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RESUMEN

La eritropoyetina (EPO) es una citocina requerida para promover la proliferacion y
diferenciacion de células eritroides, pero se ha reportado que actia como una
citocina pleiotropica mas alla de su accién hematopoyética. Se sabe que la EPO
induce antihiperalgesia y antialodinia en modelos de dolor neuropatico inducido
por lesion cronica de constriccion del nervio ciatico, transeccion del nervio espinal
L5 y aplastamiento del nervio espinal L5. Sin embargo, este papel en el dolor
nociceptivo inducido por formalina en ratas no diabéticas y alodinia en ratas
diabéticas, asi como los posibles mecanismos de accién no estan todavia
establecidos. La propuesta de este estudio fue determinar el efecto antinociceptivo
en ratas no diabéticas y el efecto antialodinico en ratas diabéticas de EPO.
Ademas, determinar la posible participacion de NF-kB, via ON-GMPc-Katp,
sistema serotoninérgico y sistema opioidérgico en estos efectos. El
comportamiento nociceptivo se midié utilizando la prueba de formalina en ratas no
diabéticas, mientras que para la alodinia mecanica se utilizaron los filamentos de
von Frey por el método de arriba-abajo en ratas diabéticas. Para evaluar el efecto
antinociceptivo y antialodinico de EPO este fue administrado intraperitonealmente
en dosis crecientes (500, 1000, 2000, 4000 Ul/kg). Mientras que, para determinar
los mecanismos de accion involucrados en los efectos analgésicos de EPO, se
midieron las concentraciones séricas de NF-kB después de la administracion de la
dosis mas efectiva de EPO implementando la técnica de ELISA. Ademas, esta
dosis fue administrada junto con L-NAME (0.1, 1 mg/kg, inhibidor de la sintesis de
oxido nitrico), D-NAME (1 mg/kg, isoforma inactiva de L-NAME), glibenclamida (1,
10 mg/kg, bloqueador de canales de K* sensible a ATP), metiotepina (0.01, 0.1
mg/kg, antagonista no selectivo del receptor para 5-HT) o naloxona (1 mg/kg,
antagonista no selectivo para el receptor opioide). La administracion sistémica de
EPO previno la nocicepcion en la fase Il del modelo de formalina en ratas no
diabética y la alodinia tactil en ratas diabéticas de manera dosis dependiente.
Asimismo, la inyeccién intraperitoneal de EPO disminuyo6 significativamente los
niveles séricos de NF-kB durante la prueba de formalina y alodinia tactil en ratas
no diabéticas y diabéticas, respectivamente. La antinocicepcion y antialodinia
mostrada por EPO fue revertida por administracion intraperitoneal de L-NAME (1
mg/kg) y glibenclamida (1, 10 mg/kg). También, metiotepina (0.1 mg/kg), pero no
naloxona (1 mg/kg) revirtié el efecto antinociceptivo y antialodinico inducido por
EPO. Estos datos sugieren que la administracién de EPO produce antinocicepcion
en ratas no diabéticas y antialodinia en ratas diabéticas. Ademas, el efecto
antinociceptivo y antialodinico de la EPO podria estar mediado en parte por la
disminucién de la expresion de NF-kB, la activaciéon de la via ON-GMPc-Katp v la
activacion de los receptores 5-HT4/5 del sistema serotoninergico.
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ABSTRACT

Erythropoietin (EPO) is a cytokine required to promote the proliferation and
differentiation of erythroid cells, but it has been reported to act as a pleiotropic
cytokine beyond its hematopoietic function. EPO is known to induce
antihiperalgesia and antialodinia in models of neuropathic pain induced by chronic
sciatic nerve constriction injury, L5 spinal nerve transection and L5 spinal nerve
crush. However, this role in nociceptive pain induced by formalin in non-diabetic
rats and allodynia in diabetic rats, as well as the possible mechanisms of action are
not yet established. The purpose of this study was to determine the antinociceptive
effect in non-diabetic rats and the antiallodynic effect in diabetic rats of EPO. In
addition, to determine the possible participation of NF-kB, NO-GMPc-Katp pathway,
serotoninergic system and opioidergic system in these effects. The nociceptive
behavior was measured using the formalin test in non-diabetic rats, whereas for
the mechanical allodynia were used the von Frey filaments by the up-down method
in diabetic rats. To evaluate the antinociceptive and antiallodynic effect of EPO,
this was administered intraperitoneally in increasing doses (500, 1000, 2000, 4000
IU/kg). Meanwhile, to determine the mechanisms of action involved in the
analgesic effects of EPO, serum concentrations of NF-kB were measured after the
most effective dose administration of EPO through the implementation of the
ELISA technique. Furthermore, this dose of EPO was coadministered with L-NAME
(0.1, 1 mg/kg, inhibitor of nitric oxide synthesis), D-NAME (1 mg/kg, inactive
isoform of L-NAME), glibenclamide (1, 10 mg/kg, ATP-sensitive K* channel
blocker), methiothepin (0.01, 0.1 mg/kg, non-selective 5-HT receptor antagonist) or
naloxone (1 mg/kg, non-selective antagonist for the opioid receptor). Systemic
administration of EPO prevented nociception in phase Il of the formalin test in non-
diabetic rats and tactile allodynia in diabetic rats in a dose-dependent manner.
Likewise, intraperitoneal injection of EPO significantly decreased serum levels of
NF-kB during the formalin test and tactile allodynia in non-diabetic and diabetic
rats, respectively. The antinociception and antiallodynia exhibited by EPO were
reversed with the intraperitoneal administration of L-NAME (1 mg/kg) and
glibenclamide (1.0 mg/kg). Moreover, methiothepine (0.1 mg/kg), but not naloxone
(1 mg/kg) reversed the antinociceptive and antiallodynic effect induced by EPO.
These data suggest that the administration of EPO produces antinociception in
non-diabetic rats and antiallodynia in diabetic rats. Also, the antinociceptive and
antiallodynic effect of EPO could be mediated in part by the decrease in the
expression of NF-kB, activation of NO-GMPc-Katp pathway and activation of 5-
HT4/5s receptors of serotoninergic system.

vi
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1. INTRODUCCION

1.1. Dolor

El dolor es una sensacion fisiolégica de alerta que ayuda a prevenir un dafno que
amenaza a nuestra sobrevivencia y/o bienestar, permitiendo al individuo
reaccionar apropiadamente y minimizar sus efectos. Ademas, como una sensacion
desagradable resulta en una estrategia conductual compleja para evitar futuro
contacto con un estimulo semejante. Sin embargo, en algunos sindromes clinicos,
puede incrementar espontaneamente en ausencia aparente de un dafo al nervio
periférico o una respuesta exagerada y prolongada a una lesion. En este sentido,
la asociacion internacional para el estudio del dolor (IASP) lo define como una
“‘experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada a un dafio tisular real o
potencial que se relaciona de manera directa con la intensidad de dicho dafio”
(IASP, 1986).

1.1.1. Clasificacion del dolor
El dolor no es una entidad sensorial homogénea y por lo tanto se ha clasificado en

dos categorias: adaptativo y mal adaptativo. El adaptativo contribuye a la
supervivencia del organismo, protegiéndolo contra dafio o promoviendo su
recuperacion. En contraste, el mal adaptativo es una expresion de la accion
patolégica del sistema nervioso; éste como una enfermedad. También, la
clasificacién puede variar de acuerdo a su intensidad (leve, moderada o severa),
cualidad (punzante, quemante o lancinante), duracion (transitorio, intermitente o
persistente) y referencia (superficial o profunda, localizada o difusa). Sin embargo,
la clasificacion mas aceptada es de acuerdo a su mecanismo neurobioldgico;

nociceptivo, inflamatorio, neuropatico y funcional (figura 1).
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El nociceptivo se presenta en respuesta a un estimulo nocivo; el inflamatorio, es
espontaneo con hipersensibilidad en respuesta al dafo tisular e inflamacion; el
neuropatico, es espontaneo con hipersensibilidad en asociacién con dafio o lesién
del sistema nervioso; y el funcional, es una hipersensibilidad como resultado del
procesamiento central anormal (Woolf, 2004).

1.1.2. Nocicepcion

La nocicepcion es el mecanismo sensorial del dolor, el cual estd constituido por
cuatro procesos fisiologicos: transduccion, transmision, modulacion y percepcion
(Woolf, 2004) (figura 2).

1) Transduccion. Describe la conversion de un estimulo nocivo térmico,
mecanico o quimico en sefales eléctricas en las terminales nerviosas
periféricas.

2) Transmision: Es la propagacion de las sefiales eléctricas a lo largo de las
vias nociceptivas hasta la asta dorsal de la médula espinal.

3) Modulacion. En la asta dorsal de la médula espinal se entrecruzan diversos
tipos de terminaciones nerviosas que liberan neurotransmisores que alteran
la sefial nociceptiva, inhibiendo o amplificando dicha sefal.

4) Percepcion. Proceso por el cual se integran los impulsos nociceptivos con
factores cognitivos y emocionales para crear la experiencia subjetiva del

dolor.

1.1.3. Nociceptores
Los nociceptores son ramificaciones especializadas de fibras nerviosas sensitivas

que al responder a estimulos térmicos, mecanicos o quimicos (Raja y cols., 1988)
se sensibilizan e inducen la aparicién de la conducta dolorosa. La capacidad
esencial de un nociceptor es diferenciar entre un estimulo inocuo de otro nocivo.
Anatémicamente, los cuerpos celulares de los nociceptores se encuentran en el
ganglio de la raiz dorsal donde emergen dos proyecciones, una se dirige hacia la
periferia donde se ramifican en piel y otras estructuras (terminacion periférica) y la
otra proyecta con sus ramas centrales a la médula espinal a través de las raices

dorsales terminando en la sustancia gris de la asta dorsal (terminacion central).
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Figura 1. Clasificacién del dolor (Modificado de Woolf, 2004).
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Figura 2. Los cuatro procesos fisioldgicos que integran la nocicepciéon (Modificado de Costigan y
cols., 2009).

