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RESUMEN

Anteriormente se consideraba que la neuropatia diabética se desarrollaba en
pacientes diabéticos después de muchos afios de un control metabdlico deficiente.
Sin embargo, estudios recientes sugieren que los pacientes prediabéticos ya
pueden presentar neuropatia diabética. El dolor neuropético es uno de los
principales sintomas de esta afeccion. Resultados anteriores de nuestro
laboratorio indican que el receptor extrasinaptico asGABAa tiene un papel
antinociceptivo en ratas hembras sanas y un papel pronociceptivo en ratas
hembras con diabetes mellitus tipo 1. Ademas, se descubri6 que la depresion
dependiente de la frecuencia (DDF) del reflejo de Hoffman (RH) podria ser un
biomarcador del dolor neuropatico. Varias investigaciones actuales sugieren que
existe un dimorfismo sexual en el procesamiento del dolor. Las alteraciones en la
marcha también pueden ser un indicador de neuropatia diabética (DN), aunque
este aspecto ha sido poco estudiado. A raiz de esto, decidimos investigar el papel
del receptor asGABAA en un modelo de rata macho con prediabetes. Para este
proposito, se inyectd estreptozotocina (STZ) en ratas neonatales. Los valores de
glucosa presentados en estos animales concordaban con un modelo de
prediabetes. En las ratas prediabéticas que mostraron alodinia mecéanica, la
aplicacion intratecal de L-655,708, un agonista inverso del receptor asGABAa,
produjo una disminucion en la alodinia. Se observé el efecto opuesto en ratas
sanas; el bloqueo del receptor asGABAAa provocé alodinia. Al evaluar la marcha, se
encontré una disminucién en la flexién del tobillo durante la fase de apoyo en
comparacion con las ratas control. Con respecto al RH, se encontré una pérdida
de DDF solo cuando se estimulaba con corriente que evocaba el maximo RH.
Nuestros hallazgos parecen indicar que, al menos parcialmente, el receptor
asGABAA tiene un papel pronociceptivo en ratas macho con dolor neuropético
debido a la prediabetes. Ademas, la DDF de RH y la locomocién podrian usarse

como marcadores tempranos del dolor neuropatico diabético.



ABSTRACT

Previously, it was believed that diabetic neuropathy developed in diabetic patients
after many years of inadequate metabolic control. However, recent studies suggest
that prediabetic patients may already exhibit diabetic neuropathy. Neuropathic pain
iIs one of the main symptoms of this condition. Prior results from our laboratory
indicate that the extrasynaptic asGABAAa receptor plays an antinociceptive role in
healthy female rats and a pronociceptive role in female rats with type 1 diabetes
mellitus. Furthermore, it was discovered that frequency-dependent depression
(FDD) of the Hoffmann reflex (RH) might be a biomarker for neuropathic pain.
Current research suggests there is a sexual dimorphism in pain processing. Gait
alterations can also be an indicator of diabetic neuropathy (DN), though this has
been little studied. Based on this, we decided to investigate the role of the
asGABAA receptor in a male rat model of prediabetes. For this purpose,
streptozotocin (STZ) was injected into neonatal rats. The glucose levels displayed
in these animals were consistent with a prediabetes model. In prediabetic rats that
exhibited mechanical allodynia, the intrathecal application of L-655,708, an inverse
agonist of the asGABAAa receptor, resulted in a decrease in allodynia. The opposite
effect was observed in healthy rats; blocking the asGABAa receptor induced
allodynia. When assessing gait, a decrease in ankle flexion during the stance
phase was found compared to control rats. Regarding RH, a loss of FDD was
observed only when stimulated with a current that evoked the maximum RH. Our
findings seem to suggest that, at least in part, the asGABAa receptor plays a
pronociceptive role in male rats with neuropathic pain due to prediabetes.
Additionally, FDD of RH and locomotion could be used as early markers of diabetic

neuropathic pain.



1. INTRODUCCION
1.1 Prediabetes
1.1.1 Definicion

De manera general se define como prediabetes al estado intermedio entre el
metabolismo normal de la glucosa y la diabetes manifiesta, caracterizado por la
presencia de glucosa alterada en ayuno y/o tolerancia a la glucosa alterada!=. El
término surgié debido a la necesidad de identificar a aquellos individuos cuyos
niveles de glucosa no cumplen los criterios de diabetes, pero que estan en riesgo
de padecerla %3 La prediabetes al igual que la diabetes mellitus tipo 2 esta
asociada estrechamente con la presencia de obesidad, dislipidemia e hipertension
arterial, por lo que se considera un componente importante del sindrome

metabdlicot*.

1.1.2 Epidemiologia

A pesar de ser una entidad clinica subdiagnosticada, se estima que hasta el 2012
existian 840 millones de personas con prediabetes a nivel mundial, de las cuales,
se calcula que entre el 5y el 10% desarrollarda DMT2 en algin momento de su
vida®s. Sin embargo, en paises industrializados como Estados Unidos este

porcentaje puede llegar hasta un 70%?3°.

Por otro lado, estudios epidemiol6gicos que comparan la prevalencia de la
glucosa alterada de ayuno y la tolerancia a la glucosa alterada demuestran que
estos conceptos definen dos poblaciones distintas con un traslape parcial, ya que
solo un pequefio porcentaje de individuos con glucosa alterada de ayuno
presentan tolerancia a la glucosa alterada y Vviceversa (20-25%
aproximadamente)®. Ademas, se ha reportado que hay una diferencia de
prevalencia en cuanto a edad, sexo y raza entre ambos grupos, lo que ha sugerido
gue aunque la glucosa alterada en ayuno y la tolerancia a la glucosa alterada
corresponden a etapas intermedias de disfuncion pancreatica son condiciones

distintas con etiologia y fisiopatologia diferente®.



1.1.3 Diagnostico

La Asociacion Americana de Diabetes (American Diabetes Association: ADA)
considera tres criterios como diagnésticos de prediabetes: glucosa alterada en
ayuno (definida como los valores de glucosa entre 100 y 125 mg/dl posterior a un
ayuno minimo de 8 hrs.), tolerancia a la glucosa alterada (definida como los
valores de glucosa entre 140 y 199 mg/dl dos horas posteriores a la administracion
de un bolo de 75g de glucosa en un paciente en ayuno), o HgbAlc entre 5.7 y
6.4%. La presencia de cualquiera de estos datos se considera como

prediabetes(Figura 1).

DIABETES DIABETES DIABETES

PREDIABETES
<100 mg/d|
NORMAL
GPA

Figura 1. Criterios diagnésticos de prediabetes. Se muestran los criterios
diagnésticos de normalidad, prediabetes y diabetes de la Asociacion Americana
de Diabetes, en las pruebas de Hgb Alc (A1C), glucosa plasmatica de ayuno
(GPA) y de prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO). Nétese que la
prediabetes es un estado intermedio entre la normalidad y la diabetes mellitus.
Modificado de https://www.diabetes.org/alc/diagnosis

PREDIABETES

< 140 mg/d|
NORMAL

PTGO

A1C

1.1.4 Fisiopatologia de la prediabetes

La glucosa es la fuente principal de energia para el cuerpo humano, por lo que su
homeostasis esta fuertemente regulada por un conjunto de hormonas reguladoras
y contrarreguladoras®. El metabolismo de la glucosa se compone de dos fases,

una absortiva o postprandial y otra postabsortiva o de ayuno®’. En condiciones

7


https://www.diabetes.org/a1c/diagnosis

fisiologicas, de manera postprandial (fase absortiva) la glucosa ingerida se drena
del intestino delgado por la vena mesentérica hacia la vena porta donde una parte
es captada por el higado para ser convertida en glucégeno o grasa®, la glucosa
restante pasa a la circulacion general donde el aumento en los niveles de glucosa
plasmatica induce la secrecién de insulina por las células B-pancreéticas®®. La
combinacion de hiperglucemia e hiperinsulinemia ocasiona la supresion de la
produccion de glucosa endégena y el aumento de la captacion de glucosa por
tejidos periféricos insulinodependientes (musculo, tejido adiposo, visceras) asi
como la inhibicion de la lipdlisis en los adipocitos, esto con el fin de evitar el
aumento de la glucemia mas alla de los niveles 6ptimos >7-° (Figura 2A). Cuatro a
seis horas posterior a la ingesta, el flujo de nutrientes desde el intestino cesa e
inicia la fase postabsortiva®. Al inicio de la fase postabsortiva los niveles de
glucosa descienden lo que da lugar a una disminucién de los niveles de
insulinemia y un aumento de las hormonas contrarreguladoras (glucagén,
noradrenalina, cortisol) lo que permite que se pongan en marcha mecanismos
para mantener las cifras de glucemia, como la disminucion en el consumo de
glucosa y la produccion de glucosa enddégena en el higado por medio de la
glucogendlisis y gluconeogénesis’® (Figura 2B). En el ayuno la mayor captacion
de glucosa se da por tejidos insensibles a la insulina como el cerebro y los
eritrocitos. En estos tejidos la captacion esta regulada por la concentracion
plasmatica de glucosa. Por lo tanto, la glicemia en ayuno esta dada principalmente

por la tasa de liberacidon de glucosa hepatica®®®°.

Sin embargo, en los pacientes con prediabetes hay una disminucion de la
sensibilidad a la insulina por los tejidos. Esto quiere decir que, a las
concentraciones estandar de insulina no se produce la misma respuesta y se
presenta una hiperglucemia transitoria que desencadenara que las células [3-
pancreaticas secreten una mayor cantidad de insulina para compensar3®. A este
estado fisiopatologico se le conoce como resistencia a la insulina®®. Aunque en
un principio se puede mantener la euglucemia, con el paso del tiempo la funcién
de las células B-pancreaticas disminuye debido al estrés prolongado, con el

correspondiente aumento progresivo de las cifras de glucosa?®*®°. Ademas, se ha
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demostrado, en modelos tanto animales como humanos, que un aumento ligero
pero persistente de las cifras de glucosa plasmatica puede tener un efecto nocivo

sobre las células B-pancreaticas®.

