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1. RESUMEN

El acido sulfhidrico (H2S) es una molécula que se encuentra en los
mamiferos, tanto en el sistema nervioso periférico como en el sistema nervioso
central (Moore et al., 2003). Este gas se sintetiza por dos enzimas dependientes

de piridoxal-5'-fosfato (cistationin-B-liasa, CBS y cistationin-y-liasa, CSE) y son
responsables de metabolizar L-cisteina en H,S. El sustrato de CBS y CSE, L-
cisteina, puede ser obtenido de fuentes alimenticias o puede ser producido por
proteinas endégenas. El H,S juega un papel importante en el dolor inflamatorio en
una variedad de situaciones experimentales, incluyendo el modelo de formalina
(Moore et al., 2003), en donde, evoca un efecto pronociceptivo. No obstante, la
evidencia que sefala un papel pronociceptivo del H,S en ratas normoglicémicas,
no se tiene conocimiento de estudios conductuales que demuestren el papel que
desempefa este gas y sus enzimas que lo sintetizan en ratas con diabetes
inducida por estreptozotocina.

Con base a lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue determinar el
papel que juegan el HyS y las enzimas principales que lo sintetizan en el
procesamiento del dolor de ratas normoglicémicas e hiperglicémicas de 2 y 9-11
semanas de haberles inducido diabetes experimental. Para cumplir con este
objetivo, se administraron los inhibidores de las enzimas, CBS y CSE; y los
donadores de H,S en la pata posterior derecha de las ratas. La conducta
nociceptiva se evalué mediante el modelo de formalina. Para inducir la diabetes
experimental se administro estreptozotocina, este farmaco produjo hiperglucemia,
pérdida de peso, hiperalgesia (2 semanas) y alodinia tactil a largo plazo (9-11
semanas).

La administracion de los inhibidores de las enzimas productoras de H,S,
propargilglicina (PPG) e hidroxilamina (HA), disminuyeron la conducta nociceptiva
de sacudidas inducida por formalina al 1% en ratas normoglicémicas e
hiperglicémicas de 2 semanas. Consecuentemente, PPG por via sistémica, redujo
significativamente la alodinia tactil en ratas hiperglicémicas de 9-11 semanas.
Estos inhibidores fueron de 100 a 1000 veces mas potentes para producir su
efecto antinociceptivo en ratas hiperglicémicas. De acuerdo con esto, tanto NaHS
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(donador exdgeno de H,S), como L-cisteina (sustrato enzimatico para producir
H,S) aumentaron la conducta de sacudidas inducida por formalina al 0.5% en
ratas normoglicémicas e hiperglicémicas de 2 semanas. De nuevo, los donadores
fueron mas potentes en ratas hiperglicémicas que en ratas normoglicémicas.
Ademas, el efecto pronociceptivo producido por L-cisteina se bloque6é mediante la
administracion de PPG o hidroxilamina.

Finalmente, en la determinacion de los niveles de H,S a los largo de la via
nociceptiva, las mediciones en el ganglio de la raiz dorsal (GRD, L4-L6), nervio
ciatico y médula espinal, pero no en suero, mostraron una disminucioén de las
concentraciones de H,S conforme se desarrolla la neuropatia periférica asociada
a la diabetes.

Los datos indican que el H,S juega un papel importante en el dolor en ratas
normoglicémicas e hiperglicémicas (hiperalgesia y alodinia). Sin embargo, su
participacion en el dolor neuropatico inducido por esteptozotocina parece ser mas
grande, lo que sugiere que este gas puede funcionar como un mecanismo de
sensibilizacién nociceptivo durante el desarrollo de la neuropatia periférica
asociada a la diabetes. Estos datos sugieren que los inhibidores de las enzimas
productoras de H,S, como la PPG o la HA, podrian ser farmacos utiles en el
tratamiento del dolor neuropatico en pacientes diabéticos.

13
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2. INTRODUCCION

La diabetes es una enfermedad crénica que aparece cuando el pancreas
no produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la
insulina que produce. En el afio 2000 el 8.1% de la poblacion de la Ciudad de
México padecia diabetes (Olaiz-Fernandez et al., 2007) y se prevé que para el
afo 2025 existan mas de 11 millones de mexicanos con esta enfermedad. Dentro
de los padecimientos asociados a la diabetes, la neuropatia periférica es
altamente debilitante y se desarrollara en el 20% de los pacientes, siendo la
complicacion mas comun (Calcutt, 2002). Desafortunadamente, los antidepresivos
triciclicos y los anticonvulsivantes que representan la primera linea de tratamiento
de la neuropatia diabética. A menudo resultan ineficaces y presentan efectos
adversos nada despreciables (Edwards et al., 2008). La falta de un tratamiento
adecuado, asi como el descontrol metabdlico y la alta incidencia de
complicaciones que se presentan son evidencia del poco entendimiento que se
tiene de esta enfermedad. En este sentido, resalta la necesidad de buscar nuevos
blancos terapéuticos que nos permitan comprender mejor la enfermedad para el
desarrollo de mejores tratamientos.

El H,S se sintetiza en los mamiferos a partir de L-cisteina por la CBS y
CSE (Qu et al., 2008). A concentraciones fisiologicas el H,S parece tener un
efecto citoprotector, sin embargo, a concentraciones mas elevadas tiende a ser
citotoxico (Mitsuhashi et al., 2005; Szabod, 2007; Lowicka y Beltowski, 2007). En
dolor, la mayoria de la evidencia apunta que el H,S produce un efecto
pronociceptivo (Lee et al., 2008; Matsunami et al., 2009) a través de la
estimulaciéon de fibras nociceptivas sensibles a capsaicina (Patacchini et al.,
2005), induciendo la liberacién de neuropéptidos (Patacchini et al., 2004,
Trevisani et al., 2005) y activando canales de Ca®* tipo T (Kawabata et al., 2007;
Matsunami et al., 2009). Asimismo, se ha sugerido que la activacién de canales
N-metil-D-aspartato (NMDA) y de la familia de receptores de potencial transitorio
(TRP) (Kimura, 2000; Macpherson et al., 2007) podrian contribuir al efecto
pronociceptivo observado con H,S. Por otro lado, se cree que el H,S juega un
papel importante en la resistencia a insulina que se presenta durante la diabetes
debido a que activa canales de K* dependientes de ATP (Yang et al., 2005).

14
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De hecho, se sabe que la concentracion plasmatica de L-cisteina, la
sintesis enzimatica de H,S y la expresion de las enzimas productoras de H,S se
encuentran incrementadas en ratas hiperglicémicas (Jacobs et al., 1998; Yusuf et
al., 2005). Sin embargo, no existen estudios que relacionen el efecto del H,S en la
neuropatia periférica asociada a la diabetes, ni que demuestren el potencial
terapéutico de las enzimas que lo producen en dicho padecimiento.
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3. FUNDAMENTACION TEORICA

3.1.Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus se define como un grupo de enfermedades
metabdlicas caracterizado por hiperglucemia que resulta de defectos en la
secrecion de insulina o en su accion, o en ambos. Los tipos de diabetes son muy
diversos. Sin embargo, el comité de expertos en el diagndstico y clasificacion de
la diabetes mellitus (American Diabetes Association, 2009) divide los casos de
diabetes en dos grandes categorias que son la diabetes tipo 1 y la diabetes tipo 2.

3.1.1. Diabetes tipo 1

Este tipo de diabetes involucra de manera importante al sistema inmune y
era llamada anteriormente diabetes juvenil o insulinodependiente. Se caracteriza
principalmente por deficiencia absoluta de insulina en el organismo como
resultado de la destruccion autoinmune de las células  del pancreas. El 85-90%
de los pacientes diagnosticados con diabetes tipo 1 presenta la expresién de
autoanticuerpos para la insulina, la descarboxilasa de acido glutdmico o para las
fosfatasas de tirosina (I1A-2 y 1A-23). La velocidad de destruccion de las células B
pancreaticas es variable. La destruccion autoinmune es rapida en pacientes
jévenes y lenta en adultos. Las personas hiperglicémicas tipo 1 requieren la
administracién de insulina para sobrevivir. Particularmente, los nifos y
adolescentes afectados con este tipo de diabetes presentan cetoacidosis como
primer sintoma de la enfermedad. La diabetes tipo 1 representa el 5-10% de los
casos totales de diabetes y su incidencia es de 25 por cada 100,000 personas
(American Diabetes Association, 2009).

3.1.2. Diabetes tipo 2

Se caracteriza principalmente por resistencia a insulina (una respuesta
biolégica atenuada ante niveles normales o incluso elevados de esta hormona).
En etapas iniciales se presenta la secrecion deficiente de insulina, mientras que
en etapas avanzadas existe baja sensibilidad a esta hormona, incluso a niveles
plasmaticos elevados. Los pacientes que padecen este tipo de diabetes no
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necesitan la administracion continua de insulina para sobrevivir y la cetoacidosis
es una condicion poco frecuente. El tratamiento principal para este tipo de
diabetes son los hipoglucemiantes. La diabetes tipo 2 se presenta
predominantemente en adultos mayores de 40 afos, generalmente obesos y
representa el 90-95% de todos los casos de diabetes. La incidencia es de 540 por
cada 100,000 personas (Davis y Granner, 2001; American Diabetes Association,
2009).

La hiperglucemia crénica que se presenta en la diabetes se asocia
fuertemente con dafio o disfuncion a largo plazo de varios 6rganos,
principalmente; los rifiones, el corazon, los nervios y los vasos sanguineos
(Boulton, 2006). El enfoque del presente trabajo se dirige especificamente a una
de las complicaciones diabéticas mas debilitante y que ocurre a nivel del sistema
nervioso, la neuropatia diabética.

3.2.Dolor

La Organizacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, International
Association for the Study of Pain) define al dolor como una experiencia sensorial y
emocional desagradable, asociado a un dafo tisular real o potencial, que puede
ser descrito en términos de la magnitud del dafno (Merskey, 1979).

El dolor es un mecanismo de defensa, tiene una funcién bioldgica
protectora hacia un dafio real para factores de indole destructiva, sin embargo;
cuando se sobrepasa esta funcion, el dolor se vuelve patoldgico. EI dolor se
caracteriza por 4 componentes: la nocicepcidon, la percepcion del dolor, el
sufrimiento (amenaza de integridad fisica y psicologica del individuo) y las
conductas evocadas por éste (expresiones del organismo ante la presencia de un
estimulo nocivo). Tales componentes son dependientes de factores anatomicos,
psicoldgicos vy fisioldgicos (Turk y Okifuji, 1999).

3.2.1. Clasificacion del dolor:

La clasificacion entre tipos de dolor es un tema de debate entre
investigadores y clinicos, ya que suelen clasificar al dolor de acuerdo a su origen
anatdmico y caracteristicas clinicas o etiologicas (Bonica, 1990)
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La clasificacion dada por Loeser y Melzack (1999) es una de las mas
aceptadas y esta basada en la duracién y caracteristicas fisioldgicas y patoldgicas
que lo originan. En esta clasificacién el dolor se divide en tres tipos principales:

Dolor transitorio: Se activa por nociceptores cutaneos o de otros tejidos
del cuerpo en ausencia de dano tisular, su funcion es proteger al individuo de un
posible dano fisico provocado por el medio ambiente o el estrés excesivo sobre
algun tejido, dura pocos segundos.

Dolor agudo: Funciona como sefial de alarma por lo que posee una
funcidn bioldgica protectora. Las secuelas psicolégicas no son importantes y el
dolor desaparece con la lesion que lo origind (Cervero y Laird, 1995). El dolor
agudo usualmente dura unos pocos dias o algunas semanas. Se produce por la
estimulacion de nociceptores presentes en el tejido dafnado

Dolor cronico: Mas que asociarse con una funcién protectora, es sintoma
de alguna enfermedad como neuralgia o fibromialgia. En los sindromes de dolor
cronico la intensidad del dolor sobrepasa la magnitud del dafo y el dolor puede
presentarse aun en ausencia de estimulos. Este tipo de dolor, no es un proceso
autolimitado por lo que puede persistir por meses o incluso afios (Cervero y Laird,
1995). En él se asocian multiples comportamientos frustrantes denominados
frecuentemente conductas del dolor, como la ansiedad, la depresion, el insomnio,
el miedo y la histeria como factores psicoldgicos.

3.2.2. Fisiologia del dolor
3.2.2.1. Nocicepcion

Es un término neurofisiologico que se refiere a los mecanismos neurales
por los cuales se detectan los estimulos nocivos. Consiste de 4 procesos
fisiologicos distintos:

Transduccién. Describe la conversidon de estimulos nocivos en sefales
eléctricas por las terminaciones nerviosas periféricas.

Transmision. Es la propagacion de las sefiales eléctricas a lo largo de las
vias nociceptivas.

18



Participacidn de las enzimas productoras de sulfuro de hidrégeno, cistationin-B-sintasa y
cistationin-y-liasa, en el dolor inflamatorio y neuropdtico en ratas.

Modulacion. Describe la alteracion de las senales nociceptivas a lo largo
de la via. En ella se entrecruzan terminaciones nerviosas de diversos tipos que
liberan neurotransmisores que inhiben, amplifican o alteran la senal sensorial.

Percepcion. Es el proceso por el cual se integran los impulsos
nociceptivos con factores cognoscitivos y emocionales para crear la experiencia
subjetiva de dolor.

Corteza
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Figura 1. Mecanismos neuronales por los cuales se detectan los estimulos nocivos.

Para transmitir la informacién nociceptiva, la neurona debe ser selectiva, es
decir, debe ser capaz de distinguir entre estimulos inocuos y nocivos (Hyman y
Cassem, 1995). En este sentido, los nociceptores poseen dos caracteristicas
importantes que ayudan a realizar esta distincion: un umbral alto de estimulacion
y la capacidad de relacionar de manera directa la frecuencia de la descarga con la
intensidad del estimulo (Besson, 1969).

El axon periférico pertenece a una neurona monopolar que tiene la
peculiaridad de emitir una proyeccion periférica y otra central. Su rama central
penetra en las astas posteriores medulares estableciendo la primera sinapsis y la

rama periférica inerva piel, musculos y visceras (Rexet, 1952; Sorkina et al.,
1997).