Las terminales centrales hacen sinapsis con neuronas de segundo orden
localizadas en el asta dorsal de la médula espinal (Sorkin, 1997). En funcion de
sus caracteristicas fisioldgicas se distinguen tres grupos de nociceptores: fibras A
son gruesas, mecanosensibles, mielinizadas y de conduccion rapida (30-100 m/s);
fibras Ad son delgadas, mecanotérmicas, mielinizadas y de conduccion intermedia
(12-30 m/s); fibras C son delgadas, polimodales (responden a estimulos térmico,
mecanico o quimico), no mielinizadas y de conduccién lenta (0.5-2 m/s) (Julius y
Basbaum, 2001).




el Universidad Juarez Auténoma de Tabasco
Division Académica de Ciencias de la Salud

En condiciones fisiolégicas normales las fibras C y Ad transmiten la informacion
nociceptiva, mientras que las fibras AR detectan estimulos inocuos y no estan
involucradas en el procesamiento del dolor. Las fibras AB terminan en las laminas
I, 1V, V y VI, las fibras Ad finalizan en las laminas | y V, mientras que las fibras C
concluyen principalmente en la lamina Il (Sorkin, 1997).

1.1.4. Transmisién nociceptiva

1.1.4.1. Sensibilizacion periférica
En condiciones fisiologicas el dafio celular o inflamacion induce la liberacion de

contenidos intracelulares de las células dafiadas, como adenosin trifosfato (ATP),
iones hidrogeno (H*) y potasio (K*). Ademas, células inmunitarias (macréfagos,
mastocitos, neutrdfilos, etc.) reclutadas en el sitio del dafio producen y liberan
aminas (serotonina, noradrenalina, histamina), citocinas (interleucina 1 beta (IL-1p3),
interleucina 6 (IL-6)), eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos), cininas
(bradicinina) y factor de crecimiento neuronal (NGF). Algunos de estos factores
activan receptores especificos localizados en la terminal del nociceptor
promoviendo la activacién de proteina cinasa A (PKA), proteina cinasa C (PKC),
proteina cinasa dependiente de calcio/calmodulina, fosfoinositida 3-cinasa (PI3K),
proteina cinasa activada por mitdgenos (MAPK) y otras cascadas de sefalizacion.
Estas cinasas fosforilan canales de Ca2*, Na* y disminuyen las corrientes de K*.
Por otra parte, NGF se une a receptores tirosina cinasa A del factor de crecimiento
neuronal (TrkA) e incrementa la sintesis y liberacion de sustancias sensibilizantes
(sustancia P, péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF)) desde la terminal periférica
manteniendo estimulada a las células inmunitarias e induciendo la extravasacion

plasmatica y la vasodilatacion (Yaksh y cols., 2015).

Asimismo, el complejo NGF/TrkA incrementa la regulacion de receptores de
potencial transitorio V1 (TRPV1) que se activan por calor nocivo (42°C), pero una
vez que las terminales periféricas de los nociceptores se sensibiliza se activan a
temperatura ambiente (Costigan y Woolf, 2000). La sumatoria de todos estos

efectos provoca la sensibilizacion periférica (figura 3).
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Figura 3. Sensibilizacion periférica. Cuando existe un estimulo nocivo en el tejido hay liberacion de
mediadores quimicos por parte de células inmunitarias que activan receptores especificos
ubicados en la terminal periférica del nociceptor. La activacion de estos receptores induce la
activacion de segundos mensajeros (PKA, PKC), abertura de canales idnicos (Na*, Ca?*) e
incremento en la regulacion de algunos genes (SP, CGRP, BDNF) que contribuyen al aumento de
la excitabilidad.

1.1.4.2. Sensibilizacion central
Evidencias experimentales sugieren que el estimulo periférico conduce en la

terminal central del nociceptor la liberacion glutamato que actua sobre receptores
localizados en la membrana de las neuronas postsinapticas de segundo orden. El
glutamato ya sea liberado por las fibras Ad o C se une a receptores ionotrépicos
NMDA (N-metil-D-aspartato) y AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasol-
propionico) permitiendo la entrada de Ca2* y Na*. También, activa receptores
metabotrépicos especificos para glutamato (mGIuRs) induciendo la activacion de
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y la via inositol 1, 4, 5 trifosfato (IP3)-

diacilglicerol (DAG) incrementando la actividad de PKA y PKC, respectivamente.
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Ademas, puede actuar de manera retrograda en mGIluRs localizados en la
membrana de la neurona presinaptica llevando a la liberacion de sustancia P que
activa receptores de neurokinina 1 (NK-1) en la neurona postsinaptica
contribuyendo a la activacion de PKA (Latremoliere y Woolf, 2009; Osikowicz y
cols., 2013). La actividad de PKA y PKC a través de la activacion de los receptores
metabotropicos conduce a un aumento en la concentracion de Ca?* intracelular en
la neurona postsinaptica que contribuye a la formacion de potenciales de accion
que abren canales de Ca?* y Na* sensibles a voltaje. También, el incremento de
Ca?* intracelular activa la sintasa de 6xido nitrico (SON) y la posterior produccién
de oxido nitrico (ON) (Kanwar y cols., 2009). Todos estos factores actuan de
manera sinérgica para generar la sensibilizacion central durante la hiperalgesia y

alodinia (figura 16).

Una vez que la informacion nociceptiva se transmite de las fibras aferentes a las
neuronas de segundo orden del asta dorsal de la médula espinal, los axones de
estas neuronas cruzan el cuadrante anterolateral contralateral para formar los
tractos ascendentes: espinoreticular, espinoencefdlico y espinomesenfalico.
Posteriormente, los tractos ascendentes proyectan la informacion nociceptiva
hacia las areas limbicas y talamicas, que finalmente transmiten la informacion
nociceptiva a diversas regiones corticales como la corteza somatosensorial, la
corteza del cingulo anterior y la corteza insular que influyen en diferentes aspectos

de la experiencia del dolor (Scholz y Woolf, 2002).

También, la informacidn nociceptiva viaja de centros superiores del cerebro y
activa las vias descendentes inhibitorias y facilitadoras del dolor, que consisten en
la activacidon de las neuronas de la sustancia gris periacueductal (PAG) que a su
vez induce la excitacion de las neuronas de la médula rostroventromedial (RVM).
Las poblaciones neuronales de la RVM incluyen neuronas serotoninérgicas,
noradrenérgicas, gabaérgica y glicinérgica que proyectan haciendo sinapsis con
neuronas del asta dorsal de la médula espinal donde liberan sus respectivos
neurotransmisores que se han asociado con la inhibicién de la informacion

nociceptiva (Hossaini y cols., 2012; Wei y cols., 2010).
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1.2. Factor nuclear kappa B (NF-kB)
NF-kB pertenece a la familia de proteinas REL; esta proteina puede estar presente

como homodimero o heterodimero y contiene las subunidades p65, p50, p52,
RelB y c-Rel (Hayden y Ghosh, 2011). En su estado inactivo, NF-kB esta unido en
el citoplasma a los inhibidores de kB (IkB). NF-kB se activa por fosforilacion de
IkB. Como resultado, IkB libera el complejo p65/p50, el cual posteriormente se
trasloca al nucleo para regular la transcripcién de citocinas pro-inflamatorias (IL-1,
IL-6, TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa)), moléculas de adhesion celular
(CAM) y enzimas como SON y COX-2 (ciclooxigenasa-2) (He y King, 2004).

De manera interesante se ha sugerido que el incremento de TNF-a puede ser
responsable de la sobrerregulacion de Navi.7 en el ganglio de la raiz dorsal de
ratas con neuropatia diabética a través de la activacién de NF-kB (Huang y cols.,
2014), por lo que la regulacién génica de estos canales podrian estar participando
en el dolor inflamatorio y en la neuropatia diabética dolorosa. La activacién de NF-
KB esta regulada por diversos estimulos como son citocinas proinflamatorias, ON,
radicales libres, estrés oxidativo y otros (lipopolisacarido bacteriano y virus)
(Lawrence, 2009) (figura 15-16).

NF-kB en humanos esta implicada en una variedad de condiciones de dolor como
la artritis reumatoide, la migrafia y la lesion nerviosa (Niederberger y Geisslinger,
2008). En modelos animales de dolor inflamatorio y neuropatico se ha observado
una sobreexpresion de NF-kB en los ganglios de la raiz dorsal y la médula espinal
(Ledeboer y cols., 2005; Lee y cols., 2011). El dolor provocado por la inflamacién
se atenua con la desactivacion de p50 (Niederberger y cols., 2007), el
silenciamiento génico de p65 (Luo y cols., 2014) o la administracion de un
inhibidor del proteosoma que evita la disociacion de IkB y la posterior liberacion de
pS0 y p65 (Ahmed y cols., 2017). De manera similar, después de una lesion
nerviosa el dolor se revierte mediante la administracion de un sefuelo de NF-kB
que evita que NF-kB activada se una a un fragmento de ADN consenso e inicie la

transcripcién (Inoue y cols., 2006).
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1.3. Via ON-GMPc-Kartp
Intracelularmente la SON genera ON por el catabolismo de L-arginina o L-citrulina.