Si bien tanto en pacientes con glucosa alterada de ayuno como tolerancia a la
glucosa alterada se ha encontrado resistencia a la insulina con elevacion
plasméticas de la misma, varios estudios han encontrado que el sitio de la
resistencia varia en ambos trastornos?3. Los sujetos con glucosa alterada de
ayuno presentan resistencia a la insulina hepética con una sensibilidad a la
insulina normal en musculo y tejido adiposo, mientras que aquellos con tolerancia
a la glucosa alterada se caracterizan por sensibilidad a la glucosa normal o
ligeramente disminuida en tejido hepatico con resistencia a la insulina moderada a
severa en tejidos periféricos®. Ademas, varios estudios sugieren que la resistencia
a la insulina muscular es, al menos en parte, hereditaria y precede al desarrollo de

diabetes mellitus mas directamente que la hepatica31°,

1.2 Neuropatia diabética

La neuropatia diabética es un trastorno complejo y con una gran prevalencia,
siendo una de las principales causas de neuropatia periférica a nivel mundial y la
primera causa de discapacidad en el paciente diabético?!3, Se caracteriza por ser
bilateral, simétrica y afectar a los nervios periféricos en un gradiente de severidad
de distal a proximal, siendo las extremidades inferiores comunmente las mas
afectadas!*®®. Si bien en un principio afecta principalmente las fibras sensoriales,
conforme el dafio avanza también puede producir alteraciones autonémicas y
motoras!?!415, Clinicamente esto se traduce en entumecimientos, hormigueo,
pérdida de la sensibilidad, dolor neuropatico, sintomas autonémicos como
hipotensién postural, dificultad para deglutir, alteraciones gastrointestinales y
disfuncion eréctil. También es comln que se presente inestabilidad de la marcha,

sobre todo en la oscuridad o en terrenos irregulares?14
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Figura 2. Metabolismo de la glucosa. Los niveles de glucosa se mantienen
estables gracias a mecanismos de regulacién que se ponen en marcha segun
sea necesario. (A) Fase postprandial, posterior a la ingesta, el aumento en los
niveles de glucosa plasmética favorece la captacion de ésta, asi como su
utilizacion y almacenaje. (B) Fase de ayuno, cuando el aporte de glucosa
intestinal cesa se produce una disminucion de la glucosa plasmatica que echa
a andar mecanismos para la produccion de glucosa endégena y la disminucién
de su captacién por tejidos periféricos. Imagen creada con BioRender.com
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Por mucho tiempo se creyd que la neuropatia diabética era un proceso que se
desarrollaba en el paciente diabético tras muchos afios de un pobre control
metabdlico, sin embargo, varios reportes indican que ésto no es asi. Por ejemplo,
hasta un 10% de los pacientes con diabetes mellitus presentan neuropatia
periférica al momento del diagnodstico. Ademas varios estudios han encontrado
gue los pacientes con glucosa alterada de ayuno o tolerancia a la glucosa alterada
tienen una mayor probabilidad de presentar neuropatia periférica en comparacion
con las personas sanas, lo que sugiere que el dafio neuronal se presenta antes

del establecimiento de la diabetes¢-18,

El mecanismo fisiopatologico por medio del cual se produce este dafio de los
nervios periféricos es multiple, siendo los factores principales las alteraciones
microvasculares, la acumulacion de productos de la glicosilacion avanzada, la
activacion de las vias del poliol, la toxicidad por exceso de glucosa y acidos
grasos, asi como cambios en el soporte tréfico'*1°20, La presencia de resistencia a
la insulina parece ser de especial importancia en el desarrollo del dafio
neuropatico en el paciente prediabético y con DMT2 de reciente inicio. Esto
explica al menos en parte, por ejemplo, que se haya encontrado evidencia de
neuropatia en sujetos con otros componentes del sindrome metabdlico como
obesidad y dislipidemia, asi como el hecho de que en los pacientes con DMT1, el
control agresivo de las cifras de glucosa detiene la progresion de la neuropatia

diabética, mientras que en los pacientes con DMT2 esto no ocurrel21320-23,

1.3 El modelo de estreptozotocina

Debido a que la diabetes mellitus es un problema de salud publica a nivel
mundial se han desarrollado multiples modelos para tratar de mimetizar algunas
caracteristicas de la enfermedad. La estreptozotocina es ampliamente utilizada
con este fin debido a su menor costo, mayor disponibilidad, y mas facilidad para

inducir diabetes que con los modelos genéticos?.

La estreptozotocina es un farmaco inestable, fotosensible, y con una vida media
de 15 minutos aproximadamente®2¢. Es comun que se administre por via

intraperitoneal (i.p.)®%. Se trata de un analogo citotoxico de la glucosa, que dafa
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de manera selectiva a las células B-pancreéticas debido a que ingresa a la célula
por medio del transportador GLUT2 el cual se expresa de manera abundante en

estas células®(Figura 3).

La administracion de streptozotocina en animales adultos induce una destruccion
pancreatica extensa que dara lugar a una hiperglucemia severa como la que se
produce en la DMT1. Sin embargo, su administracion en la etapa neonatal
produce un modelo con caracteristicas similares a las que se presentan en la
DMT2, como es tolerancia anormal a la glucosa, hipoinsulinemia moderada e
hiperglucemia leve a moderada. Esta Ultima, se establece de manera insidiosa y
generalmente se pone de manifiesto durante la etapa adulta. Ademas, hay
estudios que proponen que la administracién de streptozotocina en la etapa
neonatal puede inducir resistencia a la insulina secundaria a hiperglucemia

cronica®?7,

Figura 3. Mecanismo de accion de la

STZ
Streptozotocina (STZ). La STz
ingresa a las células por medio del
transportador de glucosa GLUT 2, el
cual se expresa de manera
STZ

importante en las células B-
pancredticas, una vez dentro induce
la muerte celular por medio de la
producciéon de radicales libres y dafio

o Ty al ADN.
Produccion de Dano del
radicales libres ADN

\ Necrosis /

celular

1.4 El dolor

El dolor esta definido por la Asociacion Internacional Para el Estudio del Dolor
(International Association for the Study of Pain, IASP) como “Una vivencia
sensitiva y emocional desagradable asociada, o0 semejante a ésta, con una lesion

tisular real o potencial. "2,
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1.4.1 Clasificacion del dolor

Con base en su duracion el dolor se puede clasificar en agudo y crénico. El dolor
agudo es aquel que tiene corta duracion (menor a 3 meses) y generalmente tiene
un propésito adaptativo?®?°. El dolor cronico por su parte es un dolor de larga
evolucion (mas de 3 meses) que dura més alla de la fase de curacién de la herida

y que suele no tener un origen facilmente identificable?-3°,

Otra forma de clasificar el dolor es en base a su etiopatogenia. Aqui se
distinguen tres tipos de dolor, el nociceptivo, el inflamatorio y el
neuropatico®**3(Figura 4). El dolor nociceptivo se produce por la activacion de
receptores sensoriales por estimulos nocivos o potencialmente dafinos y su
funcion es alertar al individuo con el fin de producir una accion de
retirada?®*°(Figura 4A). El dolor inflamatorio por su parte, como su nombre lo
indica, esta mediado por la activacion del sistema inmune en un tejido lesionado y
su fin es prevenir un dafio mayor y promover la recuperacion, suele estar
acompafiado de hipersensibilidad*°(Figura 4B). Por dultimo, tenemos al dolor
neuropatico, del cual hablaremos ampliamente a continuacién debido a su

relevancia para el trabajo actual.

1.4.2 Dolor neuropético

El dolor neuropético se refiere al dolor causado por una lesion o enfermedad del
sistema nervioso somatosensorial (Figura 4C). Junto con el dolor por osteoartritis
corresponden a las dos causas mas comunes de dolor cronico®33, Se ha
estimado que el dolor crénico puede llegar a afectar hasta a un sexto de la
poblacion®2,

El cuadro clinico del dolor neuropatico se caracteriza por dolor generalizado que
no se puede explicar por otra causa (lesion, inflamacion), se presenta ardor
(urente), hiperalgesia (dolor exacerbado ante estimulos dolorosos), alodinia (dolor
producido por estimulos inocuos) y ataques de dolor sin causa aparente (dolor

paroxistico)323,

No se sabe porque no todos los individuos con lesion del sistema nervioso

periférico desarrollan dolor neuropatico. Sin embargo, se sabe que dentro de la
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Sistema de alerta
temprana (reflejo de
refirada)

A Dolor Nociceptivo

Neurona sensorial
MNaciceptora
Estimulo Nocivo —,+% *
Calor
Frio

Fuerza Mecanica intensa
Irritantes quimicos

Médula espinal

B Dolor Inflamatorio Promueve la
reparacion

(proteccion)

Inflamacion ————=
Macrofago

Mastodty @ & IR
Neutrofilo  £9
Granulocito &)
Dario tisular ——= O
- ) -., 3

C Dolor neuropatico

Dolor maladaptativo

(patologico)

Dario de nervio

periférico
Dolor Neuropético ——>---- - -r}ll—,——-

Disfuncion del
sistema Mervioso

Procesamiento central
anormal

Figura 4. Clasificacion del dolor. Con base en su etiopatogenia el dolor se puede
clasificar en tres grandes grupos. (A) Dolor nociceptivo, se produce por un estimulo
intenso y su funcidon es de proteccion. (B) Dolor inflamatorio, se produce por
activacion del sistema inmune y favorece la reparacion del tejido. (C) Dolor
neuropatico, se produce por el mal funcionamiento en las vias del dolor a nivel
periférico o central, es un dolor patolégico. Modificada de Clifford 2010.

fisiopatologia del dolor neuropatico es comun gque se produzcan alteraciones en
varios sitios a lo largo del neuro eje del dolor®2. Estos cambios en Ultima instancia

daran lugar a tres grandes alteraciones que constituyen la etiopatogenia del dolor
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neuropatico: el aumento de la sensibilidad nociceptiva, la produccién de actividad

neural ectdpica aberrante y la pérdida de la inhibicion espinal GABAérgica®*-.

1.5 Las fibras aferentes primarias

Las fibras aferentes primarias son aquellas que transmiten informacion
somatosensorial y propioceptiva y sus somas estan localizados en el ganglio de la
raiz dorsal (GRD) o en el ganglio del trigémino. Tienen una morfologia
pseudounipolar con una rama central que se conecta con la médula espinal o el
tronco encefalico y una rama periférica, estas terminales nerviosas pueden ser
libres como las que registran dolor y la temperatura o encapsuladas en ciertos
tejidos, como las que registran el tacto o la propiocepcion®?’, Las fibras aferentes
primarias tienen dos funciones principales, la transduccion de estimulos en
sefales eléctricas, y la transmision de los mismos al asta dorsal de la médula

espinal®®.

La sustancia gris de la médula espinal esta organizada anatomica y
funcionalmente en regiones conocidas como laminas de Rexed. El asta dorsal
corresponde a las laminas | a V. La lamina | esta constituida principalmente por
neuronas de proyeccion, la lamina Il por interneuronas y de la lll a la V por una
combinacion de las anteriores®®*. La lamina Il a su vez se divide en porcion
interna y externa. Esto es importante ya que con base en su modalidad sensorial
las fibras aferentes primarias hacen sinapsis en diferentes laminas de Rexed®®
(Figura 5).

1.5.1 Clasificacion de las fibras aferentes primarias

Las FAP se clasificar de varias formas. Por ejemplo, con base en su adaptacion
(lenta o rapida), si registran estimulos internos o externos (interoceptivas o
exteroceptivas), entre otros*®*° .Sin embargo, la clasificacion mas comun es la que
estd dada en relacion a la velocidad de conduccién y morfologia de la fibra y que

detallamos a continuacion.

Fibras Aa/f o tipo |y II: son las fibras aferentes mas grandes y mielinizadas,
tienen la mayor velocidad de conduccion (en el humano es de 35 hasta 120 m/s) y

estdn relacionadas con la propiocepcion, el tacto fino discriminativo y la
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sensibilidad a la presion no nociceptiva®%94°. Hacen sinapsis principalmente en las
laminas I1I-V del asta dorsal®=°,

Fibras Ad o tipo lll: tienen un diametro menor que las fibras Aa/B, estan
mielinizadas aunque en menor proporcion que las anteriores, su velocidad de
conduccion promedio es de 5 a 30 m/s y estan implicadas en la sensibilidad a la
temperatura y la transmision de estimulos nociceptivos, sobre todo aquellos de
tipo agudo y punzante®3%4  Finalmente estas neuronas hacen sinapsis en las

laminas |y Il de Rexed?®%.