El proceso comienza con la deteccion de estimulos nocivos para el
organismo y su conversion a potenciales de acciéon (transduccion) mediante
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nociceptores aferentes primarios. Los nociceptores son fibras sensoriales de
diametro pequefio desmielinizadas (fibras C) o ligeramente mielinizadas (fibras
Ad) (Tabla 1). Estas neuronas contienen sus cuerpos celulares en los ganglios de
la raiz dorsal (que inervan tronco, extremidades y visceras), el ganglio trigeminal
(que inerva cabeza y cuello), y el ganglio nodoso (que inerva visceras). Las fibras
C con su cuerpo celular en el ganglio de la raiz dorsal hacen sinapsis
principalmente en la lamina Il del asta dorsal de la médula espinal, mientras que
las fibras Ad lo hacen en las laminas Il y V (Sawynok y Liu, 2003).

Tabla 1. Caracteristicas de los diferentes tipos de fibras nociceptivas.

Mecanociceptores de alto _ Térmicos (> 52°C) )
AS tipo 1 <1 mm
umbral Mecanicos
. . Térmicos (> 43°C) )
Mecanotermonociceptores Ad tipo I <5mm
Mecanicos

Térmicos (> 43°C)
. . Mecanicos (> 1 g) )
Nociceptores polimodales C C 17 mm

Quimicos (acidos,

histamina o KCI)

Nociceptores al frio AsoC Frio (< 15°C) 1-145 mm?

Las fibras C suelen clasificarse anatdmicamente en dos grupos principales
dependiendo de la presencia de neuropéptidos, de su regulacién por factores de
crecimiento y de su patron de inervacion en el asta dorsal de la médula espinal.

Las fibras C peptidérgicas contienen sustancia P y el péptido relacionado al
gen de la calcitonina (CGRP), expresan el receptor tirosincinasa A (TrkA),
responden al factor de crecimiento neural (NGF) e inervan la lamina | y Il externa.
Por su parte, las fibras C no peptidérgicas expresan sitios de unién a isolectina B4
(IB4) y receptores P2X3, responden al factor neurotréfico derivado de la glia
(GDNF) y terminan en la lamina Il interna del asta dorsal de la médula espinal.
Ambas poblaciones expresan receptores vanilloides (TrpV-1) y son sensibles a
capsaicina (Snider y McMahon, 1998; Sawynok y Liu, 2003). Por otro lado, las
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fibras Ad suelen clasificarse funcionalmente en dos categorias que responden a
estimulos mecanicos (Caterina y Julius, 2001): Las fibras Ad tipo | se activan a
temperaturas > 52°C, mientras que las fibras Ad tipo Il se activan a temperaturas
> 43°C.

Ademas de las fibras C y A, existen en la periferia fibras mielinizadas A,
que en condiciones normales participan como mecanorreceptores de bajo umbral
en la percepcion tactil, pero ante un proceso inflamatorio modifican su fenotipo
convirtiéndose en fibras tipo Ad de alto umbral (Costigan y Woolf, 2000). Aunado
a esto, dichas fibras presentan cambios en su patron de inervacion en el asta
dorsal de la médula espinal inervando ahora laminas mas superficiales (lamina Il),
lo que les permite contribuir en el dolor inflamatorio pero especialmente en la
alodinia (Sawynok y Liu, 2003).

3.2.2.2. Vias Ascendentes

Las vias ascendentes principales se agrupan en dos sistemas generales. El
sistema de columnas dorsales-lemnisco interno y el sistema anterolateral (Garcia
y Herrero, 1998).

El sistema de las columnas dorsales-lemnisco interno se encuentra
integrado por grandes fibras mielinizadas que transmiten informacion tactil no
nociceptiva y de orientacion espacial (Guyton y Hall, 1996). Por otro lado, las
fibras del sistema anterolateral se originan principalmente en las laminas |, IV-VII
y X del asta dorsal, las cuales reciben aferencias de fibras Ady C (Garcia y
Herrero, 1998). Estas ultimas fibras, al salir del asta dorsal cruzan al lado opuesto
y ascienden por las columnas laterales de la médula para terminar a distintas
alturas del tronco encefélico. Se dividen filogenéticamente en dos sistemas:

Sistema neoespinotalamico. Ocupa la region lateral del tallo cerebral y
comprende los tractos espinotaldamico ventral, espinocervical y la via postsinaptica
de la columna dorsal.

Sistema paleoespinotalamico. Ocupa la regién media del tallo cerebral e
integra los tractos espinotalamico medio, espinorreticular, espinomesencefalico,
espinoparabraquioamigdaloide, espinoparabraquiohipotalamico y
espinohipotalamico (para una revisibn mas detallada de todas las vias
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ascendentes involucradas en el dolor revisar Almeida et al., 2004). A continuacion
se describen las dos vias mas importantes:

Tracto espinotalamico. Se origina principalmente de las laminas | y V,
aunque también salen fibras de las laminas Il, IV, VI-VIIl y X. Con base en su
origen y la proyecciéon de sus fibras, algunos autores describen tres vias de
aferenciacion para el tracto espinotalamico. La primera es la via
neoespinotalamica monosinaptica o tracto espinotalamico ventral que proyecta
directamente a los nucleos del complejo ventral del talamo, involucrados en el
componente sensorial discriminativo del dolor (Dubner y Bennett, 1983). La
segunda es la via multisinaptica paleoespinotalamica o tracto espinotalamico
medio que hace conexion con los nucleos intralaminar y posterior medial del
talamo, involucrados en el componente afectivo motivacional del dolor. Por ultimo,
la via espinotalamica monosinaptica proyecta directamente al nucleo central
medial del talamo involucrado en la parte afectiva de la experiencia dolorosa
(Millan, 1999; Almeida et al., 2004).

Tracto espinoparabraquial. Se origina de neuronas nociceptivas
especificas que parten de las laminas | y Il de la médula espinal y proyectan al
nucleo parabraquial donde se forman dos sistemas de aferencias hacia la
amigdala y hacia el hipotadlamo. Ademas, el nucleo parabraquial recibe
colateralizaciones de los tractos espinorreticular y espinomescensefalico y del
nucleo parasimpatico sacral. Este tracto se asocia con la regulacion
neuroenddcrina, autbnoma, afectiva y motivacional del dolor (Bester et al., 1997;
Willis y Westlund, 1997; Almeida et al., 2004).

3.2.2.3. Talamo y proyecciones corticales

Una vez que las vias aferentes nociceptivas transmiten el impulso a
estructuras supraespinales, la experiencia dolorosa se integra y adquiere su
caracter desagradable (percepcion). Diversos estudios indican que el cerebro
medio, el talamo, el hipotalamo, el nucleo lentiforme, la corteza somatosensorial
primaria y secundaria, asi como los cingulos insular, prefrontal, anterior y parietal
son estructuras basicas en la percepcion del dolor (Millan, 1999). De estas
estructuras, el talamo es el principal centro de relevo de la informacion sensorial
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destinada a la corteza y son sus nucleos los que definen el procesamiento de esta
informacion (Almeida et al., 2004).

El complejo nuclear lateral se integra por los nucleos ventroposterolateral,
ventroposteromedial y ventroposteroinferior. Este complejo recibe aferencias de
los tractos espinotalamico, espinorreticular, espinocervical y espinoparabraquial
(Almeida et al., 2004), sus neuronas presentan una organizacion somatotopica,
proyectan a la corteza somatosensorial secundaria y responden a estimulos
térmicos y mecanicos. En este sentido, el nucleo ventroposterolateral se reconoce
como el centro somatosensorial de relevo principal ya que tiene conexiones con la
corteza somatosensorial primaria, responsable de la localizacion e intensidad del
dolor (Willis et al., 2001). Al igual que el nucleo ventroposterolateral, el nucleo
ventroposteromedial participa en el aspecto sensorial discriminativo del dolor.
Asimismo, se relaciona con aspectos emocionales, autbnomos y psicomotores en
virtud de que sus fibras proyectan a la corteza prefrontal y se encuentran
interconectadas con la amigdala, el hipotalamo y la sustancia gris periacueductal.
Ademas, en este nucleo convergen fibras provenientes de la region parabraquial y
del nucleo paratrigeminal (Li et al., 1997; Gauriau y Bernard, 2002; Almeida et al.,
2004).

El complejo posterior del talamo esta integrado por el nucleo pulvinar oralis,
el nucleo posterior y la division del nucleo ventromedial posterior. Este complejo
recibe aferencias de los tractos espinotalamico, espinohipotalamico,
espinoparabraquial y la via postsinaptica de la columna dorsal. EI complejo
establece un circuito reverberante con la corteza, reforzando la activacion de las
neuronas talamicas y corticales ante estimulos nocivos (Roberts et al., 1992;
Millan, 1999). El nucleo posterior y el nucleo ventromedial posterior forman parte
integral del sistema nociceptivo medial estableciendo conexiones con la corteza
insular y cingular; involucradas en el componente afectivo emocional del dolor.
Estos nucleos responden a informacién térmica nociva y a estimulos mecanicos
inocuos y nocivos (Yeziersk, 1990; Treede et al., 1999)

Por su parte, el complejo medial del tdlamo se conforma por el nucleo
medial dorsal y el nucleo intralaminar; recibe aferencias de los tractos
espinotalamico, espinomescensefalico y espinohipotalamico, y proyecta a la
corteza del cingulo, sugiriendo una contribucion en el aspecto afectivo
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motivacional del dolor. Ademas, este complejo se interconecta con estructuras
responsables de la atencion y respuestas motoras como el estriado y el cerebelo,
con lo que probablemente participa en la conducta de escape ante un estimulo
nocivo (Willis y Westlund, 1996; Millan, 1999).

3.2.2.4. Vias descendentes

En 1965, Melzack y Wall, como parte de su teoria de la compuerta,
propusieron la existencia de un sistema especifico capaz de modular el dolor. Hoy
en dia, se sabe que incluso los centros supraespinales mas altos influyen en el
procesamiento nociceptivo llevado a cabo en el asta dorsal a través de vias
descendentes mono y polisinapticas (Millan, 2002). En este sentido, las cortezas
frontal, somatosensorial y parietal proyectan terminales directas al asta dorsal de
la médula espinal produciendo antinocicepcion (Miller, 1987).

La corteza insular y ventral orbital producen inhibicion descendente via
relevos con otras estructuras supraespinales como la sustancia gris
periacueductal (Zhang et al., 1997; Millan, 2002). Asimismo, la corteza frontal
participa en la inhibicién descendente via su relevo con el nucleo del rafé magno,
en tanto que la estimulacion de la corteza del cingulo anterior produce respuestas
aversivas al dolor que facilitan la informacién nociceptiva (Miller, 1987; Calejesan
et al., 2000). El hipotdlamo se encuentra ampliamente interconectado con el
nucleo del tracto solitario, la sustancia gris periacueductal, el bulbo raquideo
rostralventromedial y estructuras corticolimbicas, por lo que esta implicado en la
dimension afectiva y cognitiva del dolor (Millan, 1999). El sistema hipotalamo-
espinal se origina de los nucleos hipotalamicos paraventricular, arqueado,
tuberomamilar y posterior periventricular. Este sistema participa produciendo tanto
facilitacion como inhibicion descendente (Bonica, 1987; Millan, 2002). En lo que
se refiere a las vias polisinapticas, el nucleo preodptico medial del hipotalamo
proyecta intensamente a la sustancia gris periacueductal y al bulbo raquideo
rostralventromedial, participando en la respuesta motora al dolor y la inhibicion
descendente (Murphy et al., 1999).

La sustancia gris periacueductal se encuentra reciprocamente
interconectada con el hipotalamo, el nucleo parabraquial, el nucleo del tracto
solitario y las estructuras corticolimbicas incluyendo la corteza frontal y la
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amigdala por lo que participa en el control emocional (Gray y Magnuson, 1992;
Odeh y Antal, 2001). Por un lado, el sistema de la sustancia gris
periacueductalespinal participa en la facilitacion descendente, debido a que la
mayoria de sus neuronas contienen péptidos excitatorios que descienden por el
funiculo dorsolateral proyectandose directamente hasta el asta dorsal de la
médula espinal (Skirboll et al., 1983). Por el otro lado, las vias polisinapticas de la
sustancia gris periacueductal proyectan neuronas serotoninérgicas y
glutamatérgicas al bulbo raquideo rostralventromedial y noradrenérgicas al nucleo
A7, aunque también se sabe que existen proyecciones de neuronas GABAérgicas
y encefalinérgicas a estos nucleos. Todas estas proyecciones traen como
consecuencia un efecto antinociceptivo sobre el asta dorsal (Wiklund et al., 1988;
Millan, 2002).

El bulbo raquideo rostralventromedial es una region heterogénea que
recibe proyecciones de las vias descendentes que se originan en la sustancia gris
periacueductal, en el nucleo parabraquial, en el nucleo del tracto solitario y en
otras estructuras involucradas en recibir y procesar informaciéon nociceptiva. Esta
region manda proyecciones inhibitorias y excitatorias a laminas superficiales y
profundas del asta dorsal (Fields y Basbaum, 1994; Millan, 2002), y es en el bulbo
raquideo rostralventromedial donde se localiza el nucleo del rafé magno rico en
neuronas serotoninérgicas (Feldman et al., 1997).

El nuacleo del tracto solitario, al igual que el nucleo parabraquial, funciona
como una interface entre el sistema sensorial y autbnomo; esta reciprocamente
conectado con el hipotalamo y regiones corticolimbicas, su estimulacion produce
antinocicepcion via la sustancia gris periacueductal o directamente en el asta
dorsal de la médula espinal (Mtui et al., 1993 y Millan, 2002). También participa en
la facilitacion descendente a través del bulbo raquideo rostralventromedial
(Morgan et al., 1989; Wiertelak et al., 1997). Por otro lado, el nucleo parabraquial,
participa suprimiendo la respuesta nociceptiva via el nucleo del tracto solitario, el
bulbo raquideo rostralventromedial o directamente en el asta dorsal (Yoshida et
al., 1997).

Finalmente, el nucleo reticular dorsal recibe y proyecta directamente a
laminas profundas y superficiales de la médula espinal manteniendo un circuito
reverberante que al estimularse produce estados de hiperalgesia (Almeida et al.,
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1996; 1999), aunque algunos autores sefalan la existencia de controles
inhibitorios a través de este circuito (Bouhassira et al., 1992).