Existen 3 diferentes isoformas de SON: la isoforma neuronal (SONn) y endotelial
(SONe), son reguladas por las concentraciones de Ca?* intracelular, mientras que
la forma inducible (SONi), depende de otros factores como el NF-kB (Cury y cols.,
2011; Forstermann y Sessa, 2012). Se ha reportado, que el ON es importante en
la regulacién de la actividad de COX-2 y la posterior produccién de prostaglandina
E2 (PGE2). El ON puede estar regulando indirectamente a COX-2, ya que se sabe
que COX-2 es sobreregulada por NF-kB, el cual es inducido por ON (Hosseini y
Abdollahi, 2013) (figura 15-16). También, el ON puede aumentar la liberacion de
sustancia P desde la terminal central del nociceptor y contribuir de esta manera a
la hiperalgesia por incremento de Ca?* intracelular en las neuronas del asta dorsal
de la médula espinal (Luo y Cizkova, 2000). Sin embargo, se ha sugerido que el
ON puede tener efecto dual sobre procesamiento nociceptivo en la medula espinal
(pro-nociceptivo o antinociceptivo) (Cury y cols., 2011). Los niveles altos de ON
pueden estar asociados a la antinocicepcion, mientras que niveles bajos de ON a

la nocicepcion.

En este sentido, el efecto antinociceptivo de algunas sustancias como el péptido
sintético PnPP-19 y ketamina, es dependiente de la actividad de SON. Como
consecuencia, los niveles de ON incrementaron después de la administracion del
péptido sintético PnPP-19 y ketamina, mientras que la inhibicion de SON
antagoniz6 el efecto antinociceptivo de estas sustancias (Freitas y cols., 2017,
Romero y cols., 2011). EI ON formado por SON estimula al guanilato ciclasa
soluble induciendo un incremento en la sintesis de guanosin monofosfato ciclico
(GMPc). EI GMPc podria fosforilar y activar a la proteina cinasa G (PKG)
provocando la abertura de canales de K* sensibles a ATP (Katp), incrementando la
permeabilidad al K* y la hiperpolarizacion (Han y cols., 2002). Por lo tanto, la via
ON-GMPc estimula la antinocicepcion abriendo canales de Karp y algunas
sustancias con actividad analgésica como las antes mencionadas podrian estar

actuando a través de este mecanismo de accion.
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1.4. Serotonina
Diversas evidencias indican que la activacion de la via descendente del dolor, a

través de RVM libera serotonina (5-HT) en el asta dorsal de la médula espinal. Sin
embargo, 5-HT puede participar de forma pronociceptiva o antinociceptivo,
dependiendo del subtipo de receptor activado. La activacién de los receptores
para serotonina 5-HT1a 5-HT 48, 5-HT 1p y 5-HTs tiende a ser antinociceptivos,
mientras que los receptores 5-HToa, 5-HT3 y 5-HT7 promueven la nocicepcion
(Amaya-Castellanos y cols., 2011; Ossipov y cols., 2014). La activacién de
receptores 5-HT3 integra en su estructura un canal de Na*, que aumenta las
corrientes entrantes de Na* y la despolarizacién de las neuronas del asta dorsal
(Bhargava y Saha, 2001; Millan, 1999). Los subtipos de receptores 5-HT2;7 estan
acoplados a proteinas Gs, su activacion activa adenilato ciclasa (AC), el cual
estimula la activacion de PKA dependiente de AMPc que fosforila canales de Ca?*,
Na* y disminuyen las corrientes de K*, contribuyendo a la sensibilizacion central
(Ponimaskin y cols., 2002; Sasaki y cols., 2003). Por otra parte, los receptores 5-
HT+ estan acoplados a proteinas Gio, su activacion inhibe AC, lo que disminuye los
niveles de AMPc y por lo tanto la actividad de PKA. Ademas, la activacion de este
receptor puede inducir la abertura de canales de K* hiperpolarizando la neurona y
disminuyendo el dolor (Bardin y cols., 2000; Del Mar y cols., 1994). Los receptores
5-HTs presentan una gran homologia con receptores 5-HT4, pero su mecanismo
antinociceptivo no es claro, ya que no inhibe a la adenilato ciclasa (Plassat y cols.,
1992) (figura 17).

1.5. Opioide

Los opioides enddgenos son sustancias que se liberan en el encéfalo y actuan a
través de receptores a opioides. Se han identificado diferentes tipos de opioides
endogenos: encefalinas, endorfinas y dinorfinas. Ademas, esta bien documentada
la existencia de 3 clases de receptores opioides (J, & y K). Los receptores g, d y K
estan acoplados a proteinas Gio y sus activaciones estan involucradas en la
regulaciéon del proceso nociceptivo induciendo analgesia (D'Amato y Pavone,
2012). Por esta razén, en la clinica se ha hecho uso de opioides exdgenos como

morfina o farmacos similares para aprovechar sus propiedades analgésicas.
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Se sabe que el efecto analgésico de morfina es por activacién de receptores p y
su efecto puede deberse a mecanismos de accion en la periferia, médula espinal y
supraespinal. El efecto morfina en la periferia podria estar relacionada a la
activacion de la via ON-GMPc-PKG-Katp. En la médula espinal morfina puede
estar actuando en la neurona presinaptica y postsinaptica. En las neuronas
presinaptica puede estar previniendo la abertura de canales de Ca?* sensibles a
voltaje, con consecuente liberacidn de sustancia P y glutamato, mientras que, en
la neurona postsinaptica podria inhibir AC e inducir la abertura de canales de K*
(Yaksh, 1997; Yaksh y cols., 1980). Por otro lado, a nivel supraespinal puede estar
bloqueando la liberacion del neurotransmisor GABA de los sistemas de PAG con
actividad tonica que regulan la actividad en las proyecciones hacia el bulbo
raquideo. Las proyecciones al bulbo raquideo activan la liberacién raquideoespinal
de noradrenalina y 5-HT en el asta dorsal de la médula espinal por lo que

disminuye la excitabilidad en esa region (Karavelis y cols., 1996; Yaksh, 1997).

1.6. Dolor inflamatorio

En el dolor inflamatorio periférico estan involucrados diversos mecanismos que
generan excitabilidad de la membrana e indirectamente induce a un incremento de
la sensibilizacion central a través de la liberacion de sustancias excitatorias en las
neuronas del asta dorsal de la médula espinal, como fue descrito anteriormente en
el apartado de “sensibilizacion periférica”. Sin embargo, la hipersensibilidad del
dolor inflamatorio involucra la COX-2 en neuronas del asta dorsal de la médula
espinal y la posterior produccion de PGE2 (Vardeh y cols., 2009). PGE2 ligado a
su receptor EP2 potencializa la corrientes de Ca2* y Na* a través de los receptores
NMDA y AMPA (Kohno y cols., 2008), reduce la neurotransmision glycinérgica
inhibitoria por bloqueo de los receptores para glicina (Harvey y cols., 2004) y actua
sobre receptores para prostaglandinas EP4 ubicados en la membrana de las
neuronas presinaptica incrementando la liberacion de neurotransmisores

excitatorios (Vasko y cols., 1994).
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Asimismo, la inflamacion periférica promueve al incremento de la expresién de
mGIuR (Pitcher y cols., 2007). Ademas, el proceso inflamatorio puede inducir la
activacion de MAPK p38 en algunas células microgliales de la médula espinal
induciendo a la sintesis y liberacién de IL-1B, IL-6 y TNF-a que contribuyen a la
sensibilizacion central por incremento de corrientes excitatorias y decremento de
corriente inhibitorias (Svensson y cols., 2003) (figura 16). También, estas citocinas
proinflamatorias pueden regular a NF-kB contribuyendo aun mas a la
sensibilizacion central (Hartung y cols., 2015).

El dolor inflamatorio puede considerarse una sensacion fisiolégica protectora ya
que nos alerta para minimizar los efectos de un estimulo nocivo y asi retornar a la
normalidad una vez reparado el tejido. Sin embargo, en condiciones de dolor
inflamatorio crénico se pierde la funcion protectora y puede producirse dolor
espontaneo, lo que hace menos claro el procesamiento periférico y central de este

tipo de dolor en condiciones cronicas.

1.6.1. Tratamiento del Dolor inflamatorio
En la clinica el tratamiento del dolor inflamatorio esta basado en un modelo

conocido como “escalera del dolor” y es implementado en todo el mundo. Este
modelo consiste en emplear como tratamiento para el dolor inflamatorio leve
acetomifén, aspirina y otros anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs). Si el dolor
es de moderado a grave se deben incluir como tratamiento el uso de opioides
leves como codeina e hidrocodona. Sin embargo, si el dolor inflamatorio es
cronico debe implementarse el uso de opioides potentes como la morfina. Los
farmacos adyuvantes como amitriptilina, gabapentina y otros pueden emplearse
en todo momento para incrementar el efecto analgésico (De Lima y Bruera, 2000;
WHO, 1990) (figura 4).
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Dolor severo
Opioides, AINEs, adyuvantes
Morfina, hidromorfona

Dolor moderado
Opioides, AINEs, adyuvantes
Codeina, hidrocodona, oxicodeina...

Dolor leve
AINEs, adyuvantes
Aspirina, acetomifén, metamizol, paracetamol...

Figura 4. Tratamiento del dolor inflamatorio de acuerdo a la OMS (Modificado de Lima, 2000).

1.7. Dolor Neuropatico
El dolor neuropatico es causado por una lesion o enfermedad del sistema

nerviosos somatosensorial. El sintoma mas llamativo del dolor neuropatico y hasta
cierto punto su caracteristica patognomonica, es la existencia de la alodinia, una
sensacidon dolorosa frente a estimulos que habitualmente no son dolorosos,
existiendo una falta total de relacién causal entre lesion tisular y dolor. Ademas, la
apariciéon de hiperalgesia una respuesta exagerada de dolor ante un estimulo
nocivo (IASP, 1986). Algunas causas de dolor neuropatico pueden ser clasificadas

como se muestra en la tabla 1 (Zimmermann, 2001) (tabla 1).

