USA) con el cual fue estirado 1.5 veces su longitud
de reposo antes de proceder a llevar a cabo los registros de tensién isométrica.

Las respuestas mecanicas fueron desencadenadas a través del nervio ciatico mediante
la aplicaciéon de pulsos eléctricos supraumbrales de duraciéon constante (5 ms) para el
caso de las contracturas musculares y, de duracién e intensidad variable para el caso
de la curva de excitabilidad muscular (curva intensidad-duracién). Para ello, se utilizé
un estimulador de pulsos cuadrados (Grass S8, USA). Ambos tipos de respuestas
fueron amplificadas (Ciberamp 320, Axon Instruments, USA), y enviadas a una tarjeta
analégico/digital (Digidata 1200 interfase, USA), para finalmente ser visualizada y
almacenadas en un sistema de codmputo para su posterior analisis ( Clampfit, Pclamp
6.0) y elaboraciéon de graficas (Sigmaplot, Jandel Co. y SPSS).

Es importante mencionar que durante todo el experimento se cuid6 la hidratacion
tanto del nervio ciatico (aceite mineral) como del musculo gastrocnemio (NacCl al
0.9%).

Respuestas analizadas de la contraccién muscular

Los componentes de la contractura muscular que fueron analizados en presencia y
ausencia de resistencia a la insulina fueron: a) amplitud o tensién al pico, b) tensiéon
total y c) curso temporal de la activaciéon contractil.

La figura 1 muestra una contractura muscular y la forma en que fueron medidos cada
uno de los parametros anteriormente citados.

Tensién Total
(ABC)

Tensidn al pico (g)

Y
L 3

Fig. 1. Medicidn de los diferentes componentes de la contractura muscular.

La tension al pico fue medida como la diferencia entre /3 tension maxima alcanzada menos
la tension basal. La tension total fue medida como el drea bajo la curva de la refacion
tension-tiempo y, r(tao) represents la constante de tiempo o curso temporal con el cual se
lleva a cabo la activacion contractil,
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Para obtener la constante de tiempo (t) de la activacidon contractil, se utilizé la
siguiente ecuacion de Boltzman:

A/(QA+B*exp{-(t-K)/t})+C

Donde K, es la posicidn inicial del ajuste - generalmente el tiempo cero; t - K, es el
tiempo recorrido durante el proceso de ajuste; A, es el factor de escala que afecta la
amplitud; B, es el factor de escala que afecta el retardo antes de la fase de ascenso
de la contractura; C, es el desplazamiento vertical en la curva y t, es la constante de
tiempo que afecta la pendiente de la fase de ascenso de la contractura. Esta funcion
fue calculada automaticamente mediante la subrutina Clampfit del software Pclamp
6.04 ( Axon Instruments) al igual que las lecturas de tension total y al pico.

Curva Intensidad-duracion

También llamada curva de excitabilidad, fue realizada mediante la relacion de los
voltajes umbrales contractiles con sus respectiva duracion de estimulacién eléctrica,
las cuales fueron las siguientes: 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 y 50 ms. Esta gréfica,
permitio la obtencion de 2 parametros electrofisiolégicos: reobase y cronaxia, donde
la segunda de ellas representa el tiempo que necesita aplicarse un estimulo de doble
intensidad a la reobase para desencadenar la contractura muscular. Este dltimo
parametro, constituye un indicador Gtil en la excitabilidad de una preparacioén, ya que,
cuanto mayor es el valor de la cronaxia, tanto menos excitable es la preparacion.'® 8

Consideraciones éticas

El presente estudio fue aprobado por el comité de investigacion y ética de la facultad
de medicina. Los experimentos en animales fueron realizados bajo los lineamientos

establecidos por the Institute for Laboratory Animal Research Guide for Care and Use
of Laboratory Animals, *° cuyas consideraciones contempla la generacién del minimo
dolor y estrés a los animales, asi como el método de eutanasia mas humano posible.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de los 3 parametros de la contractura muscular, fueron
normalizados y presentados como el promedio + desviacién estandar. Estos datos asi
como los de la sensibilidad a la insulina, fueron sometidos a la prueba de t de Student
y U de Mann Whitney respectivamente. En ambas pruebas, las diferencias fueron
consideradas estadisticamente significativas cuando p < 0.05.

RESULTADOS

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos al
comparar las caracteristicas generales de las ratas: peso corporal 305.4 + 46.2¢g vs.
339.5 + 46.5g (p=0.09) y dosis de anestésico empleado 0.18 + 0.03 ml vs

0.20 = 0.02 ml (p= 0.06).
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Parametros metabdlicos

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas metabdlicas de ambos grupos de ratas
sometidas al estudio. En ella se muestra que el area bajo la curva (ABC) de glucosa
fue mayor en el grupo experimental (PDN) respecto a la situacion control. Aunque la
mayoria de las mediciones de glucemia venosa fueron similares entre ambos grupos,
las obtenidas a los 15 y a los 30 minutos de la infusién de insulina, fueron
significativamente menores en el grupo control (0.032 y 0.010 respectivamente).