3.3.Dolor Inflamatorio

La respuesta inflamatoria generalmente esta asociada con dolor (Stimmel
et al., 1983). Los mediadores quimicos de la nocicepcion surgen no solo de los
tejidos dafnados y de las células que intervienen en la inflamacion, sino también
de las neuronas nociceptivas. Las terminaciones nerviosas libres, liberan
sustancias algésicas en los tejidos, activando asi; nociceptores adyacentes que
contribuyen al dolor e inflamacion. Después de una lesion tisular, se libera
potasio, serotonina e histamina desde las células dafadas y vasos lesionados,
originando una respuesta triple (activacion de nociceptor, enrojecimiento y
edema). Al comienzo de esta respuesta, la bradicinina promueve la liberacion de
prostaglandinas (PG), lo que origina la activacién de los nociceptores y un
aumento de la permeabilidad vascular y la hiperalgesia. La transmision del
estimulo a las fibras aferentes originan la liberacion de sustancia P (SP) y CGRP
en el sitio de lesion, asi como; bradicinina e histamina. Estas sustancias activan a
los nociceptores restantes que originan la respuesta inflamatoria y el dolor (Wolf,
1991).

3.3.1. lones Hidrégeno (HY)

Se producen en condiciones tisulares acidas como en la inflamacion,
isquemia, hipoxia e inflamacion, producen dolor, espasmo muscular y en estados
de enfermedad, hiperalgesia, debido a que aumentan la permeabilidad de la
membrana.

3.3.2. Metabolitos de acido araquidonico

Los fosfolipidos son componentes importantes de las membranas celulares
y se ven sometidos a la degradacion por fosfolipasas bajo ciertas condiciones,
como la exposicion de las células a estimulos inflamatorios o nocivos (Ferreira et
al.,, 1972). La segmentacion de los fosfolipidos causa la liberacion del acido
araquidénico, que puede metabolizarse para formar mediadores y reguladores de
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la inflamacion como los leucotrienos, tromboxanos y las prostaglandinas (PGE;,
PGE,,), todos pertenecientes al grupo de los prostanoides

Las prostaglandinas son moléculas lipofilicas que se sintetizan a partir del
acido araquidoénico después del efecto de la enzima ciclooxigenasa. La PGE;
modula varios fendmenos inflamatorios, incrementa la permeabilidad vascular e
incrementa la sensibilidad al dolor, también estimula la formacién del AMPc
(segundo mensajero) en muchos tipos de células inflamatorias, suprimiendo
varias respuestas inmunitarias, como son la liberacion de mediadores de las
células cebadas y reacciones citotoxicas mediadas por linfocitos. Los receptores
de prostaglandinas se encuentran acoplados a proteinas G y al ser activados
inhiben canales de potasio y activan canales de sodio provocando la
despolarizacion e incrementado de la velocidad de disparo de las fibras
nociceptivas, ademas inducen la liberacién de sustancia P y 6xido nitrico (ON)
que contribuyen a la hiperalgesia (Vanegas y Schaible, 2001).

3.3.3. Cininas

Las cininas actuan como mediadores de la inflamacion, afectando la
liberacion de prostaglandinas, citocinas y radicales libres. Asimismo, estimulan
neuronas posganglionares para inducir hiperalgesia. La bradicinina es uno de los
compuestos liberados inicialmente en lesiones tisulares, esta sustancia es la
responsable de la activacion prolongada de nociceptores. Esta activaciéon induce
la extravasacion de plasma originando el edema. Ademas, recluta células del
sistema inmune y sensibiliza nociceptores en el musculo, articulaciones y piel
(Calixto et al., 2000). Otra cinina es la calicreina, la cual afecta a los receptores B>
de la neuronas sensoriales, alterando la funcion de fosfolipidos de la membrana,
asi como; la activacion de los canales de sodio y calcio, haciéndola mas
permeable, lo que permite una repeticion mas frecuente de los disparos
neuronales y el desarrollo de la hiperalgesia.

3.3.4. Oxido nitrico.

El ON es un mediador biolégico que se produce endégenamente a partir
del aminoacido L-arginina, en una reaccidén catalizada por la sintasa de o6xido
nitrico; dicha reaccion requiere de NADPH y O, como cofactores (Elliot y Elliot,
1997). La biosintesis del 6xido nitrico ocurre en tejidos que incluyen células del
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endotelio vascular, plaquetas, leucocitos, fibroblastos, en células de la corteza
adrenal y pulmén. Ademas, el 6xido nitrico puede servir como mensajero neuronal
a nivel periférico (Bult et al., 1990; Gibson et al., 1990; Tucker et al., 1990) y
central (Garthwaite et al., 1991), y esta implicado en eventos fisiologicos como la
fiebre, neurotoxicidad, neuroplasticidad y nocicepcion (Vincent y Hope, 1992;
Bredt y Snyder, 1992; Aley et al., 1998).

Esto ocurre por que el 6xido nitrico es un radical libre soluble tanto en
medios lipidicos como en acuosos, lo que le permite difundir rapidamente desde
su lugar de sintesis hasta otros sitios como el musculo liso de diversos 6érganos
(Schuman y Madison, 1994), por lo cual se ha sugerido que esta relacionado en la
transmision del sistema nervioso central y periférico (Sousa y Prado, 2001).

3.4.Neuropatia diabética

La neuropatia diabética se define como la presencia de sintomas y/o
signos de disfuncion nerviosa periférica en personas con diabetes, después de la
exclusién de otras causas (Boulton et al., 2005). También es considerada como la
complicacion mas comun y debilitante de la diabetes a largo plazo. La neuropatia
diabética es un desorden que puede ocasionar dolor, decremento de la motilidad
y amputacion de las extremidades distales (Archer, 1983; Boulton, 2007; Edwars
et al., 2008). La neuropatia diabética mas comun es la polineuropatia distal
simétrica (Way, 2001). Esta se caracteriza por el dafio en nervios autonémicos,
motores y sensitivos y tiene tendencia a presentarse primero en la parte distal de
manos y pies (Thomas, 1995; Woolf, 2004). El dolor asociado a la neuropatia
diabética puede aparecer espontaneamente o como resultado de la exposicion a
estimulos medianamente dolorosos (hiperalgesia) o por exposicion a estimulos
innocuos que no son percibidos normalmente como dolorosos (alodinia) (Brown y
Asbury, 1984; Clark y Lee, 1995). Estas ultimas condiciones dolorosas estan
presentes en la progresion de la neuropatia diabética, pero en diferente orden. La
hiperalgesia aparece en estados tempranos, mientras que la alodinia tactil
aparece en estados avanzados o tardios de la enfermedad. La alodinia se
presenta justo antes de la aparicibn de alteraciones severas como el
entumecimiento, insensibilidad, ulceras en los pies y la necrosis tisular (Boulton et
al., 2004).
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Cabe mencionar que la alodinia tactil es una condicion dolorosa que se
considera como un indicador de neuropatia periférica, tanto a nivel clinico como
experimental. En los pacientes diabéticos se realiza la prueba de alodinia tactil
para diagnosticar neuropatia (Boulton et al., 2005). Incluso, en los pacientes en
quienes ya se diagnostico la neuropatia diabética, la deteccion de insensibilidad a
la estimulacion con los filamentos de von Frey, se considera como un factor de
riesgo elevado que puede provocar ulceraciones en los pies (Kruse y Edelmann,
20006).

Los mecanismos que subyacen al dolor persistente en los pacientes con
neuropatia diabética son pobremente entendidos. El 50% de los pacientes que
presentan dolor neuropatico diabético no responden a la terapia farmacoldgica
convencional. Ademas los farmacos comunmente utilizados presentan efectos
limitados o adversos que pueden llegar a ser intolerables.

A nivel experimental existen evidencias conductuales que soportan la
presencia de un procesamiento sensorial alterado en animales diabéticos
(Courteix et al., 1993, 1996, 1998; Fox et al., 1999; Malcangio, 1998; Khan et al.,
2002; Chen y Pan, 2002). En este sentido, la inyeccion con estreptozotocina es un
modelo experimental de diabetes utilizado en estudios de dolor. Este modelo
produce conductas nociceptivas como la hiperalgesia (dolor inflamatorio, a corto
plazo) y la alodinia tactil (dolor neuropatico, a largo plazo) (Courteix et al., 1993;
Calcutt et al., 1996; 1997; Fox et al., 1999; Pertovara et al., 2001; Chen y Pan,
2002, Chen y Levine, 2003). Sin embargo, en la actualidad no existen estudios
que describan el efecto del H,S o las enzimas productoras de este gas en el
desarrollo de la neuropatia periférica asociada a la diabetes. En este sentido, el
entendimiento adecuado de los mecanismos involucrados en la neuropatia
diabética nos permitira prevenir su aparicion, optimizar su tratamiento
farmacoldgico y aliviar con mas eficiencia los sintomas de este padecimiento.

3.5.Formalina

La prueba de la formalina sirve para evaluar la forma en la que un animal
responde a estimulos nociceptivos continuos y moderados, generados por una
lesion tisular (Abbott y Teng, 1998). Esta prueba consiste en la administracion de
una solucién de formaldehido en el espacio subcutaneo de la cara dorsal de la
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pata trasera de la pata de la rata. Los volumenes que mas a menudo han sido
administrados son 30-100 pyL en ratas y se sugiere que las concentraciones
empleadas de formalina sean del 1-5% (Dubuisson y Dennis, 1977). En esta
prueba la conducta evocada por la inyeccion de formalina consiste en lamer,
morder, elevar, sacudir y/o proteger la pata administrada (Abbott y Teng, 1998).
De entre estas conductas, la de sacudidas es la mas utilizada para cuantificar la
conducta nociceptiva en ratas. La prueba dura alrededor de 60 min y las
caracteristicas mas importantes que se presentan con ratas, es que los animales
muestran dos fases de comportamiento nociceptivo que parecen implicar dos
procesos diferentes. La primera fase (aguda) inicia inmediatamente después de la
inyeccion de formalina y finaliza aproximadamente entre 5-10 min, esta se debe a
la estimulacion quimica directa de los nociceptores, predominantemente de las
fibras C. La segunda fase (ténica o fase tardia) se produce tras un tiempo de
latencia e inicia entre los 10-15 min, dicha fase se prolonga hasta los 60 min
después de la inyeccion de formalina (Rosland, 1991), aunque puede extenderse
mas de 60 min y se debe al desarrollo de un proceso inflamatorio local con
liberacion de sustancias nociceptivas, asi como; a la puesta en marcha de
mecanismos a nivel de la médula espinal inducidos en la primera fase (Gonzalez-
Darder, 2000).

Esta prueba resulta ser particularmente influenciada y alterada por factores
como olores, sonidos, intensidad de la luz, presién atmosférica elevada y
temperatura, la cual debe permanecer constante a lo largo de todos los
experimentos (Rosland, 1991). Por lo tanto, estos factores tienen que estar
sumamente controlados y estandarizados en el laboratorio.

3.6.Alodinia tactil

Es una técnica aplicada y validada para la evaluacion cuantitativa del
umbral de retiro mecanico de la pata. En este modelo, el umbral de retiro
mecanico se evalua mediante la estimulacion mecanica de Ila pata con
filamentos de von Frey calibrados de 0.41 g a 15.1 g siguiendo el paradigam
arriba-abajo descrito por Chaplan et al. (1994). Este método es ampliamente
utilizado y representa una herramienta poderosa para analizar cambios en el
umbral de retiro mecanico de ratas con dolor neuropatico.
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3.7.Up and Down.

Es una técnica aplicada y validada para la evaluacion cuantitativa de
alodinia, se han desarrollado neuropatias quirurgicas utilizando una rata como
modelo en donde los comportamientos nocidefensivos son evocados por un toque
ligero en la pata empleando Filamentos de von Frey desde 0,41 hasta 15,1 g. Se
observa una relacion fluida log-lineal, con una media de 50% umbral de 1,97 g
(95% limites de confianza, 1,12-3,57 g). Se puede observar cierta variabilidad en
ratas normales ya que esto es atribuible a pruebas exhaustivas.

Los umbrales en un grupo importante de ratas neuropaticas mostraron
variabilidad insignificante durante 20 dias. Después de 50 dias, el 61% cumplian
estrictamente con los criterios de neuropatia, utilizando el analisis de
supervivencia. EI umbral de medicion utilizando el método de arriba-abajo (Up
and Down), en combinacién con el modelo de dolor neuropatico, representa una
poderosa herramienta para analizar los efectos de las manipulaciones del estado
de dolor neuropatico.

3.8.H,S

El sulfuro de Hidrégeno (H2S) es conocido como un mediador gaseoso
altamente difusible, que puede detectarse en concentraciones cercanas a 50 uM,
en suero y en la mayoria de los tejidos, mientras que rangos mayores de
produccion se han observado en cerebro, sistema cardiovascular, higado y rifidn
(Li et. al., 2005; Doeller et. al., 2005). Es metabolizado por diversos mecanismos,
como oxidacion mitocondrial, metilacion en el citoplasma, oxidacion por glutation o
reaccion por meta-hemoglobina antes de ser excretada por el riidn (Kasparek et
al., 2008).

La producciéon enddgena de H,S se encuentra alterada en diversas
enfermedades, tales como: diabetes mellitus, colitis, hipoxia inducida por
hipertension pulmonar, cirrosis y la enfermedad de Alzheimer. Su produccion
excesiva puede favorecer la patogénesis de enfermedades inflamatorias, shock
séptico, dano cerebral y retraso mental en pacientes con sindrome de Down
(Lowicka y Beltowski, 2007).
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La sintesis de H,S corresponde a una de las formas de catabolismo de
cisteina en la llamada via de desulfihidracion, via que ha demostrado ser
responsable del metabolismo de mas del 50% de la cisteina en estudios in vitro
en algunos tejidos como las células tubulares renales (Stipanuk, et al., 1990).
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Figura 2. Sintesis del H,S a partir de cisteina.

La sintesis de H,S a partir de cisteina se lleva a cabo naturalmente en
diversos tejidos de mamiferos. Especialmente por medio de la actividad de
enzimas dependientes de 2-piridoxal-5'-fosfato: cistationina-y-liasa (CSE) y
cistationina-p-sintetasa (CBS), no obstante existen fuentes alternativas a través

de la enzima cisteina aminotrasferasa o de la 3-mercaptosulfurotransferasa
(Fiorucci et al., 2005).
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El H,S es una molécula altamente reactiva que puede facilmente
reaccionar con especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno, limitando sus
efectos toxicos y atenuando sus funciones fisiolégicas. También tiene un efecto
antioxidante a través de la estimulacion del transporte de cisteina, la sintesis de
glutation, la expresién de la hemo oxigenasa (HO) y la produccion de monodxido
de carbono (CO) (Lowicka y Beltowski, 2007).