1.7.1. Neuropatia diabética dolorosa
La diabetes es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizada por niveles

elevados de glucosa en sangre (hiperglicemia) resultado de un defecto en la
secrecion y/o accion de la insulina. La gran mayoria de los casos de diabetes se
dividen en dos categorias etiopatogénicas. Tipo 1, caracterizada por una
deficiencia absoluta de secrecién de insulina, que se desarrolla por una patologia
autoinmune que ocurre en los islotes del pancreas o por marcadores genéticos.
Tipo 2 generada por una combinacion de la resistencia a la accién de la insulina y
una inadecuada respuesta compensatoria en la secrecion de la insulina (ADA,

2013). Se sabe que la diabetes provoca dafios macrovasculares y microvasculares.
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Tabla 1. Causas y subtipos de dolor neuropatico.

CLASE SUBTIPO

Lesiéon mecanica traumatica Transeccion del nervio
Causalgia
Dafio de la médula espinal
Dolor post-quirurgico
Dolor de miembro fantasma
Formacién de una cicatriz
Nutricional o metabdlico Neuropatia alcohdlica
Beriberi
Sindrome del pie quemante
Neurotoxicidad Vincristina
Cisplatino
Taxol
Talio
Arsénico
Terapia con radiacion
Viral Neuralgia post-herpética
Dolor por SIDA/VIH
Enfermedad (no viral) Diabetes
Esclerosis mdltiple
Neuralgia trigéminal
Sindrome de Guillan-Barre
Enfermedad de Fabri
Enfermedad Tangier
Amiloide/ldiopatico
Isquemia Sindrome talamico
Dolor post-infarto
Funcién de los neurotransmisores | Dolor por sindrome regional complejo

Los dafios macrovasculares conducen a infarto al miocardio, accidentes
cerebrovasculares y enfermedades vasculares periféricas. Por otra parte, las
afectaciones microvasculares se asocia a grupos celulares especificos como las
células del endotelio vascular en la retina (retinopatia), las células mesangiales en
el glomérulo renal (nefropatia) y los axones y células de Schwann en los nervios
periféricos (neuropatia). La neuropatia diabética es la complicacion mas comun de
la diabetes, afecta cerca de 50% de pacientes diabéticos tipo y tipo 2.
Aproximadamente de 10%-20% de pacientes con neuropatia diabética
demuestran sensaciones dolorosas, por ejemplo, dolor espontaneo, parestesia,
disestesia, hiperalgesia y alodinia (Brownlee, 2005; Naziroglu y cols., 2012). Se
han propuestos diversos mecanismos que describen como la hiperglicemia puede

contribuir al desarrollo de la neuropatia diabética dolorosa.
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Entre los mecanismos planteados en la sensibilizaciéon periférica estan las vias
patogénicas de la diabetes, como poliol, productos de glicacion avanzada (AGEs),
activacion de proteina cinasa C (PKC) y hexosamina que contribuyen a un
decremento en la produccién de piruvato axonal. En consecuencia, se origina una
disfuncién mitocondrial que estd asociada a una disminucién de ATP y un
incremento del estrés oxidativo a través de especies reactivas de oxigeno (EROs;
0%, H202, OH-, ONOO"). Ademas, la via del poliol colabora al aumento del estrés
oxidativo por agotamiento de NADPH, un cofactor necesario para generar la

enzima antioxidante glutation peroxidasa a partir de glutatién reducido.

La deplecion de ATP puede reducir la actividad de la bomba Na*/K*-ATPasa e
incrementar las concentraciones de Na* intracelular, lo cual activaria la bomba
Na*/Ca?* y aumentaria las concentraciones de Ca?* intracelular (Akude y cols.,
2011; Lirk y cols., 2008). El gradiente ionico alterado generaria potenciales de
accion en el axén, abriendo diversos tipos de canales sensibles a voltaje y
activando el complejo SON-ON, que estimularia el dolor durante la neuropatia
diabética (figura 15). Reportes actuales han descrito un aumento general de
canales de Nav1s-1.8 Yy Cav (tipo L, T, N) con disminucién en la expresion y funcion
de los canales de K, 1.2 en el ganglio de la raiz dorsal, sugiriendo que estos
pueden contribuir a la hiperexcitabilidad del nervio periférico en modelos de

diabetes mellitus tipo 1 (Khomula y cols., 2013; Zenker y cols., 2013).

Por su parte, el estrés oxidativo, ON y otras vias de la diabetes (AGEs, PKC)
regulan el proceso inflamatorio a través de la activacion de NF-kB (Hosseini y
Abdollahi, 2013) (figura 15). Ademas, se ha reportado que en el ganglio de la raiz
dorsal y nervios periféricos de ratas de 8 semanas de diabetes existe disminucion
en la expresion de la sintasa de Oxido nitrico neuronal y por consecuencia una
disminucioén de la activaciéon y expresion de la via ON-GMPc-Katp (Araiza-Saldafia
y cols., 2010; Zochodne y cols., 2000).
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La patogénesis del dolor en la neuropatia diabética también afecta el sistema
nervioso central. EROs, ON vy citocinas proinflamatorias pueden difundir al espacio
extracelular activando los oligodendrocitos, astrocitos y microglia de la médula
espinal induciendo la liberacién de IL-183, IL-6, TNF-a y COX-2 que acompaia al
estado de dolor neuropatico en la neuropatia diabética (Svensson y Brodin, 2010)
(figura 16). Asimismo, el procesamiento sensorial en la médula espinal sufre una
inhibicion tonica a través de los sistemas descendente serotoninérgico y
gabaérgico. Sin embargo, en condiciones de dolor neuropatico los sistemas
inhibitorios puede conducir a un proceso de desinhibicidon en la medula espinal
(D'Mello y Dickenson, 2008).

En animales diabéticos se ha sugerido un incremento en la liberacién de GABA y
una disminucion en el receptor GABAa en la médula espinal, que lo convierte en
un receptor excitatorio debido al cambio en el potencial de equilibrio del cloro
mediado por el agotamiento del cotransportador de K*-Cl- (KCC2) que puede
contribuir al estado de dolor neuropatico (Jolivalt y cols., 2008; Morgado y cols.,
2008). El sistema serotoninérgico parece operar normalmente en ratas diabéticas,
pero la modulacion del dolor por 5-HT en la médula espinal puede inhibir o facilitar
la transmision nociceptiva dependiendo de la naturaleza del subtipo de receptor

expresado a nivel central (Ossipov y cols., 2014) (figura 17).

1.7.2. Tratamiento de la neuropatia diabética dolorosa
El tratamiento para el dolor es importante en la neuropatia diabética porque afecta

severamente el suefio, el rendimiento laboral y se ha encontrado una correlacién
entre depresion y nivel de dolor, lo que contribuye a un decremento en la calidad
de vida de los pacientes diabéticos (Ogawa y cols., 2015). La neuropatia diabética
dolorosa no tiene un tratamiento efectivo, ya que los farmacos comunmente
prescritos como AINEs y opioides por si solos o combinados no son eficaces
(Verdu y cols., 2008). En contraste, estudios en ratas con neuropatia diabética
sugiere que opioides y AINEs (inhibidores selectivos de COX-2) inducen efecto

antinociceptivo, pero las dosis empleadas fueron elevadas.
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Por lo tanto, debido a sus efectos adversos el uso de dosis mayores de opioides
(sedacidén, constipacion, hiperalgesia, reduccion de la inmunidad, supresién
hormonal y dependencia) o AINEs (frecuencia de infarto al miocardio, apoplejia,
trombosis) sigue siendo limitado (Courteix y cols., 1994). Por lo anterior, se ha
optado por recurrir al uso de otros tipos de farmacos con relativo efecto en la
disminucion de dolor y alta incidencia de efectos adversos. Sin embargo, el uso de
estos tratamientos puede justificarse, ya que mejoran otras condiciones como el
sueno, la depresion y el mejoramiento en general de la calidad de vida de los
pacientes diabéticos. Varias guias publicadas recomiendan antidepresivos
triciclicos (ATCs), inhibidores de la recaptura de serotonina noradrenalina (IRSNs)
y anticonvulsivantes como tratamientos de primera linea para el tratamiento de
neuropatia diabética dolorosa seguido por opioides y tratamiento topico (tabla 2)
(Javed y cols., 2015).

Tabla 2. Comparacion de recomendaciones de guias seleccionadas para medicamentos
utilizados para el dolor en la neuropatia diabética.

: AAN NICE EFN NeuPSI
ULEL T Bl 0 (2011) (20?3) (201(?) IASP (230160)
ATCs 12 linea
Amitriptilina 22 linea 12 linea
Desipramina 12 linea
Imipramina
IRSN 22 linea 12 linea 12 linea
Duloxetina 12 linea
Velanfaxina
Anticonvulsivantes 12 linea 12 linea
Gabapentina 12 linea
Pregabalina 12 linea 12 linea
Opioides 12 linea 22 linea 22 linea
Tramadol 22 linea
Topical
Capsaicina

(Crema 0.075%)
AAN, American Academy of Neurology; EFNS, European Federation of
Neurological Societies; NeuPSIG, Neuropathic Pain Special Interest Group of
the International Association for the Study of Pain; NICE, National Institute for
Health and Care Excellence. ATCc: Antidepresivos triciclicos; IRSN: inhibidores
de la recaptura de noradrenalina.
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1.8. Funcién biolégica de la eritropoyetina
La eritropoyetina (EPO) es una proteina activa constituida por 165 aminoacidos y

un peso molecular de 30.4 kDa. La EPO tiene un alto contenido de carbohidratos
distribuidos en 4 loci diferentes: tres N-glicosilaciones unidas a residuos de
asparagina en las posiciones 24, 38 y 83, y una O-glicosilacion unida a un residuo
de serina en la posicion 126. La O-glicosilacion consta de Gal-GalNAc y acido
sialico, mientras que las N-glicosilacion esta formado por una estructura tetra-
antenaria con N-GIcNAc y acido sialico adherido a un grupo de manosa (Maiese y
cols., 2008) (figura 5). Las cadenas de oligosacaridos son responsables de la
produccion, secrecion, longevidad y funcionamiento de EPO; el acido sialico al
final de algunas cadenas de carbohidratos de EPO interviene en su metabolismo y
vida media plasmatica. La actividad biolégica de la EPO depende de dos enlaces
disulfuro, uno formado entre la cisteina7 y la cisteina160, y el otro entre la

cisteina29 y la cisteina33 (Maiese y cols., 2009).