Fibras C o tipo IV: son las fibras aferentes de menor didmetro, no estan
mielinizadas por lo que su velocidad de conduccién es lenta (0.5-2 m/s)*.
Actualmente se acepta que las hay de dos tipos, las de bajo umbral (LTM por sus
siglas en inglés), que se relacionan con el tacto placentero y las de alto umbral
(HTM por sus siglas en inglés), que estan implicadas en la nocicepcion y su
activacion desencadena un dolor que puede perdurar en el tiempo®. Las HTM
presentan algunas caracteristicas que son importantes de resaltar, y que les
permiten llevar acabo su funcion. Por ejemplo, a diferencia de otras fibras que
responden a estimulos bien definidos éstas suelen ser polimodales. Es decir,
estas fibras responden a una gran cantidad de estimulos tanto fisicos como
quimicos. Ademas, las HTM suelen contener sustancia P y CGRP que son
péptidos que pueden desencadenar respuestas relacionadas con la inflamacién“.
Las fibras LTM hacen sinapsis en la ldmina Il mientras que las fibras HTM hacen

sinapsis en las laminas | y 1l externa de Rexed?®.

1.6 Transmisidn nociceptiva

Como ya hemos especificado anteriormente, el proceso nociceptivo inicia con la
transduccién de estimulos sensoriales en las terminales libres®6. Posteriormente la
informacion nociceptiva se transmite al asta dorsal de la médula espinal. El asta
dorsal no es una simple estacion de relevo para los impulsos aferentes, la
informacion entrante es procesada y regulada circuitos de interneuronas donde la
inhibicion GABAérgica juega un papel importante (de esto ultimo hablaremos mas

adelante)®®3°, Después, la informacion se conduce a través de neuronas de
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proyeccibn a varias estructuras supra espinales como la sustancia gris
periacueductal, la médula rostro medial, el talamo y la corteza cerebral, entre
otras®¢*39 Es importante destacar que las neuronas de proyeccion nociceptivas
se encuentran primordialmente en la lamina | y expresan el receptor de
neurocinina 1 (NKR1) para sustancia P. Este neuropéptido es sintetizado y

liberado por las fibras aferentes nociceptivas *#2° (Figura 5).

1.7 El GABA Yy el receptor GABAAa

El GABA es el neurotransmisor inhibidor mas importante en el sistema nervioso
central y periférico. Su accidén esta mediada por tres receptores, dos ionotropicos
(GABAA y GABACc) y uno metabotrépico (GABABg)*. El receptor GABAA pertenece a
la familia de canales cys-loop activados por ligando y esta constituido por cinco
subunidades que forman un canal central selectivo a iones cloruro y bicarbonato*~
43, Ignorando las variaciones de splicing y mutaciones puntuales, en el sistema
nervioso central de los mamiferos se han clonado 19 subunidades del receptor
GABAAa: seis subunidades a, tres subunidades (3, tres subunidades vy, tres p y una
subunidad 9, 6, €, y T respectivamente*4, Con estas subunidades se podria
generar una inmensa cantidad de receptores diferentes. Sin embargo, no todas las
combinaciones son posibles. Actualmente solo se ha identificado la expresion de
12 receptores GABAA*3. La estequiometria mas comuin es la formada por dos
subunidades a, dos [, y una vy, que puede ser sustituida por las subunidades o, 6,
€, y T, siendo la isoforma a1B2y2 la mas ampliamente distribuida** (Figura 6). El
receptor GABAA suele tener diferentes propiedades en funcion de las subunidades
que lo componen. Por ejemplo, la subunidad a suele ser importante en la afinidad
del receptor por el GABA, las subunidades y se han implicado en la formacion de
“clusters” sinapticos, y la subunidad & parece ser exclusiva de los receptores
extrasinapticos**. Estas caracteristicas son las que hacen que el receptor GABAa

pueda mediar dos tipos de inhibicion, la fasica y la tonica*?
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Espinotalamico y @ Interneurona Excitatoria
otros tractos de

salida s
@ Interneurona Inhibitoria

Figura 5. Las fibras aferentes primarias hacen sinapsis en las laminas I-V de la asta
dorsal de la médula espinal. Nétese que la informacién proveniente de las fibras
aferentes primarias se transmite de manera monosinaptica o polisinaptica hacia las
neuronas de proyeccion (verdes) que transmiten la informacién de dolor por el tracto
espino talamico de salida. Las neuronas de proyeccidon nociceptiva suelen estar
ubicadas principalmente en la lamina | y expresan el receptor NK1. Ademas, existe
una red de interneuronas inhibitoria (negro) y excitadoras (rojo) que modulan la
informacion entrante. Las fibras aferentes primarias tipo C de alto umbral (HTM)
hacen contacto monosinaptico con las neuronas de proyeccion, las tipo C de bajo
umbral (LTM) hacen sinapsis con interneuronas de la lamina Il externa (llo) y Il interna
(11)). Modificado de Benarroch 2016.
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Figura 6. El receptor GABAa. (A) Subunidades que conforman al receptor
GABAAa. Para que el receptor sea funcional se necesita que cuente con una
subunidad o y una subunidad B donde se une el GABA. Algunos receptores
cuentan con sitio de unidon a las benzodiacepinas (BZs) localizado entre las
subunidades a y y. (B) receptores sinpticos y extrasinapticos. Los receptores
sinapticos y extrasinapticos se conforman de diferentes subunidades alfa y
producen diferentes tipos de inhibicion, fasica en el caso de los sinapticos y
ténica producida por los extrasinapticos. Modificada de Jacob 2008.

1.7.1 Inhibicion fasica y tonica

La funcion principal del GABA en el sistema nervioso central maduro es la
inhibicion de la actividad neural, esto se logra por medio de la hiperpolarizacion de
las membranas neuronales secundaria a un influjo de iones cloruro*?. Durante
muchos afos se creyd que este proceso se llevaba a cabo exclusivamente en las
sinapsis y de manera transitoria. Sin embargo, actualmente hay evidencia de que

existen dos tipos de inhibicion GABAérgica: la fasica y la tonica.

Inhibicion sinaptica o fasica: como su nombre lo indica este tipo de inhibicion
es exclusiva de las sinapsis. Cuando un potencial de accién arriba a una terminal
GABAérgica un influjo local de calcio permite el acople y unién de las vesiculas
sinapticas con la membrana presinaptica. De esta forma, se produce una

liberacion rapida y masiva de neurotransmisor, lo que genera un pico de
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concentracion de GABA en la hendidura sinaptica que puede llegar al rango de
milimolar. Justo frente al sitio de liberacion, en la membrana postsinaptica, existen
clusters de receptores GABAa que se activan de manera sincronizada ante este
estimulo, permitiendo un influjo importante de cloruro, con la consecuente
hiperpolarizacion de la membrana plasmatica*’. Estos receptores de la membrana
postsinaptica se inactivan rapidamente y se desenibilizan en presencia de GABA,
lo que se previene por la recaptura rapida del GABA del espacio sinaptico, lo que
hace que la hiperpolarizacion sea breve pero de gran amplitud*?. Estos receptores
estan conformados principalmente por las subunidades a1, az, az en combinacion

con dos By una y*42,

Inhibicion Ténica: no solo existen receptores GABAa agrupados en clusters en
la membrana postsinaptica, también se les puede encontrar de manera difusa a lo
largo de toda la membrana neuronal. Estos receptores “dispersos” presentan
propiedades especiales, como por ejemplo una mayor afinidad por GABA, una
CEso diez veces mayor que la de los sinapticos, una inactivacion muy lenta y poca
o nula desensibilizaciéon?*42, Estos receptores estan conformados principalmente
por las subunidades a4, as, as en combinacién con dos B y una Y, que puede ser

sustituida por una subunidad &%243,

1.8 Pérdida de la inhibicion GABAérgica espinal

Melzack y Wall (1969) fueron quienes propusieron por primera vez que la
estimulacién sensorial puede ser modulada por circuitos inhibitorios que
modifican la intensidad del mensaje que se recibira e interpretara en el cerebro®.
En la médula espinal esta inhibicion est4 dada principalmente por interneuronas
GABAérgicas y glicinérgicas, las cuales juegan un papel fundamental en la

regulacion de los procesos sensoriales?.

Multiples estudios han mostrado que el bloqueo de los receptores GABAa
produce una disminucion del umbral nociceptivo en animales sanos®*#¢4’. Esta
disminucion es semejante a la que se presenta en modelos de dolor neuropatico,
lo que llevdé a concluir que la desinhibicion GABAérgicas es un componente
importante de la fisiopatologia de este tipo de dolor*®4°. La pérdida de neuronas
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inhibitorias, incremento de la liberacion de GABA vy el deterioro de la actividad del
receptor GABAa han sido propuestos como mecanismos subyacentes a esta
pérdida de la inhibicion*. Sin embargo, un estudio demostré que la lesién de
nervios periféricos cambia la accion del GABA de inhibidora a exitadora por
activacion de los receptores GABAA*®. Mas aun, Calcutt encontré que ratas con
neuropatia diabética dolorosa presentaban niveles elevados de GABA a nivel de la
meédula espinal y que el bloqueo de los receptores GABAAa con bicuculina producia
analgesia en estos animales**t, Estos resultados aparentemente contradictorios
llevaron a pensar que la respuesta debia estar en un cambio de la funcién del
receptor GABAAa. Posteriormente, Coull (2003) encontré que el dolor neuropético
se relacionaba con una disminucion de la expresion del transportador KCC2
secundario a la liberacion de BDNF por la microglia activada®**. El
cotransportador KCC2 juega un papel fundamental para el mantenimiento de la
inhibicion espinal. Este transportador mantiene las concentraciones de cloruro
intracelular bajas, lo que permite que en las neuronas del asta dorsal el potencial
de equilibro del cloruro llegue a -70 mV3346 (Figura 7A). De modo que al activarse
los receptores GABAa producen un influjo de cloruro que hiperpolariza la
membrana neuronal®3. Ante la lesion de un nervio periférico se produce la
liberacion de BDNF por parte de la microglia activada. Este BDNF al unirse a su
receptor TrkB, expresado en las neuronas del asta dorsal, produce una
disminucién de la expresiéon del KCC2, lo que ocasiona que haya una acumulacion
de iones cloruro al interior celular con la subsecuente despolarizacion del potencial
de equilibrio de este ion3*%2, Por lo tanto, al activarse los receptores GABAx el
cloruro sale de la neurona, despolarizandola?®%3 (Figura 7). Esto explica porque el
blogueo de los receptores GABAa produce antinocicepcion en animales con

neuropatia.