Este mediador es un agente reductor fuerte, lo que apunta que algunos de
sus efectos podrian deberse a la proteccion de grupos tiol (-SH) proteicos de la
oxidacion (Abe y Kimura, 1996).

El H,S opera como un mediador pro inflamatorio en sepsis abdominal,
endotoxemia y pancreatitis, en contraste con sus efectos antiinflamatorios en
modelos animales de gastritis y colitis (Kasparek et al., 2008). Ademas se ha
observado que el sulfuro de hidrégeno puede estimular o inhibir la proliferacion
celular, activar o bloquear apoptosis y sobre producir o disminuir la isquemia
miocardial (Lowicka y Beltowski, 2007). El principal mecanismo de su toxicidad es
la potente inhibicion de la citocromo oxidasa mitocondrial (Reiffenstein et al.,
1992).

El sulfuro de hidrogeno estimula canales K'atp en neuronas, cardiomiocitos
y ceélulas pancreaticas; sin embargo, el H,S no estimula la guanilato ciclasa
soluble como lo hacen el 6xido nitrico y el monédxido de carbono (Kasparek et al.,
2008)

3.9.Enzimas CSE y CBS.

La enzima CSE cataliza la conversion de cistina a tiocisteina, piruvato y
amoniaco; la tiocisteina se descompone de forma no enzimaticaa cisteina y
sulfuro de hidrogeno.

Por otro lado el principal mecanismo de produccion de H,S por la CBS
involucra probablemente la condensacion de homocisteina con cisteina para la
formacion de cistationina y la liberacién de H,S (Chen et al., 2004).

El H,S derivado de la actividad de CBS es fisiologicamente relevante a
nivel sistema nervioso, donde participa en la activacion de canales de potasio
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sensibles a adenosin trifosfato (canales K'atp). En el sistema cardiovascular el
H2S, en su mayoria derivado de la actividad de CSE, modula la vasodilatacion
dependiente del endotelio (Fiorucci et al., 2005). Sin embargo la enzima CBS
puede ser inducida en tejido cardiovascular bajo ciertas condiciones (Lowicka y
Beltowski, 2007).

En roedores, la deficiencia de CBS/CSE se logra por delecidn genética o
tratamiento cronico con el inhibidor D,L-propargilglicina (Fiorucci et al., 2005).

3.10. Inhibidores enziméaticos selectivos

3.10.1. Hidroxilamina

La hidroxilamina u oxiamoniaco de féormula (NH,OH), es un cuerpo que
procede de sustituir un atomo de Hidrégeno del amoniaco por unhidroxilo. No se
encuentra libre en la naturaleza. Es un cuerpo sdlido, incoloro, inodoro, muy avido
del agua y se mezcla con ella en todas proporciones. Arde en el aire con llama de
color amarillento. Cuando se calienta en estado anhidro (deshidratada), explota
con gran violencia. Es de reaccion basica, menos pronunciada que el amoniaco,
aparte de ser un poderoso reductor.

3.10.2. Propargilglicina (PPG)

La propargilglicina (PPG) o acido 2-amino-4-pentindico, actua como
inhibidor irreversible y selectivo de la enzima CSE.

_ ey
HC = CCHyCH—C — OH

CgH-NO2 PM113.11 gimol

Figura 3. Estructura quimica de PPG.
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Figura 4. Inhibicién de CSE por PPG.

Sun et al.(2009) proponen que la PPG inhibe a la enzima CSE al bloquear
la accesibilidad del sustrato al sitio activo via estérica, no uniéndose al pirodoxal
5’-fosfato (PLP); el grupo amino de PPG es desprotonado por un aminoacido del
sitio activo en un primer paso, favoreciendo una transaldiminacion, seguido por
una desprotonaciéon del alqueno por el residuo Lys 212 generandose un aleno
reactivo, que efectua un ataque nucleofilico sobre el grupo oxhidrilo de la Tyr 114,
para dar origen a un vinil éter.

La actividad de la enzima CSE se abate en tejidos de ratas administradas
con D, L-propargilglicina 50 mg/Kg (i.p.) en el que después de 12 horas la
actividad de esa enzima es de tan solo el 4.4%, respecto a un control sin el
tratamiento (Kodama et al., 1983).

Dentro de los efectos farmacolégicos de la PPG se encuentran la
regulacion del tono vascular en condiciones basales (Zhong et al., 2003); la
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atenuacion de la respuesta inflamatoria en pulmones e higado en el modelo de
sépsis en raton (Zhang et al., 2003); la reduccion del dafio en higado y musculo
esquelético ocasionado por la inyeccion de LPS en ratas (Collin et al.,, 2005);
disminucién del dafio celular pancreatico ocasionado por caeruleina (Bhatia et al.,
2005b); la prevencion de la infiltracidn leucocitaria y de la formacién de edema en
el modelo inflamatorio con carragenina (Bhatia et al., 2005a).

Sin embargo, la administracion de PPG reduce el efecto protector del H,S
exdégeno en el modelo de dafo en miocardio inducido por un episodio de
isquemia/perfusion (Bian et al., 2006) y que su administracién favorece el edema
plantar inducido por carragenina (Zanardo et al., 2006).

3.11. Donadores de H,S

3.11.1. NaHS.

En estudios in vitro, el sulfhidrato de sodio (NaHS) es comunmente
empleado como un donador de H,S (Lowicka y Beltowski, 2007).

3.11.2. L-Cisteina.

La L-cisteina (abreviada como Cys o C) es un a-aminoacido con la férmula
quimica HO,CCH(NH2)CH,SH. Se trata de un aminoacido no esencial, lo que
significa que puede ser sintetizado por los humano.La parte de la cadena donde
se encuentra la cisteina es el tiol que es no polar y por esto la cisteina se clasifica
normalmente como un aminodacido hidrofébico. La parte tiol de la cadena suele
participar en reacciones enzimaticas, actuando como nucledfilo. EIl tiol es
susceptible a la oxidacién para dar lugar a puentes disulfuros derivados de las
cisteina que tienen un importante papel estructural en muchas proteinas. La
cisteina también es llamada cistina, pero esta ultima se trata de un dimero de dos
cisteinas a través de un puente disulfuro.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El H,S es un gas maloliente que recientemente ha comenzado a estudiarse
como neurotransmisor endogeno. El H,S se genera a partir del aminoacido L-
cisteina a través de dos enzimas principales, la CBS y la CSE, asi como de
enterobacterias presentes en la flora normal (Wang, 2002, Boehining y Snyder,
2003). En este sentido, algunos estudios demostraron que existe una relacion
entre la concentracion de H,S en el lumen del colon derivado de las
enterobacterias y el desarrollo de la enfermedad del intestino irritable o el cancer
de colon (roediger et al.,, 1997, Huycke y gaskins, 2004). Con respecto a las
enzimas productoras de H,S ambas se han identificado en cerebro, médula
espinal y fibras aferentes primarias, aunque se le atribuye a la CBS un papel
principal en la produccidn de H,S en el sistema nervioso (Awala et al., 1995),
mientras que la CSE parece ser la principal via a través de la cual se sintetiza H,S
en el sistema vascular (Yang et al., 2008).

Con respecto a la participacion del Ho.S en el proceso nociceptivo, se ha
observado que la administracion de PPG, un inhibidor de la enzima CSE, reduce
la hiperalgesia producida por la administracion intraplantar de lipopolisacaridos.
Dicho efecto se revierte por la administracién de un donador de H,S exdgeno
(NaHS) o enddgeno (L-cisteina) de H,S. De igual manera, se sabe que el NaHS
estimula las fibras aferentes primarias sensibles a capsaicina y activa canales de
calcio tipo T (Patacchini et al., 2004; Kawabata et al., 2007). Asimismo se ha
sugerido que el efecto pronociceptivo evocado por H,S en el modelo de formalina
depende de la intensidad del estimulo nociceptivo aplicado.

Por otro lado, se piensa que el H,S podria contribuir a la resistencia a
insulina que se presenta durante la diabetes debido a que este gas inhibe la
secrecion de la hormona pancreatica activando canales de K* dependientes de
ATP, inhibiendo el metabolismo de glucosa y disminuyendo la produccién de ATP
de células pancreaticas (Yang et al., 2005; Kaneko et al., 2006). Ademas, se ha
observado que la concentracion plasmatica de L-cisteina, asi como la expresion
de las enzimas CBS y CSE se encuentra incrementada en el higado y el rifidn de
ratas hiperglicémicas (Jacobs et al., 1998). Yusuf et al. (2005) demostraron que
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aunque la concentracion plasmatica de H,S no cambia en ratas hiperglicémicas,
su produccién por homogenados pancreaticos y hepaticos se encuentra
incrementada. Ademas, la expresién del acido ribonucleico mensajero (ARNm) de
la CBS en el pancreas se regul6 a la alza y dichos efectos se revirtieron mediante
la administracién de insulina.

A pesar de la evidencia que sugiere que el HyS tiene un papel
pronociceptivo en el procesamiento del dolor y que este gas parece contribuir al
padecimiento de la diabetes, hasta la fecha no existen estudios que demuestren
el papel que juegan el H,S y las enzimas principales que lo sintetizan en la
neuropatia periférica asociada a la diabetes. Los resultados nos permitiran valorar
si la inhibicion de las enzimas productoras de H»S ejercen un efecto
antinociceptivo y si son potenciales blancos terapéuticos en el tratamiento de la
neuropatia periférica asociada a la diabetes.
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5. HIPOTESIS.

Si el incremento en la sintesis de H,S a lo largo de la via nociceptiva tiene
un papel pronociceptivo, entonces; la inhibicion de las enzimas productoras de
H>S, reducira la intensidad del dolor inflamatorio y la neuropatia diabética de
ratas, permitiendo sugerir como blanco terapéutico para estos dos padecimientos,
la inhibicion de las enzimas cistationin-p-sintasa (CBS) y cistationin-y-liasa (CSE).
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6. OBJETIVOS.

6.1.Objetivo general.

eEvaluar la participacion de las enzimas productoras de sulfuro de
hidrogeno (H.S), cistationin-p-sintasa (CBS) y cistationin-y-liasa (CSE),
en el dolor inflamatorio y neuropatico en ratas.

6.2.ODbjetivos particulares.

¢ Obtener las curvas dosis respuesta de los inhibidores enzimaticos de las
enzimas CSE (PPG) y CBS (HA), a nivel periférico local, empleando el
modelo de formalina en ratas normoglicémicas e hiperglicémicas.

e Obtener las curvas dosis respuesta de los donadores exdgeno (NaHS) y
enddégeno (L-cisteina) de H,S, a nivel periférico local empleando el
modelo de formalina en ratas normoglicémicas e hiperglicémicas.

e Administrar en ratas normoglicémicas e hiperglicémicas, una dosis no
efectiva de los inhibidores enzimaticos, con una dosis efectiva del
donador enddgeno, con la finalidad de prevenir el efecto pronociceptivo
evocado por L-cisteina.

e Determinar el efecto antialodinico del inhibidor enzimatico PPG en ratas
hiperglicémicas de 9 a 11 semanas de haberles inducido diabetes.

e Medir la concentracién de H,S en suero, ganglios de la raiz dorsal (L4-
L6), nervio ciatico y médula espinal en ratas normoglicémicas y con 2 y
9-11 semanas de haber inducido la hiperglicemia con estreptozotocina.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1.Ratas normoglicémicas

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar de 9 a 11 semanas de edad
con un peso corporal entre 180 y 200 g provenientes del bioterio del CINVESTAV
(Sede sur). Las ratas se mantuvieron con libre acceso al agua y alimento, y su
nivel de glucosa estuvo alrededor de 80 a 110 mg/dL en todas las ratas. Estas
ratas son consideradas normoglicémicas. El cuidado y manejo de los animales se
llevé a cabo siguiendo las especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y
uso de los animales de laboratorio de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
(NOM-062-Z00-1999). Ademas, se siguieron las guias para el cuidado y uso de
los animales de laboratorio publicado por el National Research y todos los
experimentos se realizaron de acuerdo a las guias sobre aspectos éticos para la
investigaciéon del dolor experimental en animales (Zimmermann, 1983). Este
proyecto fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de la Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico Nacional.
Cada rata fue utilizada solamente una vez y se sacrifico al termino del
experimento en una camara saturada con CO,.

7.2.Ratas hiperglicémicas

La hiperglicemia en las ratas se indujo por la administracion intraperitoneal
(i.p.) de una dosis unica de estreptozotocina (50 mg/kg) en un volumen de 2
mL/kg, previo ayuno de 12 h. La estreptozotocina se prepard el mismo dia de su
administracion. Se disolvid en agua destilada y desionizada, sin exponerla a la
luz. Al dia siguiente después de la inyeccion de estreptozotocina y antes de llevar
a cabo el experimento, se determinaron los niveles de glucosa mediante el
siguiente procedimiento. Se insertd una tira reactiva en un glucometro (Bayer)
previamente calibrado. Se corté lo minimo posible del final de la cola de la rata,
obteniendo una gota de sangre que se puso en contacto con el capilar de la tira
reactiva. La condicidn diabética se considerd establecida al presentarse niveles
de glucosa = 300 mg/dL en ambas mediciones (Chen et al., 2001; Chen y Pan,
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2002). Las ratas que obtuvieron un nivel de glucosa < 300 mg/dL fueron
descartadas del estudio. Por su parte, las ratas que sélo recibieron una inyeccion
i.p. de agua destilada y desionizada (vehiculo) dieron niveles de glucosa entre 80
y 110 mg/dL. Ademas, las ratas tratadas con estreptozotocina mostraron un
decremento considerable de peso corporal (aproximadamente del 30%), en
comparacién con el grupo control tratado con agua destilada y desionizada, ya
que estas ultimas incrementaron su peso y tamafno corporal. Asimismo, las ratas
hiperglicémicas incrementaron de manera significativa el volumen de orina
excretado (poliuria), asi como; el consumo de agua (polidipsia) y alimento
(polifagia).