HIF-1 (factor inducible por hipoxia 1) es un factor de transcripcion activado en
condiciones de hipoxia. Este factor aumenta la transcripcion y la expresion de
EPO, asi como las del receptor de la EPO (EPOR) para compensar la disminucion
de oxigeno (Zhang y cols., 2011). La EPO se produce y secreta en el higado
durante el desarrollo fetal; en la edad adulta es producida y secretada por las
células intersticiales peritubulares del riidn. Esta proteina actiua uniéndose a
EPOR expresada en la unidad formadora de colonias eritroides (UFC-E) y las
etapas pro-eritroblastos, como protecciéon contra la apoptosis (Bunn, 2013). La
actividad de proteccion induce la proliferacion celular y la maduracion de
normoblastos a reticulocitos, que a su vez se liberan de la médula 6sea a la
circulacion sanguinea en forma de eritrocitos. Esta accion ayuda a aumentar el

oxigeno en condiciones de hipoxia (Maiese y cols., 2012).

Ademas de los rifiones, otros érganos (cerebro, retina, tracto reproductivo,
mioblastos del musculo esquelético y células productoras de insulina) se han

identificado como productores y secretores de EPO (Noguchi y cols., 2008).

18



el Universidad Juarez Auténoma de Tabasco
Division Académica de Ciencias de la Salud

Por ejemplo, la produccion de EPO en el utero es estimulada por los estrégenos
(17B-estradiol), que aumentan la proliferaciéon del endometrio uterino durante la
hipoxia (Mukundan y cols., 2002). Se sabe que el hipocampo, la capsula interna, la
corteza, el cerebro medio, las células endoteliales y los astrocitos también
sintetizan EPO en condiciones hipdéxicas (Marti, 2004). Como se menciond
anteriormente la secrecion de EPO esta relacionada con el grado de oxigenacién
tisular, por lo tanto, sus valores de referencia son muy variados y depende de la

poblacion que se estudia y la altitud en la que se localiza su habitat.

Por otro lado, EPOR se expresa en tejidos no hematopoyéticos (endotelial, retinal,
pulmonar, hepatico, miocardio, adipocitos, macrofagos y células pancreaticas);
también, en el sistema nervioso central (hipotdlamo, hipocampo, neocorteza y
meédula espinal) y periférico (ganglios de la raiz dorsal, axones nerviosos y células
de Schwann) (Maiese y cols., 2012; Wang y cols., 2014). Varios estudios sugieren
que otros estimulos (hipoglucemia, aumento de Ca?* intracelular, despolarizacién
neuronal y especies reactivas de oxigeno) mejoran la expresion de EPO a través
de la activacion de HIF-1. Alternativamente, el estrés anémico, la liberacion de
insulina, TNF-a, IL-1B y IL-6 también estimulan la expresion de EPO y EPOR por
vias independientes de HIF-1 (Maiese y cols., 2004, 2005). En tejidos no
hematopoyéticos, la expresion de EPO y EPOR es una funciéon biolégica
pleiotropica (proliferacion, actividad protectora / supervivencia, mantenimiento o

reparacion).

En pacientes con insuficiencia renal cronica (traumatismo, quimioterapia,
trasplantes de rifidén) las concentraciones de EPO disminuyen y se induce la
anemia. Para tratar esta afeccidén, una alternativa farmacolégica es administrar
EPO recombinante humana (rhEPO). Sin embargo, diversos informes han
demostrado que los tratamientos a largo plazo con rhEPO inducen efectos
adversos (hipertensién, convulsiones, eventos tromboticos, policitemia y aplasia
de los gldbulos rojos); También es posible desarrollar la progresion celular y, en

consecuencia, la generacion de tumores (McPherson y Juul, 2008).
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Figura 5. Estructura de la eritropoyetina.

1.8.1. Vias de senalizacion intracelular inducida por la interaccion EPO-EPOR
EPOR, un receptor transmembrana, es miembro de la superfamilia de citoquinas

tipo |. Este receptor tiene dos subunidades y su peso molecular es de 66 kDa.
EPOR en tejidos no hematopoyéticos esta asociado con la subunidad del receptor
EPOR-BcR. Curiosamente, EPOR-BcR esta involucrado en Ila actividad
neuroprotectora inducida por EPO (Hernandez y cols., 2017; Yu y cols., 2016). La
interaccion EPO/EPOR también tiene vias de sefalizacién en los sistemas
neuronales y no neuronales por la fosforilacion de la proteina Janus quinasa 2
(JAK2), que esta unida a EPOR en el dominio transmembrana. La activacion de
JAK2 induce multiples vias de sefializacion, incluidos el transductor de sefal y
activador de la transcripcion 5 (STATS), la fosfatidilinositol quinasa 3 (PI3K / Akt),
MAPK p42/44 y NF-kB (Digicaylioglu y Lipton, 2001; Kwon y cols., 2014).
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JAK2 inducido por la fosforilacién de EPOR, permite la fosforilacion y dimerizacién
de STATS. Posteriormente, STAT5 se traslada al nucleo y conduce a la
transcripcion de proteinas antiapoptética como Bcl-xL y Bcl-2 (Silva y cols., 1996).
La PI3K/Akt mediada por EPO conduce a la fosforilacién de Akt (serina473). La
activacion de PI3K/Akt desactiva Bad, una proteina pro-apoptoética (Chong y cols.,
2003). EPO-Akt previene la apoptosis celular por la fosforilacion de la caja de
horquilla O3a (FoxO3a), previniendo asi la translocacién nuclear y la transcripcién
de genes pro-apoptotico (Chong y Maiese, 2007). Ademas, EPO-Akt activa la
diana de rapomicina en células de mamiferos (MTOR) y junto con la fosforilacion
de la proteina ribosomal S6 quinasa (p70S6K), provoca la expresion de Bcl-2/Bcl-

xL e inactivacion Bad.

Otros informes indican que las vias Wingless (Wnt) estan asociadas con Akt,
FoxOa3 y mTOR. En particular, EPO-Wnt1 induce la fosforilacion de Akt y la
glucdgeno sintasa quinasa-3f (GSK-3B) que promueve la translocacion de [3-
catenina al nucleo, empezando la transcripcion de genes antiapoptéticos e
inhibiendo la transcripcion de genes pro-apoptéticos. Ademas, Wnt1 regula al
inhibidor de la proteina de la apoptosis ligado a X (XIAP) y al factor 1 activador
de la proteasa apoptética (Apaf-1) evitando la activacién de caspasas (Maiese,
2015; Shang y cols., 2011). Por otra parte, la activacion de NF-kB induce la
liberacion de la subunidad p50 y se traslada al nucleo e inicia la transcripcion de

proteinas antiapoptéticas (Schwartz y cols., 2015).

1.8.2. Eritropoyetina y neuropatia diabética dolorosa

La coexistencia de anemia y diabetes tiene una prevalencia que varia de 14% a
45% en diferentes poblaciones étnicas en todo el mundo (Cawood y cols., 2006;
Ezenwaka y cols., 2008). Evidencias indican que los niveles de EPO enddgeno en
pacientes diabéticos (tipo 1 y tipo 2) con anemia son muy bajos y suele estar
asociado a la presencia de enfermedad renal en estos pacientes (Loutradis y cols.,
2016).
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Sin embargo, se ha encontrado una disminucién en las concentraciones de EPO
en pacientes sin insuficiencia renal que junto con otras causas como deficiencia de
hierro y mala absorcion de vitamina B12 inducen a la apariciéon de anemia
(Thomas y cols., 2003). La desregulacion de los niveles y respuesta de EPO
podria tener origen multifactorial. El estado de hipotiroidismo en pacientes
diabéticos con anemia tiene una prevalencia estimada de 20 a 30% y puede ser
responsable de la disminucion en la sintesis de eritropoyetina debido a la
reduccidon en la necesidad de oxigeno, que posteriormente puede conducir a la
represion de la médula ésea (Sahay y cols., 2017). También, en la diabetes el flujo
sanguineo renal incrementa induciendo hiperfiltracion, que resulta en un
incremento de oxigeno renal que puede actuar suprimiendo la produccion de EPO
en el rifdn diabético (Thomas y cols., 2005). La proteinuria en pacientes diabéticos
es otro factor que sustancialmente promueve a la pérdida urinaria de EPO, lo cual

resulta en la reduccién de los niveles plasmatico de EPO (Thomas y cols., 2005).

Se ha encontrado una correlacién fuerte entre polineuropatia y el desarrollo de la
anemia en diabetes (Bosman y cols., 2002). Ademas, la polineuropatia diabética
puede estar estrechamente relacionada con la nefropatia diabética, lo que dificulta
la separacién entre la causa y el efecto. En este sentido, se ha sugerido que la
deficiencia de EPO en pacientes con diabetes puede resultar en la denervacion
simpatica del rindn debido a una neuropatia autondmica que podria crear un
ambiente hipdxico en el intersticio renal, lo que causaria un deterioro en la
produccién de eritropoyetina por las células intersticiales peritubulares (Bosman y
cols., 2001). La hiperglucemia crénica también podria conducir potencialmente a
un aumento de la apoptosis de las células tubulares renales y la isquemia tubular

a través de las vias patologicas de la diabetes (Singh y cols., 2009).