1.9 El receptor asGABAA

El receptor GABA que contiene a la subunidad as es un receptor extrasinaptico
gue se expresa de manera importante en las fibras aferentes primarias, en el
ganglio de la raiz dorsal (tanto en neuronas peptidérgicas como no peptidérgicas)

y en las interneuronas del asta dorsal de la médula espinal, donde se procesa la
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informacion nociceptiva®**4. Es uno de los receptores principales implicados en la
inhibicion tdénica en la médula espinal®*. Resultados previos de nuestro
laboratorio muestran que el bloqueo de este receptor con el agonista inverso L-
655708 produce alodinia en ratas sanas, mientras que en ratas alodinicas por
ligadura de los nervios L5 y L6, DMT1 e inflamacién crénica produce analgesia,por
lo que se puede concluir que este receptor juega un papel importante en la

nocicepcion®+,

A B c
GABA GABA GABA
Naive PNI ¥ v ¥ Dioa
g F.
~—40 ; ; 40
Bicucull
g icuculline e
50§
]
2160 o Al
a &
& &
i j 70 D
b L= Kl BDNF BDNF 7
\/ GABA Bicuculline
L0 GABA J GABA
v
" r ) V\.,// v it i SN i s

Figura 7. Pérdida de la inhibicién espinal GABAérgica en el dolor neuropatico.
(A) Despolarizacién del potencial de equilibrio anidnico medido en neuronas de
rebanadas de ratas con dolor neuropatico inducido por la lesién de un nervio
periférico. Se muestran los valores del potencial de equilibrio aniénico en el
neuronas de las laminas I-Il del asta dorsal de la médula espinal de ratas
“naive” (triangulos abiertos) y con lesion del nervio periférico (PNI por sus siglas
en inglés) (circulos abiertos), el triangulo y el circulo oscuro representan la
media + SEM de las ratas “Naive” y PNI respectivamente. (B-D) Trazos
representativos de la medicion de [Ca?*]i en neuronas de la lamina | del asta
dorsal. Cuando el GABA ejerce una influencia excitadora evoca potenciales de
accion lo que se ve como un aumento del [Ca?*]i. (B) En ratas con PNI el GABA
produce un aumento del [Ca?*]i el cual es sensible a bicuculina, esto no ocurre
en ratas “Naive” (se agregd KCI para asegurarse de que la neurona estuviera
viable y pudiera evocar potenciales de accién). (C) La aplicacion de DIOA un
bloqueador del KCC2 tiene el mismo efecto que la lesion del nervio periférico.
(D) EI BDNF también produce el aumento del [Ca?*]itras la aplicacion de GABA
el cual es sensible a bicuculina. Tomado de Coull 2003 y 2005.
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1.10 Dimorfismo sexual del dolor

En 2011 Sorge y Mogil investigaron la importancia del sistema inmune innato en
el dolor crénico, mas en especifico el papel del receptor TLR4 expresado en la
microglia. Inyectaron el lipopolisacarido de manera intratecal en ratones macho y
hembra®. Esto era algo inusual, ya que convencionalmente los investigadores
utilizan solo animales de laboratorio del sexo masculino debido al problema de que
los ciclos hormonales de las hembras puedan alterar los resultados®’. Sorge y
Mogil encontraron que en los macho la inyeccion de lipopolisacérido producia
alodinia mecanica, mientras que en las hembras no se presentaban cambios en la
nocicepcion. Esto los hizo pensar que en las hembras debia existir una via
independiente de la microglia para el procesamiento del dolor®®. Investigaciones
posteriores mostraron que, en efecto, mientras que en el sexo masculino la
activacion de la microglia esta implicada en el desarrollo de la hipersensibilidad al
dolor, en el sexo femenino son las células inmunes adaptativas, posiblemente los
linfocitos T, las que median este proceso®®*°. Si bien actualmente todavia estan en
estudio los mecanismos por los cuales los linfocitos T producen hipersensibilidad
al dolor, se sabe que, en Ultima instancia, al igual que la microglia, provocan una

disminucién de la expresion del transportador KCC259:0,

Este dimorfismo sexual en el procesamiento del dolor aparentemente esta
inducido por hormonas sexuales como los estrégenos y la testosterona.
Alteraciones en los niveles hormonales, o deficiencias de la inmunidad celular
pueden condicionar cambios en las vias neuro-inmunolégicas del dolor. Por
ejemplo, ratones macho que fueron sometidos a una castracion con el fin de
depletar sus niveles de testosterona adoptaron una respuesta al dolor similar a la
gue se observa en las hembras, mientras que las hembras que carecen de células
T o que estdn embarazadas pueden cambiar a una via dependiente de la
microglia®—°. Ademas, las ratas hembra ovariectomizadas desarrollan una mayor
hipersensibilidad cuando se les administra reserpina para inducir nocicepcion en

comparacion con hembras intactas®:.
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Sin embargo, no todo se reduce a cambios hormonales o de la respuesta
inmune. Un estudio clinico llevado a cabo por la universidad de Carolina del Norte
encontré que en mujeres con dolor musculo esquelético crénico secundario a un
accidente automovilistico se presentaba un aumento del ARNm proveniente del
cromosoma X 2. Un analisis posterior mostré6 que este material genético parece
provenir de genes relacionados con la plasticidad neuronal®?. Esto podria explicar
por qué las mujeres son mas propensas a desarrollar dolor crénico, ya que como
sabemos las mujeres tienen dos copias del cromosoma (XX) mientras que los

hombres solo tienen una (XY).

Desde un punto de vista practico, el conocer estos cambios en la fisiopatologia
del dolor es fundamental para el desarrollo de tratamientos personalizados. Por
ejemplo, se ha visto que usualmente las mujeres requieren dosis mas altas de
morfina para alcanzar el mismo grado de analgesia que los hombres®’. Ademas,
un estudio encontré que la metformina disminuye la hipersensibilidad nociceptiva
secundaria a dafo nervioso en ratones macho, mientras que en las hembras no

tiene efecto®"63,

1.11 El reflejo de Hoffmann

Se conoce como reflejo H o de Hoffmann (RH) al analogo electrofisiolégico del
reflejo miotatico o de estiramiento®-¢. Es evocado por la estimulacion eléctrica de
las fibras aferentes la que da como resultado la excitacion monosinaptica de las
motoneuronas a®, lo que permite evaluar la excitabilidad de los componentes
neurales del arco reflejo de manera independiente a la sensibilidad de los
receptores sensoriales musculares®. Es uno de los reflejos mas estudiados en
neurofisiologia debido a que se puede evocar en una gran cantidad de musculos
de manera sencilla y poco traumatica, tanto en humanos como en modelos
animales?6:%4,

Para producir el reflejo H se estimula de manera percutanea un nervio mixto
(sensorial y motor) y por medio de un electrodo de registro se mide la respuesta
electromiografica del musculo homdnimo*6%5¢ | as fibras la tienen el umbral de

activacion mas bajo de todas las fibras que componen el sistema nervioso

24



periférico®, de modo que la estimulacion del nervio por encima del umbral de
activacion de las fibras motoras producira dos respuestas®, una de corta latencia
debida a la activacion directa de los axones de las motoneuronas por el estimulo
eléctrico, denominada onda M y una respuesta de latencia mas prolongada debida
a la activacion monosinaptica y polisinaptica de las motoneuronas por las fibras la,
conocida como reflejo H®*¢’(Figura 8). Tanto la onda M como el reflejo H aumentan
conforme se va incrementando la intensidad de la estimulacion. Sin embargo
generalmente el reflejo H alcanza un pico de maxima amplitud y luego empieza a
declinar hasta llegar a desaparecer, mientras que la respuesta M crece hasta
alcanzar una maxima amplitud, mayor que la del reflejo H, que se mantiene,
aungue se continde incrementando la corriente eléctrica: El reflejo H va cayendo
en amplitud conforme se va aumentando la intensidad de estimulacion, muy
probablemente debido a la colision de los potenciales de accién antidromicos y

ortodromicos activados en las fibras motrices 46:64-56,

Si bien el reflejo H se considera un reflejo monosinéptico principalmente por el
tiempo de latencia entre la aplicacion del estimulo y la aparicion de la respuesta,
actualmente se piensa que esto no es estrictamente cierto®. En 1983 Burke y
colaboradores sugirieron que los potenciales postsinapticos excitadores
compuestos (EPSP’s por sus siglas en inglés) del RH en las motoneuronas del
soleo presentan una fase ascendente suficientemente prolongada como para
permitir que estimulos oligosinapticos contribuyeran al RH®%, Actualmente hay
evidencia de que tanto las fibras la como otras fibras pueden participar de manera
oligosinaptica en la conformacion del RH*:6%6°70 Ademas se sabe que el RH tiene
modulacién tanto de interneuronas espinales como de vias descendentes3549.64.66.71,
Esto es importante, ya que es esta red de complejas interacciones la que permite
que el RH presente una de sus caracteristicas mas destacadas, la depresion

dependiente de la frecuencia (DDF), de la cual hablaremos a continuacion.
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Figura 8. Esquema representativo del registro del reflejo de Hoffman (RH). Se
evoca por la estimulacién eléctrica de un nervio mixto y se registra en el
musculo homénimo. La estimulacién del nervio producird dos respuestas. La
excitacion directa de la motoneurona (flecha verde) producira una respuesta de
corta latencia conocida como onda M. A su vez el estimulo también activara las
fibras aferentes la las cuales excitaran de manera monosinaptica y polisinaptica
a las motoneuronas produciendo una respuesta de mayor latencia conocida
como reflejo de Hoffman (flechas rojas). Ademas, también es posible que el
potencial de accién evocado en las motoneuronas (flecha rojo) colisione con el
evocado por el estimulo eléctrico (flecha azul). (la) fibra aferente la, (Ma)
motoneurona a. Modificado de Gajewski 2016.

1.11.1 DDF del reflejo H

La depresién dependiente de la frecuencia (DDF) es una disminucion de la
amplitud del RH (con relacion a la respuesta que se produjo por la primera
estimulacion), que se presenta durante la aplicacion de un tren de estimulos

cuando éstos alcanzan una cierta frecuencia*® . Cuando el RH se evoca con un
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tren de estimulos eléctricos a baja frecuencia (0.1-0.2 Hz) estos se mantienen con
una amplitud constante*®4°. Sin embargo, si se evoca el RH con una frecuencia de
0.5 Hz o superior, el segundo reflejo y todos los posteriores tendran una amplitud
menor que la del RH evocado por el estimulo inicial, efecto que se mantiene
durante el todo el tiempo que dure la estimulacion*4%¢  |LA DDF aumenta
conforme aumenta la frecuencia de estimulacion, a una frecuencia de 1 Hz se
presenta una disminucion del 40% de la amplitud del RH, mientras que una
frecuencia de 5 Hz o superior la depresion puede ser de hasta el 70%°®.
Actualmente se desconoce el mecanismo fisiolégico por medio del cual se produce
la DDF*¢. Sin embargo, se ha demostrado ampliamente que se pierde posterior a
una lesion de la médula espinal’>™. La pérdida de la DDF en personas con lesion
medular generalmente se relaciona con espasticidad y rigidez de extremidades
inferiores, esto es debido a dafio en los sistemas inhibidores descendentes o en
las interneuronas inhibitorias, de igual forma pacientes con enfermedad vascular
cerebral o Parkinson también pueden presentar pérdida de la DDF68-71- Aunado a
esto se sabe que el bloqueo de los receptores GABAA con bicuculina en animales
sanos produce pérdida de la DDF*%, Por esta evidencia la DDF se ha
considerado como un indicador de la funcion de los sistemas inhibitorios
espinales. Sin embargo, Hernandez-Reyes et al. (2019) mostraron que con solo
bloquear los receptores extrasinapticos asGABAa en las ratas sanas se indujo la
pérdida de la DDF (Figura 9).