7.3.Farmacos

El formaldehido, estreptozotocina, propargilglicina (PPG),
hidroxilamina (HA), L-cisteina y NaHS fueron comprados de Sigma Aldrich. Todos
los farmacos, excepto estreptozotocina, se disolvieron en solucion salina a las
dosis empleadas. La estreptozotocina fue disuelta en agua destilada y
desionizada. Los farmacos se utilizaron el mismo dia que fueron preparados.

7.3.1. Preparacion de la formalina

La formalina es una solucion diluida de formaldehido comercial (37% w/v).
El formaldehido al 37% se considera como formalina al 100% y de éste se
realizaron las diluciones adecuadas para obtener formalina al 0.5% y 1%.

7.3.2. Preparacion de la estreptozotocina

La estreptozotocina fue administrada a una dosis de 50mg/Kg por via i.p. a
razon 2 mL/Kg de peso. El farmaco se preparo justo antes de ser administrado
debido a que se hidroliza en agua y se descompone por exposicion a la luz.

7.4.Prueba de la formalina

La participacion a nivel periférico local de las enzimas productoras del H2S
se evalu6 mediante la prueba de la formalina (Dubuisson y Dennis 1977). Los
animales se colocaron en un cilindro de observacion de acrilico transparente de
20 centimetros de diametro con espejos en la parte posterior durante 30 minutos
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con el proposito de permitirles adaptarse a su entorno. En seguida, se retir6 a la
rata de la camara de observacion para realizar la administracion periférica local de
los farmacos. De 10 a 20 minutos después dependiendo del farmaco
administrado, la rata fue nuevamente retirada para llevar a cabo la administracion
subcutanea de 50 uL de formalina al 0.5% 6 1% en el dorso de la pata posterior
derecha con una aguja calibre 30. Inmediatamente, las ratas fueron colocadas en
el cilindro de acrilico y se cuantifico la conducta nociceptiva como el numero de
sacudidas de la pata inyectada en intervalos de 1 minuto cada 5 minutos por 60
minutos, ya que se ha descrito que esta conducta es la mas consistente (Wheeler-
Aceto y Cowan, 1991). En este modelo la disminucion en el numero de sacudidas
se traduce como antinocicepcidn mientras que el aumento se considera
pronociceptivo. Los experimentos fueron realizados entre 25 y 27°C (Tjolsen et
al., 1992).

7.4.1. Grupos controles

Con el objetivo de determinar si la solucion salina isoténica administrada
por via periferia local modificaba la conducta nociceptiva inducida por formalina al
0.5 6 1%, o si era capaz de evocar la conducta de sacudidas por si sola, es decir,
sin formalina, se realizaron tres grupos experimentales: En los dos primeros, se
administré solucion salina, en lugar de los farmacos, de manera subcutanea 10
minutos antes de la administracion de formalina al 0.5 6 1%. Mientras que en el
tercer grupo, las ratas recibieron solucién salina subcutanea en vez de formalina.
Los controles se realizaron tanto en ratas normoglicémicas, como en
hiperglicémicas.

7.5.Evaluacién de la hiperalgesia

Para medir la hiperalgesia en ratas hiperglicémicas se utilizé el modelo de
formalina descrito anteriormente. Para esta evaluacion, las ratas fueron
administradas con 50 mg/Kg de estreptozotocina y dos semanas después las
ratas desarrollaron una respuesta nociceptiva aumentada a la administracion de
formalina al 0.5%, la cual es aproximadamente dos veces mayor a la respuesta
que se obtiene con formalina al 0.5% en ratas normoglicémicas en la fase Il. .
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7.6.Medicion de la alodinia tactil.

Entre las 9 y 11 semanas después de haber inducido diabetes con
estreptozotocina, las ratas desarrollaron alodinia tactil, por lo que la evaluacién del
efecto antialodinico de PPG se llevé a cabo utilizando filamentos de von Frey
mediante el método arriba-abajo (Dixon, 1980, Chaplan et al., 1994). La
metodologia consiste en ir ascendiendo o descendiendo el grosor de los
filamentos de estimulacion con base a la respuesta del animal iniciando con un
filamento de 2 g fuerza. En este modelo, las ratas se colocaron en cajas de
observacion sobre un fondo de malla metalica y se ambientaran durante 30 min.
Inmediatamente después, el umbral mecanico de retiro de la pata se midié y se
llevd a cabo la administracion sistémica de PPG. Posteriormente, el umbral
mecanico de retiro se midio a las 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 horas.
En este modelo, el aumento en el umbral de retiro se considera antialodinico
(antineuropatico). Asimismo, el modelo tiene un valor de corte de 15 g.

7.7.Mediciéon del H,S.

Para medir los niveles de sulfuro de hidrogeno durante el desarrollo de la
neuropatia periférica, ratas control e hiperglicémicas de 2 y 9-11 semanas de
haberles inyectado estreptozotocina, se sacrificaron por decapitacion y se
extrajeron los GRD (L4-L6), la region lumbar de la médula espinal, un segmento
de nervios ciatico y muestras de sangre. Las muestras se almacenaron en
nitrégeno liquido hasta medir la cantidad de H,S presente en éstos.

Para cuantificar la concentracion del H2S en la neuropatia diabética se llevo
a cabo el protocolo experimental descrito previamente por Chavez-Pifa et al.,
(2010). Basicamente, los tejidos fueron homogenizados en una solucion de
acetato de zinc al 0.5% disuelto en un amortiguador de fosfatos (50 mM, pH 8). El
homogenizado se incubo por 10 minutos a temperatura ambiente vy
posteriormente fue centrifugado a 14000 rpm durante 10 minutos a 4°C. El
sobrenadante se mezclé con acido tricloroacético (10%) y fue centrifugado una
vez mas a 14 000 rpm g durante 10 minutos a 4°C. El nuevo sobrenadante se
mezclé con sulfato de 4-dimetilaminoanilina (20 mM) disuelto en una solucién de
HCI 7.2 M y FeCI3 30mM. Después de 20 minutos de incubacion la absorbancia
fue medida a 670 nm.
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7.8.Andlisis de datos y estadistica

Para el andlisis de datos en el modelo de formalina, se construyeron cursos
temporales del numero de sacudidas contra el tiempo. A partir de estas graficas
se obtuvo el area bajo la curva (ABC) del comportamiento nociceptivo contra el
tiempo mediante el método de los trapezoides (Tallarida y Murray, 1981). EI ABC
se considerdé como una expresion global de la intensidad y duracion del efecto. A
continuacion el ABC de cada grupo experimental se grafic6 en barras como el
promedio = el error estandar de la media (n=6). En cuanto a la cuantificacién de la
concentracion de H,S a lo largo de la via nociceptiva. Los valores obtenidos se
promediaron y graficaron de barras como el promedio * el error estandar de la
media (n=3). Para determinar las diferencias entre los tratamientos, se realiz6 el
analisis de varianza de una via seguido de la prueba de Dunnett mediante el uso
del programa estadistico Graphpad Prism 5.0 en donde una p<0.05 se considero
significativa.
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8. RESULTADOS

8.1.Estandarizacion de la prueba de la formalina

La inyeccion subcutanea de formalina en la regién dorsal de la pata
posterior de la rata a nivel periférico local produjo un comportamiento de
sacudidas tipico (Tjolsen et al., 1992). El curso temporal mostré un
comportamiento bifasico independiente de la concentracion de formalina
administrada al 0.5% y al 1.0%. La fase 1 inicio inmediatamente después de la
administracién de formalina y se prolongé por alrededor de 10 minutos (0-10 min),
después de esta fase siguid un periodo corto en donde no se observo la
manifestacion de la conducta nociceptiva (10-15 min). Finalmente, después de 15
minutos de haber administrado formalina comenzé la fase dos de la prueba y la
conducta de sacudidas se observd nuevamente (15-60 min). El numero de
sacudidas aumento gradualmente hasta llegar a un maximo entre los 25 y 40
minutos con una duracién total de aproximadamente 60 minutos. A partir de los
cursos temporales se hizo el calculo para obtener el ABC para cada una de las
fases. La intensidad y duracion de la conducta nociceptiva fueron de forma
dependientes de la concentracién de formalina (Figura 5) y del estado glicémico
del animal, es decir; la formalina incrementé el numero de sacudidas de manera
dependiente de su concentracion y el numero de sacudidas fue mayor en
animales hiperglicémicos respecto a las ratas normoglicémicas a una misma
concentracion de formalina (Tabla 2; Figuras 5 y 6).
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Tabla 2. Valores de area bajo la curva (ABC) obtenidos de la fase | y Il de la prueba de formalina a partir de
los cursos temporales de nimero de sacudidas vs tiempo. La conducta nociceptiva se indujo por la inyeccién
de solucion salina o formalina al 0.5% y 1%. Los datos se expresan como el ABC promedio + el error estandar
de al menos 6 animales por grupo experimental.

Normoglicémicas

Hiperglicémicas
Farmaco Concentracion

Fase 1 Fase 2 Fase 1 Fase 2
Solucion 0.9% 120+16 | 304+57 | 16.8+54 | 36.8+8.9
salina
Formalina 0.5% 96.4+74 305.2 +29.8 90.4+8.5 499.2 + 36.8
Formalina 1% 127.9+14.2 | 533.4 +31.0 | No realizado | No realizado

8.2.Evaluacion periférica del H,S y las enzimas principales que lo
sintetizan en ratas normoglicémicas e hiperglicémicas de 2 semanas
en el dolor inflamatorio inducido por formalina

Con la finalidad de evaluar la participacion del H,S a nivel periférico local
en ratas normoglicémicas e hiperglicémicas de 2 semanas, se administraron los

inihibidores PPG e HA, los cuales son inhibidores de las enzimas cistationin-y'-
iilasa y cistationin-B-sintasa, respectivamente. Ambas enzimas sintetizan este gas.
En ratas normoglicémicas, la administracion periférica local de los inhibidores
enzimaticos de H,S se llevé a cabo con formalina al 1%, mientras que en ratas
hiperglicémicas, se utilizé formalina al 0.5%. Asimismo, se utiliz6 el donador
exdégeno NaHS, y el sustrato enddgeno, L-cisteina. Los experimentos con los
donadores de HyS se realizaron con formalina al 0.5%, tanto en ratas
normoglicémicas como en hiperglicémicas.
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Periférico local (normoglicémicas)
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Figura 5. Efecto de la concentracién de formalina sobre la conducta nociceptiva a nivel periférico
local en ratas normoglicémicas. Arriba: Curso temporal de la conducta nociceptiva después de la
inyeccion subcutanea (s.c.) de solucion salina o formalina al 0.5% y 1% (50 uL) en la region dorsal
de la pata posterior derecha de la rata y previo pretratamiento (-10 min) con 50 pL de solucién
salina s.c. en la misma regién. La fase | abarca de 0-10 minutos, la fase Il de 10-60 minutos. Abajo:
Los datos son expresados en graficas de barras como el ABC promedio de la fase | y Il calculados
a partir de los cursos temporales por el método de trapezoides * el error estandar de al menos 6
ratas en cada grupo experimental. Abreviaturas: subcutanea (s.c.),
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Periférico local (hiperglicémicas)

25
@ 20
=)
o
S 15+ .
S - Salina
U) .
o 10 —+— Formalina 0.5%
i)
o
Z 5+
C | | | |
0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (min)
Fase | Fase ll
200+ 800+
= —~
E 1607 £ 600-
8 8 ——
S 1204 S
3 e S 400+
& 801 &
@ K2
O 4 200
0- 01—
salina 0.5% salina 0.5%
Formalina (50uL/pata, s.c.) Formalina (50uL/pata, s.c.)

Figura 6. Efecto de la concentracién de formalina sobre la conducta nociceptiva a nivel periférico
local en ratas hiperglicémicas de 2 semanas. Arriba: Curso temporal de la conducta nociceptiva
después de la inyeccion subcutdnea (s.c.) de solucion salina o formalina al 0.5% (50 pL) en la
regién dorsal de la pata posterior derecha de la rata y previo pretratamiento (-10 min) con 50 uL de
solucién salina s.c. en la misma region. La fase | abarca de 0-10 minutos, la fase Il de 10-60
minutos. Abajo: Los datos son expresados en gréaficas de barras como el ABC promedio de la fase
| y Il calculados a partir de los cursos temporales por el método de trapezoides * el error estandar
de al menos 6 ratas en cada grupo experimental. Abreviaturas: subcutanea (s.c.)
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8.2.1. Inhibidores Enziméticos

En ratas normoglicémicas, PPG (inhibidor de la enzima cistationin-y-liasa)
disminuyd el numero de sacudidas de forma dependiente de la dosis administrada
(30, 100 y 300 pg/pata) en la fase Il, pero no en la fase |, de la prueba de
formalina al 1%. En cuanto a la fase Il sélo se observd una diferencia
estadisticamente significativa en la dosis de 300 pg (Figura 7). El efecto
antinociceptivo observado en la fase Il con PPG fue producido a nivel periférico
local ya que la administracion contralateral a formalina al 1% de PPG, no presento
diferencia estadistica respecto al grupo control. Al igual que en las ratas
normoglicémicas, el tratamiento de PPG en ratas hiperglicémicas redujo la
conducta nociceptiva de sacudidas en la fase 2, pero no en la fase 1 de la prueba
con formalina al 0.5% (Figura 8). Sin embargo, en las ratas hiperglicémicas la
diferencia estadistica observada en la fase |l se present6 a las dosis de 0.3 y 30
Mg/pata, lo que representa una dosis 3 ordenes de magnitud menor en
comparacion con las ratas normoglicémicas.