Por otro parte, la anemia crénica en diabetes predice la progresion de

complicaciones macromoleculares como es la enfermedad cardiovascular.
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La anemia empeora la hipoxia tisular, disminuye la viscosidad de la sangre y libera
oxido nitroso, lo que provoca una vasodilatacion periférica con un descenso de la
presion arterial induciendo la activacion del sistema nervioso simpatico que reduce
la funcion renal. Esto a su vez conduce a la activacion del sistema renina
angiotensina aldosterona vasopresina, provocando aumento en la retencion de
liquido y la expansion del volumen plasmatico, lo que conlleva a la hipertrofia y
dilatacién del ventriculo izquierdo, asi como el estrés en el miocardio. Ademas, la
deficiencia de EPO puede causar defecto en la remodelacion cardiaca,
contribuyendo a la disfuncion cardiaca (Gunawardena y Dunlap, 2012; Lapice y
cols., 2013).

Algunos estudios en pacientes diabéticos con insuficiencia renal moderada
demostraron una mejor funcion cardiaca con regresion de la hipertrofia ventricular
izquierda después del tratamiento con eritropoyetina (Hayashi y cols., 2000;
Silverberg y cols., 2001). Se sabe, que las células tubulares proximales del rifidén
también expresan EPOR, cuya activacion puede ser importante en el desarrollo y
crecimiento tubular. Sin embargo, la deficiencia de EPO en condiciones de
diabetes puede acelerar la progresiéon de la insuficiencia renal (Thomas y cols.,
2005). En este sentido, la administracion de EPO tuvo efecto renoprotector en un
modelo de nefropatia diabética en ratas (Eren y cols., 2016). La anemia asociada
a insuficiencia renal cronica es mas comun en pacientes con neuropatia diabética
severa (Bosman y cols., 2002; Bosman y cols., 2001). EPO es el farmaco de

eleccion para tratar la anemia en pacientes diabéticos (Symeonidis y cols., 2006).

Interesantemente, en un modelo de neuropatia diabética dolorosa, el tratamiento
con EPO revirtié la nocicepcion mecanica, térmica y mejord la actividad de la
bomba Na*/K*-ATPasa. Ademas, EPO restauré las velocidades de conduccién del
nervio de la cola y la pérdida de fibras intraepidérmicas de la piel de la almohadilla
de la pata (Bianchi y cols., 2004). Por lo tanto, se podria hipotetizar que EPO es
una droga que se debe considerar como una opcion terapéutica potencial en
pacientes diabéticos ya que su administraciéon podria tener multiples beneficios y

pocos efectos adversos en estos pacientes.
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2. JUSTIFICACION

El dolor inflamatorio crénico asi como la neuropatia diabética dolorosa afectan la
calidad de vida de los pacientes que lo padecen, y estos son refractarios a los
tratamientos comunmente prescritos como los AINEs. En ausencia de un
mecanismo patogénico bien establecido para estos tipos de dolor se ha optado por
el uso de ATCs, IRSNs, anticonvulsivantes y opioides, que tienen una eficacia
limitada acompanada de numerosos efectos adversos. Por lo tanto, ambos tipos
de dolor se consideran un problema de salud publica que requieren tratamientos
mas eficaces con menos efectos adversos, por esta razén el area de la
investigacion se debe comprometer con la constante busqueda de nuevas
alternativas farmacolégicas. Actualmente, se desconoce si EPO disminuye la
nocicepcion inducida por formalina, ademas no se ha reportado mecanismos
involucrados en los posibles efectos antinociceptivos en ratas no diabéticas y
antialodinicos en ratas diabéticas de EPO. Sin embargo, considerando que EPO
tiene efecto protector en diversos modelos patologicos a través de la regulacion de
NF-kB, via ON-GMPc-Katp, sistema serotoninérgico, sistema opioidérgico; y que
estos blancos moleculares intervienen en el mecanismo fisiopatolégico del dolor,
se debe analizar la participacion estas vias en los posibles efectos analgésicos de
EPO.

24



Universidad Juarez Auténoma de Tabasco
Divisién Académica de Ciencias de la Salud

3. HIPOTESIS

EPO tiene efecto antinociceptivo y antialodinico en ratas, regulando la
participacion de NF-kB, via ON-GMPc-Katp, sistema serotoninérgico y sistema

opioidérgico.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto antinociceptivo y antialodinico de EPO y la posible participacion
de NF-kB, via ON-GMPc-Katp, sistema serotoninérgico y sistema opioidérgico en

estos efectos.
4.1.1. Objetivos particulares

1. Determinar el efecto antinociceptivo y antialodinico de EPO en ratas no
diabéticas y diabéticas, respectivamente.

2. Cuantificar las concentraciones séricas de NF-kB en ratas no diabéticas a
los 0, 15, 30, 45 y 60 minutos durante el efecto antinociceptivo de la dosis
mas efectiva de EPO.

3. Cuantificar las concentraciones séricas de NF-kB en ratas diabéticas a los 0,
30, 60, 90, 120, 150, 180 y 210 minutos durante el efecto antialodinico de la
dosis mas efectiva de EPO.

4. Evaluar el efecto de L-NAME, glibenclamida, metiotepina y naloxona en el

efecto antinociceptivo y antialodinico de EPO en ratas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso de 280-300 g, los animales
permanecieron en condiciones ambientales estandares de laboratorio con
temperatura entre 22-24 °C, con ciclo de 12 horas luz/oscuridad, con acceso libre a
comida y agua. Las ratas se utilizaron una sola vez y al término del experimento
se sacrificaron en una camara saturada de CO,. Los experimentos se realizaron
de acuerdo a los lineamientos para el cuidado de los animales de laboratorio y las
guias éticas para la investigacion del dolor experimental en animales conscientes

(Zimmermann, 1983).

5.2. Farmacos

La estreptozotocina (STZ), eritropoyetina (EPO), NG-nitro-L-arginina metil ester (L-
NAME; inhibidor de la sintesis de oxido nitrico), NG-nitro-D-arginina metil ester (D-
NAME; isoforma inactiva de L-NAME), glibenclamida (GLB; bloqueador de Katp),
metiotepina (MTP; antagonista no selectivo del receptor para serotonina (5-HT)) y
naloxona (NLX; antagonista no selectivo para el receptor opioide) se adquirieron
en Sigma® (St. Louis, MO, USA). STZ, EPO, L-NAME, D-NAME y NLX fueron
disueltos en solucién salina, mientras que GLB fue disuelto en dimetilsulfoxido al
50%.

5.3. Evaluacion de la conducta nociceptiva inducida por formalina
El modelo de formalina consistio en ambientar a las ratas durante 1h en cilindros

de acrilico transparente (20 cm de diametro por 40 cm de altura), previamente en
la parte trasera se colocaron dos espejos de 40 x 40 cm, formando un angulo de
45° para facilitar su observacion. Posteriormente, se inyectd por via subcutanea 50
Ml de formalina diluida al 1% (aguja No. 30%2) en la region dorsal de la pata
derecha y se observo la conducta nociceptiva en forma de sacudidas de la pata
inyectada.
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La conducta nociceptiva fue cuantificada durante un periodo de 1 minuto cada 5
minutos, durante 60 minutos. Este comportamiento fue bifasico (Dubuisson y
Dennis, 1977; Wheeler-Aceto y Cowan, 1991); la fase aguda inicial, denominada
fase | (0-10 min) fue seguida por un periodo inactivo relativamente corto, el cual
fue seguido por una respuesta ténica prolongada, denominada fase Il (15-60 min)
(figura 6). En este modelo la disminucion en el numero de sacudidas se interpreto

como efecto antinociceptivo.

40
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fase |

Sacudidas/minuto
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Figura 6. Curso temporal de la conducta nociceptiva inducida con formalina.

5.4. Induccioén de la diabetes
La diabetes experimental fue inducida por una sola administracion intraperitoneal

(i.p.) de STZ (60 mg/kg). Cuatro dias después de la induccion de la diabetes se
midieron los niveles de glucosa en sangre con ayuda de un glucémetro ACCU-
CHEK® Performa (Roche, México). Las ratas que presentaron niveles de glucosa =

250 mg/dL se consideraron para el estudio.

28



Universidad Juarez Auténoma de Tabasco
Divisién Académica de Ciencias de la Salud

5.5. Evaluacion de la conducta alodinica

La alodinia tactil se midié en ratas diabéticas (4 semanas) como se describid
anteriormente (Dixon, 1980). Para esta evaluacion, las ratas diabéticas fueron
transferidas a cajas de acrilico transparente (15cm x 25cm x 35¢cm) con fondo de
malla metdlica, y se dejaron aclimatar durante 60 minutos. Al transcurrir este
tiempo, se procedié a evaluar la conducta alodinica utilizando los filamentos de
von Frey (0,008 a 300 g de presion). Estos se aplicaron en la superficie plantar
media de la pata trasera izquierda de la rata hasta formar un angulo de 45°,
iniciando con el de 2.0 g de presiéon. El levantamiento de la pata indicé una
respuesta positiva y se procedio a utilizar el siguiente filamento de menor calibre,
mientras que la ausencia del retiro de la pata después de 20 s de estimulacion
indicé una respuesta negativa y el uso del siguiente filamento de mayor grosor.
Este paradigma continu6 hasta que se realizaron cuatro mediciones mas después
del cambio inicial de la respuesta de comportamiento o hasta que ocurrieron 5
respuestas consecutivas negativas (asignadas una puntuacion de 15 g) o cuatro
respuestas positivas consecutivas (asignadas una puntuaciéon de 0.25 g). Las
puntuaciones resultantes se usaron para calcular el 50% de umbral de retiro

(Chaplan y cols., 1994) usando la siguiente férmula (figura 7):
50% umbral de retiro de la pata (g) = (10[Xf+k5]/10.000)
Xf: valor del ultimo filamento de Von Frey usado (unidades logaritmicas).
k: valor tabulado con base en el patron de respuestas positivas y negativas.