Calcutt y colaboradores se propusieron investigar que sucedia con la DDF del RH
en ratas con neuropatia dolorosa. Observaron que en ratas diabéticas con alodinia
mecénica se presentaba pérdida de la DDF*%. Esto también ocurria en ratas a las
cuales se les inducia alodinia por blogueo de la inhibicion espinal GABAergica**®° .
Ademas, Calcutt y col. encontraron que cuando el dolor neuropatico no estaba
relacionado con una pérdida de la inhibicion espinal, por ejemplo, ratas tratadas
con paclitaxel el cual causa dafio en los nervios periféricos, pero no atraviesa la
barrera hematoencefélica, no se presentaba pérdida de la DDF®. Esto los llevo a
proponer que se utilizara a la DDF como un biomarcador de la desinhibicién

espinal en el dolor neuropatico®. Interesantemente, Hernandez-Reyes et al.
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(2019) demostraron que tanto la alodinia como la pérdida de la DDF se eliminaban
por el bloqueo Uunicamente de los receptores extrasinapticos asGABAAa (Figura 10).
Lo que demostr6 que estos receptores modulan la DDF y tienen un papel
antinociceptivo en animales sanos y en animales con dolor neuropético revierten la

pérdida de la DDF y tienen un papel pronociceptivo.
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Figura 9. Caracteristicas de la DDF del reflejo H en ratas sanas. (A) Se
muestran los RH superpuestos evocados con un tren aplicado a 0.1 Hz (trazos
negros) y a 5 Hz (trazos azules) en ratas sanas y a 5Hz posterior la
administracion intratecal de L-655708 una agonista inversa del receptor
asGABAA (trazos rojos). (B) Grafica que muestra el porcentaje de depresion del
RH con relacion a la frecuencia de estimulacion en ratas normales, a la
frecuencia de 0.1 Hz (simbolos negros) no hay depresién, mientras que a 5 Hz
(simbolos azules) la depresion es del orden del 60 %, la depresion se perdié por
bloqueo de los receptores extrasinapticos asGABAa (simbolos rojos). Tomada
de Hernandez-Reyes et al. 2019

1.12 Anélisis de lalocomocidn y neuropatia diabética

Se conoce como locomocion o marcha al proceso por medio del cual se logra la
propulsion hacia adelante del centro de gravedad del cuerpo a través de
movimientos coordinados de las extremidades™. Si bien requiere del

funcionamiento adecuado de multiples sistemas como el musculo esquelético, y el
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cardiovascular, la marcha “normal”’, depende en gran parte de mecanismos
neurolégicos complejos como el equilibrio, la propiocepcion, los reflejos posturales
y la integraciéon sensoriomotora ~’°. Siendo de tal relevancia que un estudio
llevado a cabo en Bruneck, Italia encontr6 que de las personas afectadas por

trastornos de la marcha dos terceras partes se debia a causas neurologicas .

El estudio de la locomocion en ratas se ha usado de manera extensiva en las
neurociencias con el fin de estudiar alteraciones motoras debidas a enfermedades
neurodegenerativas, asi como su posible tratamiento®®, Esto debido a que la
locomocion genera datos consistentes, y facilmente cuantificables®. Por otra
parte, debido a que las ratas son animales cuadrupedos, existe la cuestion de si
los datos obtenidos en estos animales pueden ser aplicados a los humanos. Sin
embargo, ya se ha demostrado que cuentan con las mismas caracteristicas
basicas y fases de la marcha que los humanos. Ademas, en la rata son las patas
traseras las que producen la mayor parte del trabajo necesario para el

desplazamiento®:,

El ciclo del paso o zancada es la unidad basica de medida en el analisis de la
marcha. Se puede definir como un ciclo de paso al periodo de tiempo entre dos
eventos nominalmente idénticos ocurridos de forma sucesiva, por convencion,
este evento corresponde al momento en el que la extremidad entra en contacto
con el suelo (contacto inicial)’®”. De manera general se considera que la marcha
tiene dos grandes fases, la fase de apoyo y la fase de balanceo (Figura 11)
6187982 | g fase de apoyo constituye aproximadamente el 60% del ciclo de la
marcha y corresponde a todo el periodo de tiempo en el cual la extremidad esté en
contacto con el suelo. Se subdivide en contacto inicial (golpe de talon), respuesta
de carga, postura media, postura terminal y pre-swing.”® Su duracion suele variar
en relacion a la velocidad de la marcha, ya que a medida que aumenta la
velocidad de locomocion la duracion de la fase de apoyo disminuye®8!, La fase de
balanceo ocupa aproximadamente el 40% del ciclo de la marcha y corresponde al
tiempo que la extremidad pasa en el aire’®”. Se subdivide en balanceo inicial

(despegue), balanceo medio (tibia vertical) y balanceo terminal’®. Suele
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permanecer constante a pesar de los cambios en la velocidad de la

locomocion™@#,
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Figura 10. Caracteristicas de la DDF del reflejo H en ratas diabéticas. (A) Se
muestran los RH superpuestos evocados con un tren aplicado a 5 Hz en ratas
diabéticas antes (trazos azules) y en presencia del blogueador de los
receptores extrasinapticos asGABAAa (trazos rojos). En la grafica se muestran
los valores promedio del area bajo la curva de los RH rectificados evocados por
un tren a 0.1 Hz (simbolos negros) y 5Hz antes y después de bloquear los
receptores asGABAAa registrados en 6 ratas diabéticas.

Las medidas comunmente valoradas en la locomocién incluyen: la velocidad de
la marcha, la cadencia (niumero de pasos por unidad de tiempo), el ancho de la
base de la marcha, la longitud de la zancada (distancia lineal cubierta por un ciclo
de marcha), la duracién de la fase de apoyo, y la cineméatica de las articulaciones

en el plano sagital’® 798182,

Se sabe que la neuropatia diabética produce déficits somatosensoriales,
alteraciones del equilibrio, y disminucién de la fuerza de las extremidades (sobre
todo en su porcion distal) . Estos cambios inducen alteraciones de la locomocion
en los pacientes diabéticos como disminucion de la velocidad de la marcha y

disminucion de la longitud de la zancada con aumento de la fase de apoyo 8,
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En cuanto a la cinematica articular se ha encontrado una disminucion del rango de
movimiento de las articulaciones, sobre todo en el tobillo y la rodilla asi como una

mayor variabilidad entre zancada y zancada’™.
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Figura 11. Ciclo de la marcha normal. Se muestran las fases y subfases asi como el
namero de puntos de apoyo durante el ciclo. Tomado de Pirker 2016.

Actualmente hay poca informacién sobre las alteraciones de la marcha en la
prediabetes. Un estudio de 2017 llevado a cabo por Almurdhi y colaboradores
encontré que los pacientes con prediabetes presentaban un aumento del ancho de
base de la marcha, de igual forma encontraron que estos pacientes tendian a
tener una velocidad de locomocién y longitud de zancada menores a los sujetos

sanos, sin embargo, los resultados no fueron estadisticamente significativos®®.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La prediabetes es un problema de salud publica que va en aumento. Contrario a
lo que se pensaba anteriormente, se ha encontrado que los pacientes
prediabeticos ya presentan neuropatia diabética, que afecta tanto a la percepcion
de estimulos sensoriales como a la locomocién, lo que desencadenara el

desarrollo de la neuropatia dolorosa de manera temprana.

Actualmente no se han descrito todos los mecanismos fisiopatologicos que estan
involucrados en el desarrollo del dolor neuropético en los pacientes diabéticos. La
etiologia o causas subyacentes de la diabetes parecen influir en como se
desarrolla la neuropatia, siendo la hiperglucemia el factor mas importante en la
DMT1, mientras que en la DMT2 la resistencia a la insulina estaria jugando el
papel principal. Mas aun, no sabemos si hay diferencias en como se produce el
dafio neuropatico en pacientes prediabéticos en relacion con los que presentan
diabetes franca, o hasta qué punto el dafio por prediabetes es reversible. Esto ha
influido en que no se haya podido desarrollar un tratamiento que pueda mejorar la
calidad de vida de los pacientes, ni medidas de prevencién secundaria eficaces

para detener la progresiéon del dafio.

Hay evidencia de que el receptor asGABAAa tiene un papel pronociceptivo en la
neuropatia por diabetes tipo | inducida en ratas hembra y que su bloqueo por L-
655708, agonista inverso del receptor asGABAA, revierte la pérdida de la DDF. Sin
embargo, no se conoce si este receptor tiene el mismo papel en la neuropatia por

prediabetes y si su funcién es dependiente del sexo.

Por otra parte, hasta donde es de nuestro conocimiento, no existen estudios que
evallen la locomocidén en animales prediabéticos. Determinar si existen cambios
en la locomocion en un modelo murino de prediabetes puede ser importante, ya
gue se podria utilizar como un marcador de dolor neuropético producido por esta
patologia, ademas de que permitiria analizar intervenciones farmacolégicas que
influyan sobre el componente motor de la neuropatia producida por prediabetes y

gue no se podrian realizar de primera instancia en humanos.
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3. HIPOTESIS
El bloqueo de los receptores espinales espinales asGABAAa producira analgesia y
recuperacion de la depresion dependiente de la frecuencia del reflejo H en ratas

macho con dolor neuropatico secundario a prediabetes.

4. OBJETIVO GENERAL
Determinar si el bloqueo de los receptores asGABAa por medio de la
administracion intratecal de L-655708 produce analgesia y restaura la DDF del

reflejo H en ratas prediabéticas con dolor neuropatico.

5. OBJETIVOS PARTICULARES
e Estandarizar un modelo de prediabetes en ratas Wistar macho.
e Evaluar si existen cambios en la marcha en ratas prediabéticas.
e Caracterizar la DDF del reflejo H antes y después de la aplicacién de L-
655,708.
e Evaluar la presencia de alodinia tactil antes y después de la aplicacion de L-
655,708.

6. METODOLOGIA
6.1 Modelo de prediabetes

Ratas neonatas Wistar macho de 3 a 4 dias de edad se dividieron en dos grupos:
las ratas control recibieron una inyeccion intraperitoneal de vehiculo (0.1M buffer
de citrato pH 4.5)?® mientras que las ratas de prueba recibieron una dosis Unica de
estreptozocina (50mg/kg) i.p., posteriormente las ratas se regresaron a su madre y
se mantuvieron en ciclos de luz oscuridad de 12h, a 23°C. Tres semanas después
las ratas fueron destetadas y colocadas en cajas de acrilico con agua y alimento a

libre demanda®”-2s.

6.2 Medicion de peso corporal y glucosa capilar
A partir de la octava semana de vida se realizo la medicion del peso corporal y
del nivel de glucosa capilar en ayuno. La medicion de la glucosa capilar se realizd

en sangre de la cola del animal la cual se analizé por medio de un glucoémetro

OneTouch®.
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6.3 Prueba de tolerancia a la glucosa oral

A las 20 semanas de vida se realizé la prueba de tolerancia a la glucosa tanto en
el grupo control como en el grupo prediabético. Los animales se pusieron en
ayuno de 12 h. Posteriormente los animales recibiero solucién de D-glucosa al
50% a razon de 2g/Kg, se realiz6 la medicion de glucosa capilar antes y a los 30,

60, 90 y 120 min posterior a la administracion de la solucion®’.