Por otra parte, la administracion de HA (inhibidor de la enzima cistationin-f3-
sintasa) en ratas normoglicémicas, no redujo la conducta nociceptiva inducida por
formalina al 1% en la fase 1, en un rango de dosis de 1 a 100 ug/pata; no
obstante, en la fase Il se observaron respuestas estadisticamente significativas en
las dosis de 10 y 100 pg/pata (Figura 9). En cuanto a la administraciéon de HA en
el dorso de la pata izquierda (contralateral) y formalina al 1% en el dorso de la
pata derecha (ipsilateral), no hubo una respuesta estadisticamente significativa
respecto al grupo control, esto nos da a entender que el efecto antinociceptivo
producido por HA en la pata posterior derecha es local y no sistémico. Por su
parte, la administraciéon periférica local de HA en ratas hiperglicémicas sdlo
mostréo un efecto antihiperalgésico dependiente de la dosis en la fase Il de la
prueba de formalina al 1% a las dosis de 0.01 y 0.1 pg/pata (Figura 10).
Nuevamente, las ratas hiperglicémicas requirieron una dosis 1000 veces menor
de HA respecto a las ratas normoglicémicas.
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Figura 7. Efecto antinociceptivo del inhibidor de la enzima cistationin-y-liasa, propargilglicina
(PPG), sobre la conducta nociceptiva inducida por formalina al 1% en ratas normoglicémicas a
nivel periférico local. Arriba: Curso temporal del efecto antinociceptivo producido por PPG,
administrado en la regién dorsal de la pata posterior derecha de la rata 10 min antes de la
inyeccion de formalina al 1% (50uL) en la misma region. La fase | abarca de 0-10 min, mientras
que la fase Il va de los 10-60 min. Abajo: Los datos son expresados en graficas de barras como el
ABC promedio de la fase | y Il calculadas a partir de los cursos temporales mediante el método de
trapezoides + el error estandar de al menos 6 animales en cada grupo experimental.
*Estadisticamente diferente al grupo control (Veh) con una p < 0.05 por ANOVA de una via seguido
de la prueba de Dunett. Abreviaturas: Veh: vehiculo, s.c.: subcutanea), PPG: propargilglicina.
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Figura 8. Efecto antinociceptivo del inhibidor de la enzima cistationin-y-liasa, propargilglicina
(PPG), sobre la conducta nociceptiva inducida por formalina al 1% en ratas normoglicémicas a
nivel periférico local. Arriba: Curso temporal del efecto antinociceptivo producido por PPG,
administrado en la region dorsal de la pata posterior derecha de la rata 10 min antes de la
inyeccion de formalina al 1% (50uL) en la misma region. La fase | abarca de 0-10 min, mientras
que la fase Il va de los 10-60 min. Abajo: Los datos son expresados en graficas de barras como el
ABC promedio de la fase | y Il calculadas a partir de los cursos temporales mediante el método de
trapezoides * el error estandar de al menos 6 animales en cada grupo experimental.
*Estadisticamente diferente al grupo control (Veh) con una p < 0.05 por ANOVA de una via seguido
de la prueba de Dunett. Abreviaturas: Veh: vehiculo, s.c.: subcutanea, PPG: propargilglicina, CL:
contralateral.
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Figura 9. Efecto antinociceptivo del inhibidor de la enzima cistationin-B-sintasa, hidroxilamina (HA),
sobre la conducta nociceptiva inducida por formalina al 1% en ratas normoglicémicas a nivel
periférico local. Arriba: Curso temporal del efecto antinociceptivo producido por HA, administrada
en la region dorsal de la pata posterior derecha de la rata 10 min antes de la inyeccién de formalina
al 1% (50puL) en la misma regién. La fase | abarca de 0-10 min, mientras que la fase Il va de los 10-
60 min. Abajo: Los datos son expresados en graficas de barras como el ABC promedio de la fase |
y Il calculadas a partir de los cursos temporales mediante el método de trapezoides * el error
estandar de al menos 6 animales en cada grupo experimental. *Estadisticamente diferente al grupo
control (Veh) con una p< 0.05 por ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunett.
Abreviaturas: Veh: vehiculo, s.c.: subcutanea, CL: contralateral, HA: hidroxilamina.
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Figura 10. Efecto antihiperalgésico del inhibidor de la enzima cistationin-B-sintasa, hidroxilamina
(HA), sobre la conducta nociceptiva inducida por formalina (1%) en ratas hiperglicémicas de 2
semanas a nivel periférico local. Arriba: Curso temporal del efecto antihiperalgésico producido por
HA, administrada en la regién dorsal de la pata posterior derecha de la rata 10 min antes de la
inyeccion de formalina al 1% (50uL) en la misma region. La fase | abarca de 0-10 min, mientras
que la fase Il va de los 10-60 min. Abajo: Los datos son expresados en graficas de barras como el
ABC promedio de la fase | y Il calculadas a partir de los cursos temporales mediante el método de
trapezoides * el error estandar de al menos 6 animales en cada grupo experimental.
*Estadisticamente diferente al grupo control (Veh) con una p< 0.05 por ANOVA de una via seguido
de la prueba de Dunett. Abreviaturas: Veh: vehiculo, s.c.: subcutanea, HA: hidroxilamina.
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8.2.2. Donadores de H,S

En cuanto a los donadores de H,S, el NaHS (donador exdgeno) se
administré en ratas normoglicémicas a las dosis de 10, 100 y 300 pg/pata, 10
minutos antes de utilizar formalina al 0.5%. NaHS aumenté el numero de
sacudidas de manera dependiente de la dosis en ambas fases de la prueba de
formalina. El efecto pronociceptivo observado con NaHS fue local ya que la
administracién contralateral de este farmaco no produjo una respuesta nociceptiva
estadisticamente diferente al grupo control (Figura 11). En este sentido, cabe
mencionar que NaHS por si mismo indujo conductas nociceptivas en el dorso de
la pata derecha ya que en el intervalo de tiempo entre la previa administracion del
donador exdgeno y la administracion de formalina al 0.5% se observaron lamidas
y sacudidas, sobretodo a la dosis de 300ug/pata. Con respecto a las ratas
hiperglicémicas, NaHS produjo un efecto hiperalgésico estadisticamente diferente
en ambas fases a la dosis de 10 ug/pata (Figura 12). Esta dosis fue igual en la
fase | y 30 veces menor en la fase Il, a la que induce un efecto significativo en
ratas normoglicémicas

Por su parte, L-cisteina (donador enddgeno) fue administrado en ratas
normoglicémicas 20 min antes de la administracién de formalina al 0.5%. Las
dosis administradas fueron 10, 30 y 100 pg/pata, las cuales produjeron un
aumento en el numero de sacudidas de manera dependiente de la dosis en la
fase Il, pero no en la fase | de la prueba. La diferencia estadistica observada en
la fase Il se presenté a las dosis de 30 y 100 ug/pata (Figura 13). Dicho efecto fue
local y no sistémico como lo demuestra el grupo contralateral de 100 ug/pata
(Figura 13). En el tratamiento a las ratas hiperglicémicas, se administraron las
mismas dosis de L-cisteina a los mismos tiempos que con las ratas
normoglicémicas, solo que aqui, el efecto hiperalgésico se observd en ambas
fases de la prueba de formalina (Figura 14).
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Figura 11. Efecto pronociceptivo del donador exégeno de &acido sulfhidrico, NaHS, sobre la
conducta nociceptiva inducida por formalina al 0.5% en ratas normoglicémicas a nivel periférico
local. Arriba: Curso temporal del efecto pronociceptivo producido por NaHS, administrado en la
region dorsal de la pata posterior derecha de la rata 10 min antes de la inyeccion de formalina al
0.5% (50uL) en la misma regién. La fase | abarca de 0-10 min, mientras que la fase Il va de los 10-
60 min. Abajo: Los datos son expresados en graficas de barras como el ABC promedio de la fase |
y Il calculadas a partir de los cursos temporales mediante el método de trapezoides * el error
estandar de al menos 6 animales en cada grupo experimental. *Estadisticamente diferente al grupo
control (Veh) con una p< 0.05 por ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunett.
Abreviaturas: Veh: vehiculo, s.c.: subcutanea, CL: contralateral.
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Figura 12. Efecto hiperalgésico del donador exdgeno de acido sulfhidrico, NaHS, sobre la conducta
nociceptiva inducida por formalina al 0.5% en ratas hiperglicémicas de 2 semanas a nivel periférico
local. Arriba: Curso temporal del efecto hiperalgésico producido por NaHS, administrado en la
region dorsal de la pata posterior derecha de la rata 10 min antes de la inyeccion de formalina al
0.5% (50uL) en la misma regién. La fase | abarca de 0-10 min, mientras que la fase Il va de los 10-
60 min. Abajo: Los datos son expresados en graficas de barras como el ABC promedio de la fase |
y Il calculadas a partir de los cursos temporales mediante el método de trapezoides * el error
estandar de al menos 6 animales en cada grupo experimental. *Estadisticamente diferente al grupo
control (Veh) con una p< 0.05 por ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunett.Abreviaturas:
Veh: vehiculo, s.c.: subcutanea.
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Figura 13. Efecto pronociceptivo del donador enddégeno de acido sulfhidrico, L-cisteina, sobre la
conducta nociceptiva inducida por formalina 0.5% en ratas normoglicémicas a nivel periférico local.
Arriba: Curso temporal del efecto pronociceptivo producido por L-cisteina, administrada en la
region dorsal de la pata posterior derecha de la rata 20 min antes de la inyeccion de formalina al
0.5% (50uL) en la misma regién. La fase | abarca de 0-10 min, mientras que la fase Il va de los 10-
60 min. Abajo: Los datos son expresados en graficas de barras como el ABC promedio de la fase |
y Il calculadas a partir de los cursos temporales mediante el método de trapezoides + el error
estandar de al menos 6 animales en cada grupo experimental. *Estadisticamente diferente al grupo
control (Veh) con una p< 0.05 por ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunett.
Abreviaturas: Veh: vehiculo, s.c.: subcutanea, CL: contralateral.
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Figura 14. Efecto hiperalgésico del donador endégeno de acido sulfhidrico, L-cisteina, sobre la
conducta nociceptiva inducida por formalina 0.5% en ratas hiperglicémicas de 2 semanas a nivel
periférico local. Arriba: Curso temporal del efecto hiperalgésico producido por L-cisteina,
administrada en la region dorsal de la pata posterior derecha de la rata 20 min antes de la
inyeccion de formalina al 0.5% (50uL) en la misma regién. La fase | abarca de 0-10 min, mientras
que la fase Il va de los 10-60 min. Abajo: Los datos son expresados en graficas de barras como el
ABC promedio de la fase | y Il calculadas a partir de los cursos temporales mediante el método de
trapezoides * el error estandar de al menos 6 animales en cada grupo experimental.
*Estadisticamente diferente al grupo control (Veh) con una p< 0.05 por ANOVA de una via seguido
de la prueba de Dunett. Abreviaturas: Veh: vehiculo, s.c.: subcutanea.
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8.3.Efecto de la coadministracion de los inhibidores enzimaticos de H,S
con L-Cisteina, sustrato enddgeno en la sintesis de H,S a nivel
periférico local en el modelo de la formalina

El objetivo de llevar a cabo la administracion a nivel periférico de una dosis
inefectiva de los inhibidores PPG e HA (-10 min) con una dosis efectiva de L-
cisteina (-20 min) fue con la finalidad de demostrar que el efecto pronociceptivo
evocado por L-cisteina en ratas normoglicémicas e hiperglicémicas se debia a la
produccion de H,S por las enzimas cistationin-y-liasa y cistationin-3-sintasa. En
ratas normoglicémicas, dosis inefectivas de PPG (30 ug/pata) o HA (1 pg/pata)
previnieron de manera significativa el efecto pronociceptivo evocado por L-
cisteina (100 pg/pata) en la fase Il del modelo de formalina al 0.5% (Figuras 15y
17).

Con respecto a las ratas hiperglicémicas de 2 semanas, el efecto
hiperalgésico inducido por L-cisteina (100 pg/pata,, -20min), en la pata posterior
derecha de la rata, fue prevenido por la administracion periférica local de los
inhibidores PPG (0.03 pg/pata, -10 min) e HA (1 ng/pata, -10 min) en ambas fases
del modelo de formalina al 0.5% (Figuras 16y 18).

En la tabla 3 se muestra el resumen de las ABC obtenidas con las
diferentes dosis de los inhibidores enzimaticos de H,S y los donadores del mismo,
asi como; las administraciones de L-cisteina + PPG y L-cisteina + HA llevadas a
cabo en ratas normoglicémicas en el modelo de formalina. Por su parte, la tabla 4,
muestra el mismo resumen en ratas hiperglicémicas. Los experimentos con
inhibidores se llevaron a cabo con formalina al 1%, mientras que los experimentos
con los donadores y las administraciones donador + inhibidor se llevaron a cabo
con formalina al 0.5%. Los datos en las tablas se muestran como el ABC
promedio * el error estandar de al menos 6 animales en cada grupo experimental.
Los asteriscos representan una diferencia estadistica significativa respecto a su
respectivo grupo control (Formalina al 0.5% 6 al 1%) con una p< 0.05 por ANOVA
de una via seguido de la prueba de Dunett.
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Figura 15. Efecto resultante de la administracion del inhibidor de la enzima cistationin-y-liasa, PPG
(-10 min), sobre el efecto pronociceptivo inducido por el donador endégeno de H,S, L-cisteina (-
20min) a nivel periférico local en el modelo de formalina al 0.5% en ratas normoglicémicas. Arriba:
Curso temporal del efecto pronociceptivo producido por L-cisteina, administrada en la region dorsal
de la pata posterior derecha de la rata y el efecto preventivo que tiene PPG cuando es
administrado junto con L-cisteina en la misma region. La fase | abarca de 0-10 min, mientras que la
fase Il va de los 10-60 min. Abajo: Los datos son expresados en gréaficas de barras como el ABC
promedio de la fase | y Il calculadas a partir de los cursos temporales mediante el método de
trapezoides + el error estandar de al menos 6 animales en cada grupo experimental.
*Estadisticamente diferente al grupo control (Veh) y *estadisticamente diferente del grupo de L-
cisteina a 100 pg/pata con una p< 0.05 por ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunett.
Abreviaturas: Veh: vehiculo, s.c.: subcutanea, PPG: propargilglicina; Cist: L-cisteina.
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L-cisteina + PPG (hiperglicémicas)
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Figura 16. Efecto resultante de la administracion del inhibidor de la enzima cistationin-y-liasa, PPG
(-10 min), sobre el efecto hiperalgésico inducido por el donador endégeno de H,S, L-cisteina (-
20min) a nivel periférico local en el modelo de formalina al 0.5% en ratas hiperglicémicas. Arriba:
Curso temporal del efecto hiperalgésico producido por L-cisteina, administrada en la regién dorsal
de la pata posterior derecha de la rata y el efecto preventivo que tiene PPG cuando es
administrado junto con L-cisteina en la misma region. La fase | abarca de 0-10 min, mientras que la
fase Il va de los 10-60 min. Abajo: Los datos son expresados en graficas de barras como el ABC
promedio de la fase | y Il calculadas a partir de los cursos temporales mediante el método de
trapezoides + el error estandar de al menos 6 animales en cada grupo experimental.
*Estadisticamente diferente al grupo control (Veh) y *estadisticamente diferente del grupo de L-
cisteina a 100 pg/pata con una p< 0.05 por ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunett.
Abreviaturas: Veh: vehiculo, s.c.: subcutanea, PPG: propargilglicina; Cist: L-cisteina.
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L-cisteina + HA (normoglicémicas)
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Figura 17. Efecto resultante de la administracion del inhibidor de la enzima cistationin-p-sintasa, HA
(-10 min), sobre el efecto pronociceptivo inducido por el donador endégeno de H,S, L-cisteina (-
20min) a nivel periférico local en el modelo de formalina al 0.5% en ratas normoglicémicas. Arriba:
Curso temporal del efecto pronociceptivo producido por L-cisteina, administrada en la region dorsal
de la pata posterior derecha de la rata y el efecto preventivo que tiene HA cuando es administrado
junto con L-cisteina en la misma region. La fase | abarca de 0-10 min, mientras que la fase Il va de
los 10-60 min. Abajo: Los datos son expresados en graficas de barras como el ABC promedio de la
fase | y Il calculadas a partir de los cursos temporales mediante el método de trapezoides * el error
estandar de al menos 6 animales en cada grupo experimental. *Estadisticamente diferente al grupo
control (Veh) y *estadisticamente diferente del grupo de L-cisteina a 100 ug/pata con una p< 0.05
por ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunett. Abreviaturas: Veh: vehiculo, s.c.
subcutanea, Cist: L-cisteina, HA: hidroxilamina.