0: diferencias de promedios entre estimulos (unidades logaritmicas).

Las mediciones se realizaron antes y cada media hora durante 3.5 horas después

de la administracion de EPO. Valores de 4 g o menos indicaron alodinia tactil.

29



Universidad Juarez Auténoma de Tabasco
Divisién Académica de Ciencias de la Salud

15,
3
o]
©
=3
=
o 10
©
2
.‘E
3 NO ALODINIA
T 5
2
g 4
3 m
1 ALODINIA
0 . . .
0 60 120 180

Tiempo (minutos)

Figura 7. Curso temporal de la conducta alodinica.

5.6. Diseno experimental
En este estudio se evaluaron dos tipos de conductas dolorosas, nocicepcion

inducida por formalina al 1% utilizando ratas no diabéticas y alodinia utilizando
filamentos de Von Frey en ratas diabéticas. Para medir el efecto antinociceptivo y
antialodinico de EPO se administrd por via i.p. el vehiculo o las dosis crecientes
de EPO (500, 1000, 2000, 4000 IU/kg) (figura 8). El mejor efecto antinociceptivo y
antialodinico de EPO se obtuvo con la dosis de 4000 Ul/kg, por lo tanto, esta dosis
fue empleada para dilucidar los posibles mecanismos analgésicos de EPO. Para la
medicion de las concentraciones séricas de NF-kB en el efecto antinociceptivo y
antialodinico de EPOQO, las ratas se sacrificaron por decapitacién y seis animales
fueron sacrificados por cada tiempo. Diferentes grupos de ratas no diabéticas
fueron usadas y sacrificadas a los tiempos 0, 15, 30, 45 y 60 minutos después de
la administracion de EPO en el modelo de formalina. Otros grupos de ratas
diabéticas se sacrificaron a los 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180 y 210 minutos después
de la administracion de EPO en la alodinia tactil. La sangre fue recolectada vy el
suero fue inmediatamente almacenado a -70 °C hasta que se midieron las

concentraciones de NF-kB utilizando el kit ELISA para NF-«kB (figura 9).
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Para investigar la posible participacion de la via ON-GMPc-Katp en el efecto
antinociceptivo y antialodinico de EPO, L-NAME (0.1-1 mg/kg i.p.), D-NAME (1
mg/kg) y GLB (1-10 mg/kg) se administraron por via intraperitoneal. Ademas, para
investigar la participacion de los receptores 5-HT y opioide se administr6 MTP
(0.01-0.1 mg/kg, i.p.) y NLX (1 mg/kg s.c.), respectivamente. La pre-administracion
de los antagonistas se realizé (-40 minutos) previamente a EPO que se inyect6 30
minutos antes del inicio de la evaluacion (figura 10). La dosis y la via de
administracion de los farmacos se eligieron de acuerdo a previos reportes

(Campana y Myers, 2003; Huang y cols., 2018; Quifionez-Bastidas y cols., 2013).

Ratas Wistar
macho
|

. el . Vehiculo
Eritropoyetina :
i i.p.
- -P- -/
500-4000 Ul/kg 300 pl

Evaluacion de la
conducta dolorosa
I
n26 ratas

[ Alodinia ]

[ Nocicepcion ]

|
Ratas no diabéticas Ratas diabéticas

Figura 8. Diagrama de los grupos experimentales empleados para elaborar la curva dosis-
respuesta del efecto antinociceptivo y antialodinico de EPO en la nocicepcion inducida por
formalina en ratas no diabéticas y la alodinia en ratas diabéticas.

31



Universidad Juarez Auténoma de Tabasco
Divisién Académica de Ciencias de la Salud

-—‘ Sin formalina

Ratas no diabéticas

(0, 15, 30, 45, 60 min)

Formalina 1%
: +

Ratas Wistar
macho

—

-—‘ No diabéticas

Sacrificios _-

(0, 30, 60...210 min)

Diabéticas

Ratas diabéticas

+

Figura 9. Diagrama para la medicion de las concentraciones sérica de NF-kB durante el efecto
antinociceptivo y antialodinico de la dosis mayor EPO.

Ratas no diabéticas

-30 min EPO
(4000 Ul/kg)

Ratas diabéticas

D-NAME
(1 mg/kg)

—
et

L

-40 min

MTP
(0.01, 0.1 mg/kg)

o
e

Figura 10. Diagrama para la exploracion del mecanismo antinociceptivo y antialodinico de EPO,
después del pretratamiento con los inhibidores, L-NAME, D-NAME, GLB, MTP y NLX.
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5.7. Andlisis de datos

Los resultados se expresaron como el promedio + error estandar de una muestra
de 6 o mas animales por grupo. Se construyeron cursos temporales de la
respuesta farmacologica y se calculé el area bajo la curva (ABC) mediante el
meétodo de los trapezoides. Todos los datos se compararon con sus respectivos
controles por un analisis de varianza de una via seguida de la prueba de Tukey
(comparaciones multiples entre los tratamientos). Las concentraciones séricas de
NF-kB se compararon con sus controles y se utilizé la prueba t de student’s. En

todos los casos una p<0.05 se consideré estadisticamente significativo.
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6. RESULTADOS

6.1. Efecto antinociceptivo de EPO en ratas no diabéticas
Las ratas no diabéticas expuestas a la administracion periférica local de formalina

al 1% exhibieron el patron bifasico de la prueba de formalina. La primera fase
comenzd inmediatamente después de la administracion de formalina y luego
disminuyé gradualmente en aproximadamente 10 minutos. La segunda fase
comenzo a los 15 min y durd hasta 1 hora. La inyeccion i.p. de eritropoyetina en
ratas no diabéticas disminuy6 el numero de sacudidas/minuto en la fase Il pero no
en la fase | (datos no mostrados) del modelo de formalina al 1% (figura 11A). El
efecto antinociceptivo mostrado por EPO (2000 y 4000 Ul/kg) fue

significativamente diferente con respecto al vehiculo (figura 11A).

6.2. Determinacion de la glucosa
La inyeccién de STZ en ratas produjo hiperglicemia. Los niveles de glucosa en
sangre fueron de 326.7+11.41 mg/dL al cuarto dia y 5851+9.27 mg/dL a los 30 dias.

6.3. Efecto antialodinico de EPO en ratas diabéticas
La alodinia se present6 a las cuatro semanas posterior a la administracion de STZ

en las ratas diabéticas (D). En estas ratas la inyeccion i.p. de EPO disminuyé la
alodinia tactil incrementando el 50% umbral de retiro de la pata, efecto que se
mantuvo durante 3 h (figura 11B). El efecto antialodinico que produjo
eritropoyetina fue estadisticamente significativo y dosis dependiente (1000, 2000,

4000 Ul/kg) respecto a las ratas diabéticas tratadas con el vehiculo (figura 11B).
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Figura 11. A. Area bajo la curva (ABC) del efecto antinociceptivo de eritropoyetina (EPO) en ratas
no diabéticas. B. ABC del efecto antialodinico de EPO en ratas diabéticas. Las inserciones en la
parte superior de cada grafica muestra el curso temporal del efecto antinociceptivo y antialodinico
de la dosis mayor de EPO (4000 Ul/kg). Las barras muestran el promedio + error estandar de al
menos 6 ratas por cada columna. (*p<0.05) significativamente diferente con respecto al grupo
vehiculo (VEH), determinado por el analisis de varianza de una via seguida por la prueba de Tukey.
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6.4. Cuantificacion de las concentraciones séricas de NF-kB en el efecto
antinociceptivo y antialodinico de EPO en ratas

La inyeccion intraperitoneal de la dosis mas efectiva de EPO disminuyo
significativamente los niveles de NF-kB en suero comparado con el vehiculo de
ratas no diabéticas en la prueba de formalina a los 15, 30 y 45 minutos. De forma
similar, la EPO disminuy6 los niveles de NF-kB en suero de ratas diabéticas en
alodinia tactil desde los 30 hasta los 180 minutos (Fig. 12A-C). Ademas, se
observd una disminucion del comportamiento nociceptivo y alodinico por la EPO
en los mismos tiempos en que se redujeron los niveles séricos de NF-kB (Fig.
12A-C).

6.5. EPO revierte la nocicepcion inducida por formalina en ratas no
diabéticas y la alodinia en ratas diabéticas por activaciéon de la via ON-GMPc-
Karp

La administracion intraperitoneal de L-NAME (1 mg/kg, figura 13A-B) y GLB (1-10
mg/kg, figura 13E-F) revirtieron de manera significativa el efecto antinociceptivo y
antialodinico inducido por EPO (4000 Ul/kg), pero no asi D-NAME (1mg/kg, figura
13C-D) la isoforma inactiva de L-NAME. La administracion de L-NAME, D-NAME y
GLB por si solos no afectaron la nocicepcion inducida por formalina en ratas no

diabéticas y la alodinia tactil en ratas diabéticas.