6.4 Determinacion de la alodinia mecéanica

A partir de la octava semana de vida se realizé la determinacién de la alodinia
mecanica en ratas control y prediabéticas. Con este fin se coloco a las ratas en
una caja con piso de rejilla de metal y se permiti6 que se aclimataran por 20
minutos antes de realizar la medicion. Por medio de filamentos de von Frey se
determind el 50% del umbral de retiro de cada extremidad. Se inici6 con el
filamento de 2 g, aplicado en la extremidad posterior. El retiro de la extremidad de
manera abrupta o el comportamiento antinociceptivo posterior a la aplicacion se
consideré como una respuesta positiva. Ante una respuesta positiva, se aplico el
filamento con el gramaje inmediatamente inferior, mientras que si la respuesta fue
negativa se aplico el filamento con el gramaje inmediatamente superior. Esto
continto hasta que se realizaron cuatro mediciones mas a partir del primer cambio
de comportamiento o hasta que se produjeron cuatro respuestas negativas a 15 g
0 cuatro respuestas positivas a 0.25 g*8. Con estos resultados se calcul6 el umbral
de retiro de la extremidad usando la ecuacion propuesta por Chaplan et al.*®. Se
consider6 como alodinia aquellos valores por debajo de 5 g de acuerdo a lo

establecido por Jolivalt et al. (2008)*.

6.5 Prueba del reflejo de Hoffmann

Entre las semanas 24 y 25 de vida, bajo anestesia con ketamina/xilaxina (80/5
mg/kg), la extremidad posterior izquierda de los animales se asegurG en posicion
horizontal, posteriormente se procedio a colocar a nivel del maléolo un electrodo
de aguja (catodo) para estimular eléctricamente la rama del nervio tibial que inerva
el musculo plantar, en el que se insertaron dos electrodos de aguja para registrar

el RH. En la cola se insertd un electrodo conectado a tierra®.
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Se realiz6 la curva de reclutamiento de la respuesta M y del RH estimulando con
un pulso rectangular de 0.3 ms en pasos de 20 a 50 pA a partir de 0 A, hasta que
se observo la maxima respuesta H y M. Los electrodos de registro de la actividad
muscular se conectaron a un amplificador diferencial de AC WPI (ISO-DAMB8A)
con una ganancia de x100, con filtros de 0.1 Hz a 3 KHz. Las respuestas se
digitalizaron a 50 KHz con una tarjeta Digidata (Molecular Devices) y se
visualizaron en una computadora con el programa AxoScope (Molecular

Devices).>*

La prueba de la DDF del RH se realiz6 aplicando la intensidad de la corriente que
produjo el RH de 50% y 100% de la maxima amplitud. Se estimul6é con trenes de
10 pulsos a las frecuencias de 0.1, 1 y 5 Hz. Los RH registrados se rectificaron
para calcular el area bajo la curva con el programa Clampfit (Molecular Devices).
Se graficaron los 10 RH, normalizados con respecto al primero, en funcion del

orden de activacion.

6.6 Efecto del L-655,708 en la alodinia tactil

Entre las semanas 23 y 24 de vida del animal, se evaluod el papel del receptor
asGABAAa en la nocicepcién, se realizé la valoracion de la alodinia mecanica en
ratas control y tratadas con STZ, como ya se explicd previamente. Posteriormente
se procedio a aplicar 10 ul del agonista inverso L-655,708 (15 nmoles) a ambos
grupos y se evaluo la alodinia mecanica a los 30 minutos y posteriormente cada

hora hasta completar 6 horas.

6.7 Evaluacion de la marcha

Se realizd la evaluacion de la marcha a las semanas 12 y 16. Para esto se
recortd el pelo alrededor de las extremidades posteriores y se colocaron sobre la
piel discos reflejantes de aproximadamente 2 mm de didmetro en cuatro puntos de
referencia anatomicos: la cresta iliaca, el trocanter mayor, el maléolo lateral y la
cabeza del quinto metatarsiano. La posicién de la rodilla se calculé indirectamente
superponiendo dos circulos (con centro en los pivotes de la cadera y el tobillo) con
un radio igual a la longitud de la tibia y el féemur respectivamente. Posteriormente

se coloco la rata en una pasarela montada en una caja de acrilico de 100 cm de
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longitud iluminada con luces led. Con el fin de alentar la locomocion se acoplé una
jaula oscura al final del corredor para atraer al animal. La marcha se grab6 con
dos camaras Go-pro ubicadas a ambos lados de la pasarela, la grabacion se
realizé a 120 cps, con una resolucién de 1080 pixeles, modo de grabacién lineal,

para su posterior analisis con el programa tracker.8?

6.8 Analisis de resultados

El peso, los valores de glucosa tanto en ayuno como en la curva de tolerancia,
asi como los valores de alodinia mecanica se expresan como la media + el error
estandar (ee). El andlisis estadistico se realiz6 aplicando la Anova de dos vias

seguido de pruebas post hoc, en este caso correccion de Bonferroni.

Para realizar el andlisis del efecto del L-655,708 sobre la alodinia mecanica se
graficé la media + ee de los valores de la prueba antes y después de la aplicacion
del compuesto, esto se realiz6 de manera independiente para cada grupo,
posteriormente se realizo la Anova de una via y se realizaron pruebas post hoc
(Bonferroni) para comparar el valor de la media antes de la aplicaciéon del
compuesto contra cada una de las medias de las mediciones realizadas posterior

a la aplicacion del agonista inverso.

Para analizar el reflejo H se realizo la rectificacion de los trazos mediante el
programa Clampfit y se calcul6 el area bajo la curva (ABC), los valores del ABC se
normalizaron en relacion al valor del primer estimulo, debido al escaso niumero de
repeticiones (n=1 a 3) los resultados se representan como el promedio y el
diagrama de dispersion de los datos obtenidos. Para determinar la significancia de
los cambios entre cada frecuencia se aplico la prueba de Anova de dos vias

seguido de pruebas post hoc (Bonferroni).

En cuanto al analisis de la locomocidn, este se limité al plano sagital. Para cada
rata se analizaron tres pasos, se consideraron como satisfactorios para el analisis
aquellos pasos que se realizaron de manera continua (sin pausas) y que tuvieran
una velocidad que estuviera entre los 30 y 50 cm/s®. Con ayuda del programa
Tracker se realizé la medicién de los angulos de la cadera, rodilla y tobillo para

cada fotograma y se realizd una interpolacion spline cubica para obtener 101
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muestras. Los resultados se muestran como la posicion angular de cada
articulacion contra el porcentaje del ciclo del paso. Ademas, se calcul6 el rango de
movilidad de cada articulacion, la velocidad de locomocién, la longitud de la
zancada, y el porcentaje de la fase de apoyo. Los resultados se presentan como la
media = E.E. Para para determinar la significancia estadistica de los cambios entre
los grupos control y tratado se aplico la prueba de Anova de dos vias seguido de

prueba de Bonferroni.
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7. RESULTADOS
7.1 Peso y nivel de glucosa el modelo de prediabetes

Con el fin de valorar la accion de la STZ, se realizO de manera semanal la
medicion del peso y de los niveles de glucosa en ayuno, a partir de la semana 8 y
hasta la semana 24 de vida de las ratas (Figura 12). En cuanto al peso no se
observaron cambios significativos entre el grupo control y el grupo tratado con
STZ. En el caso de las cifras de glucosa en ayuno, se observa que los niveles de
glucosa de las ratas tratadas con STZ son consistentemente superiores a los de
las ratas control durante todo el tiempo que se realiz6 la medicion. La prueba de
ANOVA de dos vias mostro diferencia significativa del grupo tratado con relacion
al grupo control con un valor de p=0.009, las pruebas post hoc mostraron que
habia diferencias significativas a las semanas 15 y 24. Ademas, cabe destacar
gue posterior a la semana nueve el promedio de las cifras de glucosa de las ratas
tratadas se mantuvo por encima de 100 mg/dl, cifra considerada como diagnostica

de prediabetes en humanos (Figura 12).
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Figura 12. Peso y la glucemia en ayuno de ratas control y tratadas con
estreptozocina. Los resultados se muestran como el promedio * ee. Se realiz6
ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni, n=7, *p<0.05. STZ:
estreptozocina.
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Respecto a la curva de tolerancia a la glucosa oral se observd cambio
significativo en las mediciones realizadas a los 30, 60 y 90 minutos posterior a la
administracion de la carga de glucosa. En ambos grupos el pico se alcanzo a los
60 minutos. A los 120 minutos si bien el promedio de glucosa de las ratas tratadas
era superior al de las ratas control no se observaron cambios significativos. Se
calculo ademas el ABC para ambos grupos encontrandose que el area fue
significativamente mayor para el grupo tratado con relacion al grupo control
(Figura 13).
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Figura 13. Analisis de tolerancia a la glucosa. (A) Curva de tolerancia a la
glucosa oral. (B) Area Bajo la Curva (ABC) de la gréafica del panel A. Los
resultados se expresan como el promedio + ee. (A) Prueba de ANOVA de dos

vias seguido de la prueba de Bonferroni. (B) Prueba de t de student de datos no
pareados. n=7, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. STZ: estreptozotocina

7.2 Alodinia mecanica

Los valores de umbral de retiro de la extremidad posterior en las pruebas de
alodinia mecénica fueron similares para las dos extremidades. En ambas
extremidades los umbrales de las ratas tratadas con estreptozotocina fueron
inferiores a los de las ratas control desde la primera medicion y se observo un
cambio significativo en varias de las mediciones. Sin embargo, a partir de la
semana 19 se observa un descenso constante en el umbral de retiro de las ratas

tratadas, alcanzandose el umbral de alodinia a la semana 24 (Figura 14).
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Figura 14. Umbral de 50% de retiro de las extremidades posteriores con
filamentos de von Frey. Los resultados se expresan como el promedio + ee. Se
realizé la ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni, n=7 *p<0.05,
**p<0.01, **p<0.001. STZ: estreptozotocina.

7.3 Efecto de L-65 sobre la alodinia mecanica

Como ya se menciond antes entre la semana 23 y 24 de vida se aplicé
intratecalmente L-655,708 a ratas control y tratadas con estreptozotocina. El
efecto maximo para ambos grupos se observé a las dos horas. En el caso de las
ratas control estas disminuyeron su umbral nociceptivo hasta valores cercanos a
los considerados como alodinicos. En las ratas prediabéticas que presentaban
alodinia mecanica, la aplicacion del farmaco L-655,708 aumentd de manera
considerable el umbral de retiro de la extremidad. Sin embargo, no se alcanzaron
valores similares a los presentados por ratas control. A las seis horas de aplicado
el farmaco las cifras de alodinia regresaron a su valor original. Los resultados

fueron similares para ambas extremidades (Figura 15).