63



Participacidn de las enzimas productoras de sulfuro de hidrégeno, cistationin-B-sintasa y
cistationin-y-liasa, en el dolor inflamatorio y neuropdtico en ratas.

L-cisteina + HA (hiperglicémicas)
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Figura 18. Efecto resultante de la administracion del inhibidor de la enzima cistationin-f-sintasa, HA
( -10 min), sobre el efecto hiperalgésico inducido por el donador endégeno de H,S, L-cisteina (-
20min) a nivel periférico local en el modelo de formalina al 0.5% en ratas hiperglicémicas de 2
semanas. Arriba: Curso temporal del efecto pronociceptivo producido por L-cisteina, administrada
en la regién dorsal de la pata posterior derecha de la rata y el efecto preventivo que tiene HA
cuando es administrado junto con L-cisteina en la misma region. La fase | abarca de 0-10 min,
mientras que la fase Il va de los 10-60 min. Abajo: Los datos son expresados en graficas de barras
como el ABC promedio de la fase | y Il calculadas a partir de los cursos temporales mediante el
meétodo de trapezoides * el error estandar de al menos 6 animales en cada grupo experimental.
*Estadisticamente diferente al grupo control (Veh) y *estadisticamente diferente del grupo de L-
cisteina a 100 pg/pata con una p< 0.05 por ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunett.
Abreviaturas: Veh: vehiculo, s.c.: subcutanea, HA: hidroxilamina; Cist: L-cisteina.

64



Participacidn de las enzimas productoras de sulfuro de hidrégeno, cistationin-B-sintasa y
cistationin-y-liasa, en el dolor inflamatorio y neuropdtico en ratas.

Tabla 3. Valores de ABC de las fases | y Il del modelo de formalina, obtenidos con los diferentes
tratamientos farmacolégicos en ratas normoglicémicas.

Formalina

0.5%

96.4+74

305.2+£29.8

1%

127.9+14.2

533.3+31.0

30 113.8+11.4 610.0 + 47.2
100 117.5+13.21 407.4 +55.8

PPG
300 101.7 +13.3 309.2 +30.2*
300CL 159.2+8.0 551.7+35.8
1 136.7 + 18.8 542.1+41.4
10 102.9 £ 10.9 323.8456.3*
A 100 102.5 £ 10.2 307.5+30.1%
100CL 82.5+5.2 560.4 + 26.6

L-cisteina + PPG

100 + 30

53.8+13.4

10 144.6 + 11.0* 390.8 £ 22.0
NaHS 100 135.8 + 18.5* 359.2 +20.8
(enddgeno) 300 167.5 £ 7.7* 624.6 +22.1*
300CL 95.8 5.9 355.8 +28.1

10 89.2+7.6 375.0+27.1

L-cisteina 30 101.7 £ 10.6 510.8 + 42.9*
(exdgeno) 100 1213+4.1 601.3 + 52.0*
100CL 99.2+3.9 349.2 £19.2

183.8 + 37.9*

L-cisteina + HA

100 +1

38.3+5.2

379.2 £39.6*

*Estadisticamente diferente al grupo control. Abreviaturas: PPG: propargilglicina, CL: contralateral,

HA: hidroxilamina, NaHS: sulfhidrato de sodio.
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Tabla 4. Valores de ABC de las fases | y Il del modelo de formalina, obtenidos con los diferentes

tratamientos farmacolégicos en ratas hiperglicémicas.

L-cisteina + PPG

100+0.3

88.8+18.7

0.03 85.0+134 381.5+38.2
PPG 0.3 66.3+15.2 407.4 + 55.8*
30 67.9+8.7 309.2 +30.2*
0.001 116.4+5.1 425.4 £ 20.0
HA 0.01 100.4 £ 9.7 323.3+25.1*
0.1 68.3+5.1 275.4 + 38.7*
0.1 78.8+4.2 483.3 £48.9
NaHS

(endégeno) 1 104.2 £9.5 623.8+28.1
10 135.0+6.7* 684.6 + 23.8*
Lcistein 10 103.8+ 7.7 591.3+479
clsteina 30 142.9+ 12.5% 733.8 + 29.9*

(exdgeno)
100 140.0 £ 13.0%* 705.4 + 65.9*

337.1+£72.3*

L-cisteina + HA

100 + 0.001

94.6 +15.7

540.6 £ 57.8*

*Estadisticamente diferente al grupo control. Abreviaturas: PPG: propargilglicina, CL: contralateral,
HA: hidroxilamina, NaHS: sulfhidrato de sodio.

8.4.Medicién de la alodinia tactil

Con el fin de determinar si los resultados se podian extrapolar a la alodinia,
se evaluaron ratas hiperglicémicas de 9-11 semanas después de haber
administrado estreptozotocina con una dosis del inhibidor de la enzima cistationin-
y-liasa. La administracion intraperitoneal de PPG (50 mg/kg, i.p.), redujo la
alodinia tactil presente en ratas hiperglicémicas tratadas con estreptozotocina. El
efecto antialodinico maximo de PPG se obtuvo 1.5 h después de la administracion
y éste declind en aproximadamente 4 h. En el grupo control de ratas alodinicas, a
las cuales se les administré solucion salina i.p. mantuvieron un umbral de retiro
mecanico menor a 4 g, mientras que las ratas normoglicémicas mostraron un
valor constante de 15 g (Figura 19).
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Figura 19. Curso temporal del efecto antialodinico del inhibidor selectivo de la cistationin-y-iiasa,
PPG (50mg/Kg) en ratas normoglicémicas e hiperglicémicas de 9-11 semanas de haberles
administrado estreptozotocina.

8.5.Medicion de H»S

Con la finalidad de determinar la concentracion de H,S a lo largo de la via
nociceptiva durante el desarrollo de la neuropatia diabética inducida por
estreptozotocina. Se midieron los niveles de H,S en nervio ciatico, GRD, médula
espinal y suero en ratas normoglicémicas y con 2 y 9-11 semanas de haberles
inducido hiperglicemia. En la determinacion de los niveles de H,S en el suero se
encontré que en los tres casos no existe diferencia estadisticamente significativa.
En cuanto a las mediciones en nervio ciatico, GRD y médula espinal se observo
que conforme se desarrolla la neuropatia periférica debida a la hiperglicemia
generada en las ratas, la concentracion de H,S disminuye de manera significativa
respecto a las ratas normoglicémicas (Figura 20).
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Figura 20. Concentracién de H,S en suero, ganglios de la raiz dorsal (GRD, L4-L6), nervio ciatico y
médula espinal de ratas Wistar normoglicémicas e hiperglicémicas de 2 y de 9-11 semanas de
haberles administrado estreptozotocina. Los datos son expresados en graficas de barras como el
la concentracion de H,S promedio + el error estandar de al menos 3 experimentos independientes.
*Estadisticamente diferente al grupo control con una p< 0.05 por ANOVA de una via seguido de la
prueba de Dunett.
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9. ANALISIS DE RESULTADOS

9.1.Prueba de Formalina.

La administracion de 50 pyL de formalina diluida al 0.5% y 1% via
subcutanea en la region dorsal de la pata posterior derecha de ratas hembra,
produjo una conducta nociceptiva bifasica representada por sacudidas y
dependiente de la concentracion de formalina y de el farmaco previamente
administrado. En la fase | se observé un inicio rapido de gran intensidad con una
duracion de 10 minutos aproximadamente, enseguida se observo un periodo de
tiempo de 5 minutos en el cual la rata no mostréo la conducta sugestiva de
nocicepcion (sacudidas). Posterior a este periodo, se inicié la fase Il, la cual
aumenté de manera gradual alcanzando un limite de sacudidas maximo entre los
25 y 40 en formalina diluida al 0.5 y 1 %. Estos cursos temporales concuerdan
con los publicados por Dubuisson y Dennis (1997) y Tjosen et al., (1992). En base
a la literatura se puede argumentar que existe la manifestacion de una conducta
nociceptiva durante la fase | y ésta es consecuencia de la activacion directa de los
nociceptores que se encuentran localizados en las fibras C, mientras que la
conducta nociceptiva evocada en la fase Il, se debe a la liberacion de sustancias
mediadoras del dolor e inflamacidn tanto en el sistema nervioso periférico, como a
nivel espinal, dando origen a proceso de sensibilizacién de la via nociceptiva
(Hunskaar y Hole, 1987; Tjolsen et al., 1992).

La administracion de formalina en la pata de la rata evoca diferentes
conductas nociceptivas que pueden ser cuantificadas, como morder su pata,
lamérsela, sacudirla o mantenerla levantada. Debido a que la conducta de
sacudidas es el parametro mas utilizado para medir la intensidad del dolor
(Dubuisson y Dennis,1977). Ademas, de que la conducta de sacudidas es mas
ritmica y constante durante el periodo de observacion que las otras conductas, las
cuales son mas esporadicas. Por estas razones, en el presente trabajo se decidio
cuantificar la conducta de sacudidas.
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9.2.Efecto de los inhibidores enzimaticos.

En el presente trabajo se valoro si la inhibicion de las enzimas productoras
de H,S (cistationin-y-liasa y cistationin-B-sintasa) a nivel periférico local disminuia
el efecto pronociceptivo evocado por el H,S en ratas normoglicémicas e
hiperglicémicas en el modelo de formalina. Para este propdsito se emplearon los
inhibidores PPG para la enzima cistationin-y-liasa (Qu et al., 2008; Lee et al.
2008) e HA para la enzima cistationin-3-sintasa (Guang-Yin Xu., et al. 2009).

A nivel periférico local, la administracion subcutanea del inhibidor de la
enzima cistationin-y-liasa (PPG) produjo un efecto antinociceptivo de manera
dependiente de la dosis en la fase Il de la prueba de la formalina al 1%.
Alcanzando diferencia estadistica a la dosis de 300 pg/pata en ratas
normoglicémicas. Ademas, la administracion contralateral de PPG a la dosis mas
alta empleada a nivel periférico local no modificd la conducta nociceptiva de
formalina sugiriendo un efecto antinociceptivo local y no sistémico a las dosis
administradas. En el mejor de nuestro conocimiento, ésta es la primera evidencia
que se tiene referente al efecto antinociceptivo de PPG a nivel periférico local. De
acuerdo con nuestros datos y los datos de Lee y colaboradores (2008) se
administraron 50 mg/Kg de PPG via intraperitoneal 30 minutos antes de la
administracion en el dorso de la pata derecha de formalina a diferentes
concentraciones (0.625, 1.25 y 5 %). Este protocolo dio como resultado una
inhibicion de la conducta de sacudidas con formalina al 5%, pero no con formalina
al 0.625 o 1.25%, durante la fase I, lo que sugiere que el efecto de este gas
depende en gran medida de la intensidad del estimulo. Con el mismo objetivo, se
llevd a cabo la administracion de PPG con formalina al 0.5% en ratas
hiperglicémicas. Se decidio utilizar formalina al 0.5% en esta ratas debido a que la
hiperglicemia induce una sensibilizacion en las terminales periféricas nerviosas
distales (patas). En esta condicion, PPG también disminuyéd de manera
dependiente de la dosis el numero de sacudidas evocadas por formalina durante
la fase Il, pero no en la fase |, de la prueba. Sin embargo, en las ratas
hiperglicémicas la diferencia estadistica observada en la fase Il se presenté a las
dosis de 0.3 y 30 pg/pata, lo que representa una dosis de 100 a 1000 veces
menor en comparacion con las ratas normoglicémicas. Estos resultados sugieren
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que durante el desarrollo de la neuropatia diabética la enzima cistationin-y-liasa
se vuelve mas sensible a la inhibicion por PPG.

Por otro lado se administro HA (inhibidor de la enzima cistationin-B-sintasa)
en ratas normoglicémicas en un rango de dosis de 1 a 100 ug/pata; en la fase | no
se observo la disminucién de la conducta nociceptiva, no obstante, en la fase Il se
observaron respuestas estadisticamente significativas en las dosis de 10 y 100
Mg/pata. En la administracion contralateral, no hubo wuna respuesta
estadisticamente significativa respecto al grupo control, esto nos da a entender
que el efecto antinociceptivo producido por HA en la pata posterior derecha es
local y no sistémico a las dosis administradas. Por su parte, la administracion
periféerica local de HA en ratas hiperglicémicas so6lo mostré un efecto
antihiperalgésico dependiente de la dosis en la fase Il de la prueba de formalina al
0.5% a las dosis de 0.01 y 0.1 yg/pata. Nuevamente, las ratas hiperglicémicas
requirieron una dosis 1000 veces menor de HA respecto a las ratas
normoglicémicas. Es necesario destacar que este es el primer estudio donde se
evalua la participacidon nociceptiva local de la enzima cistationin--sintasa en la
prueba de formalina. Al igual que con la enzima cistationin-y-liasa, los resultados
sugieren que la enzima cistationin-B-sintasa se sensibiliza a la inhibicion de HA
durante el desarrollo de la neuropatia distal inducida por estreptozotocina.