Tabla 1. Comparacion del Metabolismo de los Carbohidratos Durante una
Infusién Continua de Insulina Intravenosa

Grupos de tratamiento®*

Area bajo la gurva de PDN Control Valor de p**
glucosa (mm?) (n=10) (n=12)
45 37 0.041
(39-64) (18-43)
Glucemia (mg/dL)
Basal 114 112 0.921
(106-117) (95-121)
& minutos 103 106 0.477
(80-115) (92-122)
10 minutos 99 a7 0.598
(86-109) (63-108)
15 minutos a6 78 0.032
(80-107) (59-86)
20 minutos 79 53 0.056
(61-99) (43-69)
25 minutos g5 47 0.187
(49-77) (38-58)
30 minutos 65 46 0.010
(56-94) (37-49)
35 minutos 68
(50-85)
40 minutos a7
(56-73)
45 minutos 63
(48-63)

* Los valores son expresadas como mediana (recorrido intercuartilico)
** Bl valor de p fue obtenido mediante |a prueba U de Mann Whitney

Tensioén al pico de la contractura

En la figura 2 puede observarse que la tensién al pico de la contractura del musculo
resistente a insulina (PDN) fue de 48.29 + 4.35 g. respecto a la que present6 su
control la cual fue de 58.52 + 5.11 g. Lo anterior evidencia una diferencia promedio
del 17,5 %. La diferencia entre ambos grupos, sugiere un posible efecto de la RI
sobre la tension al pico (p=0.19).
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Fig. 2. Efecto de la resistencia a la insulina sobre la tensidn al pico de la
contractura.

La tension inicialmente obtenida en volts, fue convertida a gramos previo una curva de
calibracion  con pesos diferentes. Cada barra representa ef promedio + I3 desviacidn
estandar de 12 y 10 experimentos. El valor de p fue calculado usande la prueba t de
Student (p=0.19).

Curso temporal de la activacion contractil

Como se observa en la figura 3, el curso temporal de la activacion contractil en los
musculos de las ratas resistentes (PDN) fue de 10.47+1.6 ms respecto al obtenido en
las ratas sanas, en las cuales fue de 9.13+1.3 ms. Lo anterior sugeriria que, ante la
presencia de un estimulo despolarizante, el inicio de la contraccion del musculo
resistente a insulina tarda 14,5 % mas en promedio que el tiempo que tarda en
activarse el musculo sano (p=0.19).
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Fig. 3. Efecto de la resistencia a la insulina sobre el curso temporal de la
activacién contractil.

El curso temporal fue calculado mediante un ajuste matematico a través de la ecuacion de
Boitzman gue proporciond ef valor de tao (f) v gue equivale a la velocidad de activacion
contractil, Cada barra representa el promedio = I3 desviacidn estandar de 12 y 10
experimentos. Ef valor de p fue calculado usando la prueba t de Student (p= 0.19).
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Tension total de la contractura

Este parametro fue medido como el area bajo la curva de la relaciéon tensién-tiempo
de la contractura, expresandose en V/ms. Los resultados obtenidos muestran que los
fasciculos del musculo gastrocnemio de las ratas controles presentaban una tension
total promedio de 0.55+0.13 V/ms en tanto que los musculos resistentes a insulina
(PDN) la presentaron de 0.44%0.05 V/ms. Lo anterior, denota una diferencia del 20 %
menos de tensién total desarrollada en las ratas resistentes respecto a sus controles
(p= 0.45). Ver figura 4.

1.0 4
0.9 -

o

0.4

Area Bajo la Curva (Vims)

0.2 4

1 control (n= 12)
PEFd Prednizona (n=10)

0.0

Evento Experimental

Fig. 4. Efecto de |a resistencia a la insulina sobre la tension total de la
contractura.

Los valores se expresan en VWWms gue es el dato proporcionado al calcular ef drea bajo la
curva. Cada barra representa el promedio £ I3 desviacidn estdndar de 12 y 10
experimentos. £l valor de p fue calculado vusando Iz prueba t de Student (p= 0.45).