7.4 Evaluacion de la marcha
Con el fin de determinar si se produjeron cambios en la locomocion inducidos por
la aplicacion de estreptozotocina, se realizd la valoracion de algunos parametros

basicos. En cuanto a la longitud de la zancada, velocidad de la locomocion y
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porcentaje de la fase de apoyo (%FP), no se encontraron cambios significativos
entre ambos grupos (Figura 16). También se realizo la medicién en el plano sagital
del rango de movimiento articular en las principales articulaciones implicadas en la
locomocion. Para realizar un mejor andlisis se dividio el ciclo del paso en fases de
apoyo y balanceo. No se encontraron diferencias significativas en el rango de
movimiento para la cadera ni para la rodilla, sin embargo, en el caso del tobillo se
encontré que las ratas tratadas con estreptozotocina mostraban una disminucion
en el rango de movilidad en la fase de apoyo, tanto en la semana 12 como en la

16 (Figura 17).
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0% urnbral de retiro

Tiempo (horas) Tiempo (horas)

L-65 control extremidad izquierda L-65 STZ extremidad iizquierda

a0% urnbral de retiro
S0% urnbral de retiro

. ; 7 ; : : : ;
Tiempo (horas) Tiempo (horas)

Figura 15. Efecto de L-65 en la alodinia mecénica en ratas sanas y prediabéticas. Los
resultados se expresan como el promedio + EE. El valor al tiempo cero (izquierda de
la linea punteada) corresponde al valor antes de la aplicacion de L-65. Se realiz6
prueba de ANOVA de una via, seguido de prueba de Bonferroni para comparar el
valor inicial de alodinia contra cada uno de los valores posteriores. n=6. *p<0.05,
**p<0.01. ***p<0.001.
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Para evaluar los cambios en el rango de movilidad articular, se construyeron
graficas para la trayectoria angular de cada articulacion. Se grafico el porcentaje
del ciclo del paso contra la posicion angular de la articulacibn en ese momento.
Como era de esperarse, las gréaficas fueron similares para las articulaciones de la
cadera y rodilla en ambos grupos. En el caso de la gréafica de tobillo se observa
gue hay una menor flexiébn durante casi toda la fase de apoyo en el grupo tratado
con estreptozotocina, esto es especialmente notorio entre el 30 y el 50% del ciclo
de la marcha. En la fase de balanceo del tobillo también se observa una menor
flexion del grupo tratado. Sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente
significativa, ademas de que no hubo cambio significativo en el rango de movilidad
durante esta fase, se requiere incrementar el niumero de registros para hacer la

evaluacion estadistica (Figura 18).
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Figura 17. Rango de movilidad de las diferentes articulaciones implicadas en la
locomocién. (A) Articulacion cadera. (B) Articulacion rodilla. (C) Articulacion tobillo.
Los resultados estan expresados como promedio *+ ee. n=3. Se realiz6 ANOVA de
dos vias seguido de la prueba de Bonferroni. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figura 18. Trayectoria angular de las articulaciones principales de la extremidad
posterior relacionadas con la locomocion. (A) Cadera. (B) Rodilla. (C) Tobillo.
Para cada articulacion se muestran las graficas de las semanas 12 y 16. La linea

gruesa representa el promedio, las lineas perpendiculares mas delgadas el error
estandar (n=3).



7.5 La DDF del reflejo de Hoffman

Con el fin de determinar la intensidad de corriente adecuada para valorar la DDF,
se realizo la curva de reclutamiento del RH de cada una de las ratas a registrar.
Posteriormente, para evaluar la DDF se seleccioné la intensidad de corriente que
se encontraba aproximadamente al 50% de la fase de ascenso de la curva y la
que se encontraba en el punto mas alto de la misma (Figura 19). A estas

corrientes les llamaremos intensidad media e intensidad alta respectivamente.

Debido a la actual contingencia derivada de la propagacion del virus SARS-CoV-2
no se pudo completar de manera satisfactoria el analisis de la DDF. Sin embargo,

se muestran los analisis obtenidos.
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En el caso de la DDF evocada a intensidad media, se encontré que no hubo
pérdida de la depresion en ninguna de las tres ratas prediabéticas analizadas.
Para el caso de las ratas control solo se pudo realizar el analisis de una rata, la
cual presenté DDF. El porcentaje de depresion fue mayor a 5 Hz que a 1 Hz en
ambos grupos (Figura 20). A alta intensidad de corriente se observo que en las
dos ratas prediabéticas analizadas se produjo pérdida de la DDF tanto a 1 Hz
como a 5 Hz. En el caso de las ratas control se observo la DDF tanto a 1 Hz como
a 5 Hz. Ademas, en ratas control a diferencia de los registros obtenidos a medio
amperaje, a alto amperaje el porcentaje de depresion a 1 Hz fue superior al 50%,

alcanzando valores similares a los obtenidos a 5 Hz (Fig. 21).
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Figura 20. La DDF evocada a intensidad media. (A) Trazos representativos de 10 RH
de una rata control, evocados a las frecuencias de 0.1, 1y 5 Hz, en rojo se muestra el
trazo correspondiente al primer pulso y los subsecuentes en negro. (B) Grafica del
Area Bajo la Curva (ABC) de los RH normalizados con respecto al primero, registrados
en una rata control. (C) Trazos representativos del RH de una rata prediabética, en
rojo se muestra el trazo correspondiente al primer pulso y los subsecuentes en negro.
(D) Grafica del ABC de los RH normalizados con relacion al primero en ratas tratadas
con estreptozotocina, en cada una de las figuras los simbolos representan el valor del
ABC para cada rata, las lineas continuas de color representan el promedio. Se realiz6
ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni. *p<0.05, **p<0.01,
***pn<0.001.STZ: estreptozotocina
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Figura 21. DDF evocada a intensidad alta. (A) Trazos representativos del RH de una
rata control, en rojo se muestra el trazo correspondiente al primer pulso y los
subsecuentes en negro. (B) ABC de los RH normalizados con relacion al primero en
ratas control, cada uno de los simbolos de las curvas representa el valor del ABC de
del RH de una rata, la linea de color continuo representa el promedio. (C) Trazos
representativos del RH de una rata tratada con estreptozotocina, en rojo se muestra el
trazo correspondiente al primer pulso y los subsecuentes en negro. (D) ABC de los RH
normalizados con relacién al primero en ratas tratadas con estreptozotocina, cada uno
de los simbolos representa el valor del ABC de cada uno de los RH de una rata, la
linea de color continua representa el promedio. Se realizO ANOVA de dos vias
seguida de la prueba de Bonferroni. *p<0.05, N.S, sin cambio significativo. STZ:

streptozotocina
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8. DISCUSION
8.1 Modelo de prediabetes

Comunmente los modelos de prediabetes en murinos se desarrollan por medio
de dietas hipercaléricas o hiperglucémicas, o la combinacion de estas, mas la
administracion de dosis bajas de estreptozotocina en ratas adultas??8*-°l, Hasta
donde es de nuestro conocimiento esta es la primera vez que se induce un modelo
de prediabetes mediante la inyeccion de estreptozotocina en ratas neonatas, esto
se logré mediante la administracion de una dosis de estreptozotocina mas baja de
la comunmente utilizada para inducir diabetes. En el presente estudio se utilizd
una dosis de 50 mg/Kg i.p., mientras que la dosis comun de estreptozotocina en
periodo neonatal para inducir un modelo de DMT2 es de entre 70 y 150 mg/d|%#7.
Esto puede resultar en una ventaja ya que la aplicacion de estreptozotocina
neonatal en una sola dosis puede ser un modelo menos costoso, mas practico y
facil de mantener que otros previamente descritos, ya que no se requiere

suplementar a los animales con dietas especiales o bebidas azucaradas.

Con el fin de valorar la validez del modelo se realiz6 la medicién de la glucosa en
ayuno cada semana, ademas a la semana 20 se realiz6 una curva de tolerancia a
la glucosa oral. En cuanto a la glucosa en ayuno, como ya se comenté
previamente, durante todo el tiempo que se realiz6é el analisis los valores de las
ratas tratadas con estreptozotocina fueron consistentemente superiores a la de los
controles. Ademas, se encontré que el promedio de los valores obtenidos para las
ratas tratadas estuvo entre el rango de valores definidos como prediabetes en
humanos!. A pesar de esto, los resultados solo fueron estadisticamente diferentes
en las semanas 15 y 24. Sin embargo, estos resultados son consistentes con los
reportados en otros modelos de prediabetes, donde se ha encontrado que los
valores de glucosa en ayuno son ligeramente superiores a los de los grupos

control, pudiendo el cambio no ser estadisticamente significativo®-2.

La curva de tolerancia mostré cambios significativos en las mediciones obtenidas

entre los 30 y 90 minutos de la administracion de la carga de glucosa. De manera
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clinica, la ADA solo considera los valores obtenidos a los 120 minutos para el
diagnéstico de tolerancia a la glucosa alteradal. Sin embargo, multiples autores
utilizan el calculo del ABC de la curva de tolerancia si existen alteraciones del
metabolismo de la glucosa en murinos 228093 En el presente trabajo al calcular el
ABC en la prueba de tolerancia a la glucosa, se encontré que el area fue
significativamente superior en las ratas tratadas, por lo que podemos decir que
existe cierto grado de intolerancia a la glucosa. Por tanto, podemos constatar que
el modelo desarrollado pudo emular dos de los factores principales para el
diagnéstico de prediabetes en humanos, el aumento moderado de las cifras de

glucosa plasmatica y la tolerancia a la glucosa alterada.

8.2 Las ratas prediabéticas presentan alodinia mecéanica

Las ratas tratadas con STZ presentaron una disminucion progresiva del 50% de
umbral de retiro en la prueba con filamentos de Von Frey hasta alcanzar los
valores de alodinia a la semana 24. Esto es compatible con resultados obtenidos
en otros estudios donde se muestra que las ratas con prediabetes pueden
desarrollar alodinia mecénica??® y con las observaciones hechas en humanos
donde se ha visto que los individuos con alteraciones del metabolismo de la

glucosa presentan sintomas neuropaticos en mayor proporcién que los controles?®,

8.3 Papel del receptor asGABAAa en el dolor por prediabetes en ratas macho
Hernandez-Reyes et. al. (2019) reporté que la aplicacion intratecal de L-655,708
producia alodinia en ratas naive y analgesia en ratas con neuropatia diabética®.
En su trabajo el efecto del farmaco fue bastante marcado, de modo que tras la
aplicacion de L-655,708 las ratas naive alcanzaron valores considerados como
alodinicos, mientras que las ratas diabéticas aumentaron su umbral nociceptivo
hasta los niveles de una rata control. En el presente estudio, sin embargo, la
aplicacion de L-655,708 solo produjo una mejoria parcial de la alodinia en las ratas
prediabéticas. En las ratas control los resultados fueron mas similares a los
obtenidos por Hernandez-Reyes, aunque no se alcanzaron valores considerados

como alodinicos. Cabe destacar que el estudio de Herndndez-Reyes al igual que
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varios de los estudios que valoran el papel de los receptores GABAA en la

neuropatia fueron realizados en ratas hembra?®-45569,

Recientemente el grupo de Granados-Soto y col. publicaron dos articulos donde
comparan el papel del receptor asGABAa en el dolor neuropatico en ratas hembra
y machos. El primero de ellos de 2019, muestra que en un modelo de dolor por
fibromialgia el bloqueo de los receptores asGABAa con L-655,708 o TB21007
produce alodinia mecéanica en ratas naive y disminuye la alodinia en las ratas con
dolor neuropatico. Sin embargo, se encontré que el efecto era menor en las ratas
macho comparado con las ratas hembra®. En un trabajo posterior del 2020
utilizando ademas hembras ovariectomizadas, llegaron a la conclusion de que
estos cambios estan influenciados por hormonas sexuales, en especifico por los
niveles de estradiol®’. En este estudio se muestra, ademas, que en machos el
dafio de un nervio producido por ligadura produce cambios epigenéticos que
regulan de manera negativa la expresion de receptores asGABAa en neuronas del
asta dorsal y del GRD?Y'. Esto ultimo podria explicar por qué en nuestro trabajo el
efecto del L-655,708 es mayor en ratas naive que en ratas con prediabetes. En
general nuestros resultados son compatibles con los obtenidos por el grupo de
Granados-Soto y apoyarian la teoria de que hay un dimorfismo sexual en la

participacion del receptor asG ABAa en la alodinia mecanica.