En resumen, la inhibicién de las enzimas cistationin-y-liasa y cistationin-3-
sintasa disminuye la conducta nociceptiva evocada por formalina en ratas
normoglicémicas e hiperglicémicas. Los resultados nos indican que la inhibicion
de las enzimas productoras de H2S son potenciales blancos terapéuticos en el
tratamiento del dolor inflamatorio y de la neuropatia periférica asociada a la
diabetes.

9.3.Donadores de H,S

Con el objetivo de determinar la participaciéon del H,S en el dolor
inflamatorio y en el neuropatico inducido por estreptozotocina se llevé a cabo la
administracion de los donadores de H,S, NaHS y L-cisteina en ratas
normoglicémicas e hiperglicémicas (Kawabata et al,. 2007). EI NaHS es un
donador exdgeno de H,S ya que en agua se disocia en HS™ + Na*, el HS  una vez
disociado entra en equilibrio con H* para formar un 30% de H,S respecto a la
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dosis administrada de NaHS (Lee et al., 2008). En el presente estudio, NaHS
aumentoé el numero de sacudidas de manera dependiente de la dosis en ambas
fases de la prueba de formalina al 0.5% en ratas normoglicémicas. El efecto
pronociceptivo observado con NaHS fue local ya que la administracion
contralateral de este farmaco no produjo una respuesta nociceptiva
estadisticamente diferente al grupo control. Ademas, la administracion de NaHS
indujo por si mismo conductas nociceptivas en el dorso de la pata derecha ya que
en el intervalo de tiempo entre la administracion de NaHS y la administracion de
formalina al 0.5% (10 min) se observaron lamidas y sacudidas, sobre todo a la
dosis de 300ug/pata. Con respecto a las ratas hiperglicémicas, NaHS produjo un
efecto hiperalgésico estadisticamente diferente en ambas fases a la dosis de 10
Mg/pata. Esta dosis fue igual en la fase | y 30 veces menor en la fase Il, respecto
a la dosis que induce un efecto significativo en ratas normoglicémicas. Estos
resultados estan en linea con lo reportado por Lee y colaboradores en 2008, en
donde la conducta nociceptiva evocada por formalina al 1.25%, se incrementa a
niveles observados con formalina al 5%, cuando se coadministra con NaHS.

Ademas, la evidencia creciente sugiere que el H,S estimula fibras
nociceptivas sensibles a capsaicina (Patacchini et al., 2005) induciendo la
liberacion de neuropéptidos como la neurocinina A, la sustancia P y el CGRP
(Patacchini et al., 2004; Trevisani et al., 2005). Siendo asi un blanco efectivo para
la disminucion del dolor crénico. En este sentido, Kawabata et al. (2007) mostro
en animales que la inyeccion intraplantar de NaHS o L-cisteina produce
hiperalgesia mecanica a través de la activacion de canales de Ca** tipo T. Estos
datos fueron comprobados por Matsunami et al. (2009) en un modelo de dolor
visceral concluyendo que la hiperalgesia y alodinia observadas en este modelo se
deben a que el NaHS a 1.5 mM refuerza las corrientes de estos canales de Ca®,
pero no de los canales de Ca®* tipo L. Asimismo, se ha demostrado que el H,S
activa de manera preferencial fibras aferentes primarias sensibles a capsaicina
(Patacchini et al., 2005). En sintesis, nuestros datos concuerdan con la mayoria
de la literatura que le confiere al H,S un papel pronociceptivo.

Por su parte, L-cisteina (sustrato de las enzimas que sintetizan H,S) fue
administrado a las dosis de 10, 30 y 100 pg/pata, las cuales produjeron un
aumento en el numero de sacudidas de manera dependiente de la dosis en la
fase Il, pero no en la fase |, de la prueba. La diferencia estadistica observada en

72



Participacidn de las enzimas productoras de sulfuro de hidrégeno, cistationin-B-sintasa y
cistationin-y-liasa, en el dolor inflamatorio y neuropdtico en ratas.

la fase Il se presento a las dosis de 30 y 100 yg/pata. Dicho efecto fue local y no
sistémico como lo demuestra el grupo contralateral de 100 ug/pata. Estos datos
van en el mismo sentido de lo reportado por Kawabata et al. (2007), quién mostré
en animales que la inyeccion intraplantar de L-cisteina producia hiperalgesia
mecanica a través de la activacién de canales de Ca*". Por otro lado, en el
tratamiento a las ratas hiperglicémicas, el efecto hiperalgésico con L-cisteina se
observé en ambas fases de la prueba de formalina para las dosis de 30 y 100
Mg/pata. Aunque L-cisteina inhibid la conducta nociceptiva en la fase |l del modelo
de formalina a las mismas dosis en ratas normoglicémicas e hiperglicémicas,
podemos decir; que la igual que con los inhibidores enzimaticos y con NaHS,
hubo una sensibilizacidén del sistema nociceptivo en el desarrollo de la neuropatia
diabética ante la presencia de H,S, ya que la concentracion de formalina utilizada
en ratas con diabetes experimental es mas baja que la utilizada en ratas
normoglicémicas. Ademas, L-cisteina aumento la conducta nociceptiva en la fase
1 del modelo de formalina en ratas hiperglicémicas, pero no en normoglicémicas.

En resumen el incremento de H,S en la terminal nerviosa periférica, ya sea
de manera exdgena o endogena, tiene un efecto pronociceptivo local en el dolor
inflamatorio y en la neuropatia diabética.

9.4.Coadministracion de los inhibidores enzimaticos de H,S con L-
cisteina, a nivel periférico local en el dolor inducido por formalina

Con la finalidad de demostrar que el efecto producido por la L-cisteina se
debia a la produccion de H,S a partir de este aminoacido y no a la accion directa
de L-cisteina sobre los nociceptores, se llevaron a cabo coadministraciones de L-
cisteina con los inhibidores enzimaticos PPG e HA. En ratas normoglicémicas,
dosis inefectivas de PPG (30 pg/pata) o HA (1 pg/pata) previnieron de manera
significativa el efecto pronociceptivo evocado por L-cisteina (100 ug/pata) en la
fase Il del modelo de formalina al 0.5%. De igual manera, el efecto hiperalgésico
inducido por L-cisteina (100 pg/pata, -20min), en la pata posterior derecha de la
rata, fue prevenido por la administracion periférica local de los inhibidores PPG
(0.03 ug/pata, -10 min) e HA (1 ng/pata, -10 min), en ambas fases del modelo de
formalina al 0.5% en ratas hiperglicémicas de 2 semanas, Los resultados nos
indican que el efecto pronociceptivo evocado por L-cisteina en ratas
normoglicémicas e hiperglicémicas es prevenido cuando se inhibe la produccion
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de H,S por las enzimas cistationin-y-liasa y cistationin-B-sintasa. Es necesario
indicar que no existen estudios similares previos, siendo estos los primeros
resultados en demostrar la participacion periférica local de ambas enzimas
productoras de HyS en la nocicepcion inducida por formalina de ratas
normoglicémcias e hiperglicémicas. En resumen el efecto pronociceptivo de L-
cisteina es prevenido por un tratamiento de PPG o HA.

9.5.Medicién de alodinia tactil.

La administracion intraperitoneal de PPG (50 mg/kg, i.p.) redujo la alodinia
tactil presente en ratas hiperglicémicas tratadas con estreptozotocina de 9 — 11
semanas. El efecto antialodinico maximo de PPG se obtuvo 1.5 h después de la
administracién y éste declind en aproximadamente 4 h. En el grupo control de
ratas alodinicas, a las cuales se les administro solucion salina i.p., mantuvieron un
umbral de retiro mecanico menor a 4 g, mientras que las ratas normoglicémicas
mostraron un valor constante de 15 g. Este experimento fue realizado con el fin de
determinar si los resultados se podian extrapolar a la alodinia generada por
hiperglicemia. No existen estudios anteriores a este, siendo el primero de su tipo.
Los resultados nos sugieren que la inhibicion de la CSE, enzima productora de
H,S, puede ser un blanco terapéutico para la inhibicion de neuropatias asociadas
a la diabetes.

9.6.Medicion de H,S.

Se midieron los niveles de HyS en nervio ciatico, GRD, médula espinal y
suero en ratas normoglicémicas y con 2 y 9-11 semanas de haberles inducido
hiperglicemia. En la determinacion de los niveles de H,S en el suero, se encontrd
que en los tres casos no existe diferencia estadisticamente significativa. En este
sentido, Yusuf et al. (2005) demostraron que aunque la concentracién plasmatica
de H,S no cambia en ratas diabéticas, su produccion por homogenados
pancreaticos y hepaticos se encuentra incrementada, lo que podia ocurrir en
nuestro caso en GRD, nervio ciatico o médula espinal.

En este sentido, se llevaron a cabo las mediciones en nervio ciatico, GRD y
médula espinal, en estos tejidos y contrario a lo que se esperaba inicialmente, se
observd que conforme se desarrolla la neuropatia periférica debida a la
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hiperglicemia generada en las ratas, la concentracion de H>S disminuye de
manera significativa respecto a las ratas normoglicémicas. Hasta la fecha no
existen mediciones de concentracion de H,S en ratas alodinicas, siendo estos los
primeros estudios realizados para este caso. En cuanto a las ratas
normoglicémicas, Lee y colaboradores (2008) encuentran una disminucién en la
médula espinal cuando formalina al 5 % es administrada. Los autores en este
articulo discuten que el efecto paraddjico observado se debe a que al disminuir
H>S en los tejidos, se libera la inhibicion que produce este gas sobre la expresion
de citocinas, factores de crecimiento y moléculas inflamatorias. Si bien, durante el
desarrollo de la neuropatia periférica aumenta la expresion de estos factores,
pensamos ademas que la via nociceptiva se sensibiliza ante la presencia de H,S,
como lo demuestran nuestros datos farmacoldgicos. En este sentido, es posible
que durante el desarrollo de la neuropatia periférica asociada a la diabetes, el H,S
reaccione con diversos canales ionicos ricos en cisteinas para modificar su
conformacion, y volverlos mas sensibles al efecto de este gas o a la estimulacion
nociceptiva. Se propone que los canales de la familia TRP como el TRPV1 o el
TRPA1 podrian ser blancos farmacolégicos del H,S, ya que estos canales
contienen cisteinas capaces de reaccionar con electréfilos (Macpherson et al.,
2007). Ademas, es muy probable que los canales de Ca?" tipo T, también sufran
cambios conformacionales por la accion del H,S sobre ellos. De igual manera, las
enzimas productoras de H,S podrian estar siendo sensibilizadas o estar sufriendo
una regulacién a la baja durante el desarrollo de la neuropatia diabética, ya que
estas enzimas se vuelven mas suceptibles a la inhibicion farmacolégica. No
obstante, para demostrar cual es la razon de su sensiblizacién ante los inhibidores
usados en el presente estudio, se requieren estudios posteriores que midan la
expresion y la actividad enzimatica de la cistationin-y-liasa y cistationin-B-sintasa
durante el desarrollo de la neuropatia.

En conclusion, hasta la fecha no existen estudios que demuestren el papel
que juegan el H,S y las enzimas principales que lo sintetizan en el desarrollo de la
neuropatia periférica asociada a la diabetes, por lo que esta es la primer evidencia
que muestra de manera conductual el efecto pronociceptivo evocado por H,S y el
potencial terapéutico que podria tener la inhibicion de las enzimas productoras de
H,S en el tratamiento de este padecimiento.
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10. CONCLUSIONES

10.1. Conclusiones particulares.

Los inhibidores selectivos de las enzimas productoras de H,S (PPG e HA)
disminuyeron la conducta nociceptiva de sacudidas en ratas normoglicémicas e
hiperglicémicas de 2 semanas, cuando se administraron como pretratamiento en
el modelo conductual de la formalina al 1%.

Las ratas hiperglicémicas necesitaron dosis 1000 veces menores de ambos
inhibidores, respecto a las ratas normoglicémicas, para generar diferencias
estadisticas respecto al grupo control.

Los donadores exdgeno (NaHS) y enddgeno (cisteina) de H,S aumentan la
conducta nociceptiva de sacudidas en ratas nomoglucemicas e hiperglucemicas
de 2 semanas cuando se administran como pretratamiento en el modelo
conductual de la formalina al 0.5%.

Las dosis necesarias de los donadores de H,S para producir
pronocicepcion en el modelo de formalina, fueron similares en ratas
normoglicémicas e hiperglicémicas.

En las administraciones conjuntas de L-cisteina + PPG y L-cisteina + HA,
los inhibidores enzimaticos fueron capaces de prevenir el efecto pronociceptivo
evocado por la L-cisteina de manera periférica local en ratas normoglicémicas e
hiperglicémicas de 2 semanas.

La administracion de PPG de manera sistémica redujo significativamente la
alodinia tactil en ratas hiperglicémicas de 9-11 semanas de haberles inducido esta
condicion con estreptozotocina.

Los niveles de H,S disminuyeron en el nervio ciatico, los GRD y la médula
espinal conforme se desarroll6 la neuropatia diabética.
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10.2. Conclusion General.

Los datos indican que el HyS juega un papel pronociceptivo en el dolor
inflamatorio y la neuropatia diabética en ratas nomoglicémicas e hiperglicémicas,
respectivamente. Ademas, durante el desarrollo de la neuropatia diabética parece
haber mecanismos de sensibilizacion que exacerban la respuesta pronociceptiva
a este gas. Estos datos nos sugieren que la inhibicion de las enzimas cistationin-
y-liasa y cistationin-B-sintasa, podria ser dos blancos terapéuticos novedosos
para el tratamiento del dolor inflamatorio y la neuropatia diabética en seres
humanos.
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11. PROPUESTAS Y RECOMENDACIONES.

Demostrar mediante técnicas para la deteccion de proteinas
(inmunohistoquimica y western blot) la presencia de las enzimas cistationin-y-liasa
y cistationin-B-sintasa a lo largo de la via nociceptiva.

Medir la actividad enzimatica de la cistationin-y-liasa y cistationin-B-sintasa
en ganglios de la raiz dorsal y médula espinal de ratas normoglicémicas y ratas
diabetizadas (hiperglicemicas) con estreptozotocina durante el desarrollo de la
neuropatia diabética.

Identificar los blancos moleculares en los cuales el H2S actua para producir
su efecto pronociceptivo en ratas normoglicémicas e hiperglicémicas
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