Efectos sobre la excitabilidad muscular (curva de umbrales)

Este parametro fue obtenido como se observa en la figura 5, a partir de la relacion
voltaje-tiempo al cual se alcanzaron los umbrales contractiles para cada una de las
duraciones de estimulo utilizadas (0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 y 50 ms). La
maniobra fue utilizada tanto para musculos sanos (controles) como resistentes a la
insulina (PDN). De esta manera se obtuvieron 2 curvas de umbrales de curso
exponencial decreciente donde el valor de la cronaxia del grupo control fue de

0.07 ms. vs. 0.08 ms que presento el grupo resistente a insulina. Lo anterior sugiere
que se requiere un 14,3 % de mayor duracion del estimulo para activar la fibra
resistente a insulina respecto a la situacion control. Las reobases obtenidas fueron de
0.59 + 0.12 V para el grupo control vs 0.27+ 0.03 V que presentaron los musculos
resistentes (p= 0.19). Lo anterior evidencia una diferencia promedio del 43,3 % entre
ambos grupos.
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Fig. 5. Efecto de la resistencia a la insulina sobre excitabilidad de la fibra
muscular.

Resultados obtenidos de la relacicon voltaje-tiempo (V/ms) en cada una de fas situaciones
experimentales analizadas. Cada punto en la grafica representa ef umbral contractil
promedio + ef error estandar de 12 y 10 experimentos (control v experimental
respectivamente).

DISCUSION

De acuerdo a nuestro conocimiento, el presente estudio es el primero en abordar el
efecto de la RI sobre los mecanismos de la contraccién muscular y sobre los
diferentes componentes de la respuesta contractil del misculo esquelético de rata.
Otros autores ya han abordado en modelos animales, el efecto de la Rl y la diabetes
mellitus tipo 2 sobre la respuesta contractil cardiaca. 2% %!

Estos autores concluyeron que en musculo cardiaco, existe una disminucién de los
flujos de calcio hacia el reticulo sarcoplasmico en modelos de ratdon con diabetes
mellitus tipo 2 que no se mostraron asociados con un cambio en la funcion del
transportador de Na*/Ca **. Este mismo fendmeno podria estar ocurriendo en el
musculo esquelético, sugiriendo que no existe una apropiada recaptacion de calcio por
parte del reticulo sarcoplasmico de la fibra muscular como fue evidenciado por otro
grupo de investigacion. #* Lo anterior podria ser evidenciado por los registros de
tension isométrica que se realizaron en el presente trabajo y en los cuales se apreci6
un retardo en la fase inicial de la contractura muscular que sugiere la posibilidad de
que se esté liberando el calcio hacia el citosol en forma mas lenta. Por otro lado,
nuestros datos mostraron ademas que existe una disminucién tanto de la amplitud al
pico de la contractura muscular (que representa la cantidad de calcio que se libera
desde el reticulo sarcoplasmico) como de la tension total generada en la misma
(cantidad total de calcio liberado por el reticulo mas el que ingresa desde el medio
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extracelular). Lo anterior sugiere que la resistencia a la insulina induce en los
musculos resistentes, una reduccion en la salida de calcio hacia el citosol de las fibras
musculares, la cual fue manifestada por una respuesta contractil menos intensa y mas
lenta en respuesta a un estimulo eléctrico despolarizante. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Waring y cols (2000) quienes investigaron los flujos
de calcio intracelular en el muasculo liso de la rata diabética.”

En lo referente a las curvas de excitabilidad obtenidas entre los dos grupos, los
valores mayores de cronaxia (14,3 %) en el grupo experimental y la necesidad de un
menor voltaje para alcanzar la reobase en esta mismas fibras respecto a su situacion
control (43,3 %, p=019), sugieren una reduccion de la excitabilidad de las fibras
tratadas con prednisona.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, sugieren que la Rl tendria al menos
en este tipo de preparaciéon experimental, un efecto directo sobre las concentraciones
intracelulares de calcio, lo cual se ve reflejado en las caracteristicas de la respuesta
motora asi como en la excitabilidad del musculo. Esto ultimo podria ser confirmado de
manera definitiva si se incrementara el nimero de observaciones experimentales o si
se incrementara el tiempo del efecto de la resistencia insulinica.

Los resultados del presente estudio sugieren que la resistencia a la insulina al parecer
modifica la excitabilidad de la fibra muscular y favorece el desarrollo de contracciones
musculares de menor intensidad y mas lentas, lo que sugiere una afeccion del acople
excitacion-contraccion del musculo esquelético.

No descartamos que los efectos observados en las respuestas del musculo, pudiesen
haber sido secundarios al efecto per se del corticoesteroide utilizado para inducir la
resistencia a la insulina. Existen reportes previos que argumentan que dichos
farmacos son capaces de inducir atrofia y reduccion de la fuerza muscular después de
14 dias de tratamiento, lo cual es secundario a la reduccidon de elementos fibrilares
del muasculo mas que a un efecto directo sobre los mecanismos del acople excitacion-
contraccion los cuales, de acuerdo a nuestra hipoétesis, pudiesen ser afectados por la
resistencia a la insulina y la diabetes mellitus tipo 2.%*

Estudios adicionales habran de evaluar el posible efecto directo de los corticoides
sobre las propiedades contractiles del musculo esquelético independientemente del
estatus de resistencia a la insulina.
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