EL L-655,708 es un agonista inverso altamente selectivo para los receptores
asGABAA®*%,  Estudios en modelos heterélogos han mostrado que este
compuesto es cuando menos 50 veces mas selectivo para el receptor asGABAA
que para cualquier otro receptor GABAa%+°5. También se ha mostrado que la Kd
del compuesto oscila entre las concentraciones de 1.7 y 15 nM®°, Con base en
esto se podria decir que la dosis administrada a las ratas es muy superior a la
recomendada y que se corre el riesgo de bloquear a otros receptores GABAa. Sin
embargo, estos estudios no toman en cuenta la farmacocinética del medicamento
dentro de diferentes tejidos. Por ejemplo, Caraiscos et al. bloqueo la corriente
ténica producida por los receptores as en neuronas del hipocampo sin afectar a

otros receptores GABAAa con dosis de 50 uM de L-655,708%. En la médula espinal
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la dosis empleada fue de 15 nmol, sin embargo, se han utilizado dosis de hasta

150 nmol54°7-%,

Se ha demostrado que el efecto del L-655,708 sobre la nocicepcion se debe al
bloqueo de los receptores asGABAAa extrasinapticos y no por bloqueo de los
receptores sinapticos GABAa, lo que les confiere un papel pronocicpetivo. No
obstante, su funcion en animales sanos es antinociceptiva. Por ejemplo, Perez-
Sanchez et al. (2017)* encontré que los ratones mutantes que carecian de la
subunidad as no presentaban corriente tonica GABAergica. Estos ratones ademas
presentaban una mayor sensibilizacion en la segunda fase del ensayo de
formalina en comparacion a los controles®. Ademas, un estudio del 2019 realizado
por De la Luz-Cuellar et al. encontré6 que si se aplicaba a una rata sana un
agonista parcial de los receptores as como el L-83 de manera simultanea con L-65
se prevenian los cambios en la nocicepcién inducidos por este ultimo. Este estudio
también demostré que la aplicacion de un siRNA contra el receptor asGABAAa
inducia alodinia en ratas sanas y analgesia en ratas con dolor neuropético®.
Aunado a esto también se cuenta con evidencias electrofisiolégicas que descartan
una accion inespecifica del L-655,708 a estas dosis. En nuestro laboratorio,
utilizando la prueba de excitabilidad de Wall, el cual compara potenciales de
accion compuestos evocados antes y después de la aplicacion de un estimulo
condicionante, que produce la despolarizacion de las aferentes primarias, se
encontré que la aplicacion de 15 nmol de L-655,708 increment6 la excitabilidad
ténica de las fibras aferentes primarias, sin afectar la despolarizacion, que se sabe
se produce por la activacion sinaptica de los receptores a23GABAa. Este hallazgo
demostré que los receptores asGABAAa estan tdnicamnete activos en las fibras
aferentes primarias y que la dosis aplicada intratecalmente de L-655,708

Gnicamente bloquea a los receptores asGABAA®.

8.4 Alteraciones de lalocomocidn en ratas prediabéticas
Los cambios observados en la locomocion de ratas prediabéticas fueron
discretos. Tanto a la semana 12 como a la semana 16 se observé una ligera

disminucion del rango de movimiento de la mayoria de las articulaciones. Sin
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embargo, los cambios solo fueron significativos para la articulacion del tobillo y
solamente durante la fase de apoyo. En las graficas de trayectoria angular se
puede observar que estos cambios estan en el contexto de una disminucion de la

flexién de la articulacion.

La disminucion del rango de movilidad articular es una alteracibn comun
encontrada en pacientes tanto diabéticos como prediabéticos. Ademas, también lo
comun es gue primero se afecten las articulaciones distales!®. Esto tiene sentido
si recordamos que la neuropatia diabética se desarrolla con un gradiente de
severidad que va de distal a proximal. La disminucién de la flexion de las
articulaciones parece ser una “estrategia biomecanica” para compensar una
disminucién de la fuerza ejercida por los musculos implicados en la locomocion, lo
que estaria dado por pérdida o dafio de las fibras motoras!®t. No obstante, estos
cambios no son necesariamente resultado de una alteracion de las fibras motoras
gruesas y pueden estar relacionados a alteraciones del equilibrio y el balance, asi
como una disminucién de la propiocepcion y de la percepcion de la vibracion.t0t
Nuestros resultados sugieren que la valoracion de la marcha puede ser una
prueba util para detectar cambios asociados a neuropatia aun en estadios

tempranos de su presentacion.

8.5 Efecto de la estimulacién del reflejo H a alta corriente en ratas

prediabéticas.

Tanto en modelos murinos como en estudios clinicos es comun que la valoracién
de la DDF se realice en valores de corriente que se encuentran dentro de la fase
de ascenso de la curva de reclutamiento del reflejo de Hoffman. La razén para
esto es porque se cree que a estos niveles se minimizan factores de confusion,
ademas de que se garantiza que el efecto que se produce es debido a la
activacion principalmente de las fibras la y en menor catidad de otras fibras
aferentes®®. A pesar de esto hasta donde es de nuestro conocimiento no existen
estudios que exploren los cambios en la DDF a diferentes valores de corriente. En
base a esto se decidié que se hiciera la valoracion de la DDF a dos intensidades

de corriente, la que correspondia al 50% de la fase de ascenso de la curva
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(intensidad media) y la que correspondia al punto méximo de la misma (intensidad
alta), esto con el fin de determinar si existian diferencias significativas.

Como ya se comentd anteriormente solo se observé pérdida de la DDF en las
ratas prediabéticas a intensidad alta. ElI porqué de estos resultados no esté del
todo claro, sin contar que los datos son limitados. La respuesta a estos hallazgos
podria estar en los ya clasicos trabajos de Elwood Henneman. Henneman et al.
(1965), encontraron que en gatos descerebrados el estiramiento progresivo del
musculo triceps sural daba lugar al reclutamiento de motoreuronas en base al
tamafio de las mismas, reclutdndose primero las mas pequefias y posteriormente
las de mayor tamafo, en orden creciente. Contrario a lo que se pudiera pensar,
cuando aunado al estiramiento del musculo se evocaba un estimulo inhibitorio
como por ejemplo la estimulacion del nervio peroneo profundo, las primeras
motoneuras en ser silenciadas eran las de mayor tamafio. De esto se concluyo
gue a pesar de que las motoneuronas pequefias son mas excitables, las grandes
son mas sensibles a la inhibicion'%?. Basado en esto podriamos concluir que en
nuestro modelo a una intensidad de corriente alta se reclutarian motoneuronas de
mayor tamafio, éstas al ser mas sensibles a la inhibicion serian también mas
susceptibles a sus cambios, aunque sean de poca intensidad, caso contrario a lo
gue pasaria cuando se realiza la estimulacion a intensidad media, ya que se
estarian reclutando principalmente motoneuronas de menor tamafio, las cuales
serian mas resistentes a cambios en la inhibicion. Esto también explicaria por qué
a alta intensidad el porcentaje de DDF a 1 Hz fue superior al 50%.

Otra posible explicacion a este fendmeno es que a mayor estimulacion se activen
otro tipo de fibras aferentes diferentes a las la, las cuales por medio de
mecanismos neurofisiolégicos complejos tengan participacién en la regulacion de
la DDF®¢, Si este fuera el caso, nuestros hallazgos sugeririan alteraciones en estas
“vias hipotéticas” mediadas por fibras aferentes de menor tamano.

Cual sea el caso, la pérdida de la DDF a intensidad alta parece ser una alteracion
neurofisiolégica temprana que se estaria presentando en las primeras fases del
desarrollo de la prediabetes. Estas afirmaciones no son tan descabelladas si

consideramos que previamente ya se ha reportado que la pérdida de la DDF en
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pacientes prediabéticos puede ser inconstante. Por ejemplo, un estudio clinico
llevado a cabo en 2022 encontr6 que pacientes con prediabetes presentaban
perdida de la DDF del reflejo H pero solo a ciertas frecuencias de estimulacion (2 y
5 Hz), mientras que a otras frecuencias, la DDF se mantenia (1 y 10 Hz)3,

Cabe recalcar que debido a la pandemia por SARS-COV 2 estos estudios no se
pudieron completar de manera satisfactoria, siendo la muestra muy pequefa para
que los resultados puedan ser significativos, por lo que se requiere aumentar el

namero de animales prediabéticos para validar los resultados obtenidos.

9. CONCLUSIONES

La administracion intraperitoneal de estreptozotocina en el periodo neonatal en
ratas Wistar macho produce un modelo que emula las alteraciones del
metabolismo glicémico observadas en pacientes prediabéticos.

El receptor asGABAA espinal desempefia un papel antinociceptivo en ratas Wistar
macho sanas, aunque en menor proporcion a lo reportado en ratas hembra. Por
otra parte, este receptor tiene un papel pronociceptivo discreto en las ratas Wistar
macho con neuropatia por prediabetes. Por lo que se puede decir que existe un
dimorfismo sexual en el rol antinociceptivo del receptor asGABAA.

Las ratas con prediabetes presentaron una disminucion de la flexion del tobillo en
la fase de apoyo de la marcha similar a lo reportado en pacientes con neuropatia

diabética.

Cuando se evoca el reflejo de H a valores de corriente de alta intensidad, éste es
mas sensible a los estimulos inhibitorios, asi como a los cambios de los mismos,
tal como lo muestra la DDF que alcanza un valor del 50% a 1 Hz en ratas control,
asi como la pérdida de la misma en ratas diabéticas a esta intensidad de corriente.
Cosa que no ocurre a valores de corriente de baja intensidad.

Por lo tanto, las alteraciones tanto de la DDF del reflejo H como de la locomocién
pueden servir como marcadores tempranos de neuropatia en pacientes con inicio

de prediabetes.
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10.PERSPECTIVAS

Seria muy importante realizar los experimentos en un mayor nimero de ratas
macho prediabéticas para corroborar los resultados obtenidos. Ademas, hacer las
pruebas de la DDF del RH en animales con mayor tiempo en el estado

prediabético.

Para determinar el efecto de las hormonas seria interesante aplicar un inhibidor

de la sintesis de testosterona.

Aplicar un siRNA del receptor asGABAa para corroborar el papel pronociceptivo

de este receptor en la alodinia desarrollada por prediabetes.
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