6.6. EPO revierte la nocicepcion inducida por formalina en ratas no
diabéticas y la alodinia en ratas diabéticas por activacion de receptores para
5-HT y opioide

La administracion sistemica de MTP (0.1 mg/kg, figura 14A-B) revirti6 de manera
significativa el efecto antinociceptivo y antialodinico de EPO (4000 Ul/kg). Sin
embargo, la inyeccion i.p. de NLX (1 mg/kg, figura 14C-D) no modific6 estos
efectos, por lo tanto se excluyé la posible participacion del sistema opioidérgico en
los efectos de EPO. También, la administracion de MTP y NLX por si solos no
afectaron las conductas nociceptiva y alodinica en ratas no diabéticas y diabéticas,

repectivamente.
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Figura 12. Curso temporal de las concentraciones séricas de NF-kB durante el efecto
antinociceptivo (A-B) y antialodinico (C-D) de EPO. Las ratas tratadas con eritropoyetina (4000
Ul/kg) se representan en cuadros vacios y los grupos control en circulos negros y vacios. Los
datos representan el promedio + SEM de 6 animales. * (p<0.05) significativamente diferente con
respecto a los grupos controles que no recibieron tratamiento (formalina 1%, grupo diabético (D)),
determinado por la prueba t de Student’s.
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Figura 13. Efecto de L-NAME (A), D-NAME (C) y GLB (glibenclamida; E) en la actividad
antinociceptiva de EPO en la segunda fase del modelo de formalina en ratas no diabéticas. Efecto
de L-NAME (B), D-NAME (D) y GLB (glibenclamida; F) en la actividad antialodinica de EPO en
ratas diabéticas. Las barras muestran el promedio + error estandar de al menos 6 ratas por cada

columna. *p<0.05 contra grupo vehiculo (VEH) o diabético (D); $p<0.05 contra el grupo no

diabético (ND); #H<0.05 contra EPO, determinado por el analisis de varianza de una via seguida
por la prueba de Tukey.
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Figura 14. Efecto de MTP (metiotepina; A), NLX (naloxona; C) en la actividad antinociceptiva de
EPO en la segunda fase del modelo de formalina en ratas no diabéticas. Efecto de MTP
(metiotepina; B), NLX (naloxona; D) en la actividad antialodinica de EPO en ratas diabéticas. Las
barras muestran el promedio * error estandar de al menos 6 ratas por cada columna. *p<0.05 contra
grupo vehiculo (VEH) o diabético (D); $p<0.05 contra el grupo no diabético (ND); #p<0.05 contra
EPO, determinado por el analisis de varianza de una via seguida por la prueba de Tukey.
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7. DISCUSION

7.1. Conducta nociceptiva inducida por formalina en ratas no diabéticas
La inyeccion de formalina al 1% produjo el comportamiento bifasico de sacudidas

de la pata derecha en ratas no diabéticas. Estos resultados son similares a lo
reportado por otros autores (Calcutt y Backonja, 2007; Juarez-Rojop y cols., 2006;
Torres-Lopez y cols., 2007). Se sabe que la conducta dolorosa varia de acuerdo a
la concentracion de formalina (0.1%-10%) y en este sentido la respuesta
nociceptiva dependen de la sensibilizacion central (muy diluido) o de la inflamacion
periférica (poco diluido) (Yashpal y Coderre, 1998). También, se sugirié que el
aumento en el numero de sacudidas de la fase Il en ratas se relaciona con la
expresion de COX-2 (Matsunaga y cols., 2007) y liberacién de glutamato en la

meédula espinal (Vidal-Torres y cols., 2012).

7.2. Induccién de diabetes con STZ
La administracion intraperitoneal de STZ (60mg/Kg) en ratas Wistar, produjo

hiperglicemia cronica, acompafiada por incremento en la ingesta de agua
(polidipsia), alimento (polifagia) y constante excrecion de orina (poliuria), sintomas
caracteristicos de la diabetes tipo |. Estos resultados son similares a otros reportes
donde utilizan STZ para el desarrollo de diabetes tipo | en ratas (Courteix y cols.,
1993; Fox y cols., 1999; Juarez-Rojop y cols., 2015; Suarez-Mendez y cols., 2017).
Diversos reportes sugieren que el modelo de diabetes tipo | inducido con STZ es
el mas aceptado para evaluar diferentes conductas dolorosas (Bermudez-Ocana y
cols., 2011; Calcutt, 2002; Jolivalt y cols., 2016). Datos en la literatura y el
presente estudio, sugieren que las ratas diabéticas presentan alodinia e
hiperalgesia a las 4 semanas después de la administracion de STZ y persiste por
lo menos durante 12 (Calcutt y Chaplan, 1997; Courteix y cols., 1993; Lee-Kubli y
cols., 2014; Tsuda y cols., 2008).
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7.3. Conducta alodinica en ratas diabéticas
La medida de umbral de retiro con filamentos de Von Frey representa una

herramienta para analizar manipulaciones en el estado de dolor neuropatico
(Chaplan y cols., 1994). En las ratas diabéticas se encontré una disminucion en el
umbral de retiro de la pata con un valor aproximado de 2,5 g mostrando una
conducta alodinica. Estos resultados son similares a lo reportado por otros autores
que utilizaron ratas diabéticas (Araiza-Saldafia y cols., 2010; Calcutt y Chaplan,
1997); neuropatia con ligadura de los nervios espinales izquierdos L5 y L6
(modelo de Chung) (Mixcoatl-Zecuatl y cols., 2008; Ortega-Varela y cols., 2009) y
neuropatia con ligadura parcial del nervio ciatico (modelo de Seltzer) (Kim y cols.,
2009).

7.4. Efecto antinociceptivo y antialodinico de EPO en ratas

En el presente estudio la administracion sistémica de eritropoyetina redujo la
conducta nociceptiva inducida por formalina al 1% en ratas no diabéticas y la
alodinia tactil en ratas diabéticas. De acuerdo a nuestro conocimiento, este es el
primer reporte acerca del efecto antinociceptivo de EPO en ratas no neuropaticas.
Sin embargo, nuestro estudio concuerda con lo reportado por Bianchi vy
colaboradores (2004) quienes mostraron que la administracion intraperitoneal de
EPO (40 ug/kg, tres veces por semana) previene y revierte la nocicepcion
mecanica y térmica en ratas diabéticas. Las diferencias con respecto a nuestro
estudio podrian deberse a la concentracién empleada y al periodo del tratamiento
con EPO. Ademas, EPO redujo la alodinia mecanica en un modelo de
aplastamiento del nervio espinal L5 en ratas(Campana y Myers, 2003). Asimismo,
EPO disminuyo la hiperalgesia térmica y alodinia mecanica en los modelos de
constriccion cronica del nervio ciatico y transeccion del nervio espinal L5
(Campana y cols., 2006; Huang y cols., 2018; Jia y cols., 2009). En conjunto, estos
datos sugieren que la EPO ejerce efectos antinociceptivo y antialodinico en ratas

no diabéticas y diabéticas, respectivamente.
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El efecto antinociceptivo y antialodinico de EPO se obtuvo a partir de dosis altas
(1000, 2000, 4000 Ul/kg). Estos datos son soportados con un estudio
farmacocinético donde sugieren que solamente dosis altas de EPO (2000-5000
Ul/kg) pueden atravesar la barrera hematoencefalica y ser detectada en cerebro
(Statler y cols., 2007). Sin embargo, dosis altas de EPO podria asociarse a efectos
adversos (hipertensién, convulsiones, eventos tromboticos, policitemia y aplasia
de los globulos rojos) (McPherson y Juul, 2008). En condiciones de diabetes los
efectos adversos podrian no presentarse ya que las concentraciones de EPO
endégeno son muy bajas, ademas, EPO exdgeno reduce la progresion de la
nefropatia diabética (Eren y cols., 2016). Por lo tanto, se podria suponer que EPO
no solo ejerce su efecto analgésico, sino que ademas contribuiria al desarrollo y
crecimiento tubular renal, restableciendo las concentraciones de EPO enddgeno lo
que permitiria disminuir las dosis de EPO exdégeno empleadas para la neuropatia
diabética dolorosa. En contraste, la administracion de dosis altas de EPO en
condiciones no diabéticas podrian presentar efectos adversos, con mayor riesgo
en presencia de alguna enfermedad cardiovascular. Sin embargo, para descartar
las posibles complicaciones hematopoyéticas de EPO se deben realizar
investigaciones futuras con derivados de EPO (eritropoyetina carbamilada, asialo-
EPO y ARA-290) que carecen de funcion hematopoyética y corroborar su eficacia

analgésica (Brines y cols., 2015; Chen y cols., 2015).

Por otra parte, se sabe que el efecto antialodinico de un farmaco puede varia de 3
a 5 horas aproximadamente. En nuestro estudio el efecto antialodinico de EPO se
mantuvo durante 3 horas en ratas diabéticas, su explicacion podria basarse en el
hecho que EPO tiene efecto pleiotropico en condiciones de diabetes, por lo tanto,
la concentracion de EPO administrada en ratas diabéticas se distribuiria no solo
para ejercer el efecto antialodinico, sino para ejercer su efecto hematopoyético
original y otros efectos antes mencionados. También, en condiciones de diabetes
los animales presentan poliuria por lo que durante la evaluacién se podria estar

presentado un aclaramiento mas rapido de EPO.
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7.5. Efecto antinociceptivo y antialodinico de EPO asociado a la participacion
de NF-kB en ratas

Diversos estudios indican que la segunda fase de la prueba de formalina se
caracteriza por elevacion de IL-1B, IL-6 y TNF-a, eicosanoides y oxido nitrico,
citocinas relacionados con la activacion de NF-kB (Chichorro y cols., 2004;
Hunskaar y Hole, 1987; Watkins y cols., 1997). Del mismo modo, la neuropatia
diabética sufre un proceso inflamatorio por activacion de NF-kB a través de vias
inducidas por la glucosa, como PKC, AGE y el aumento del estrés oxidativo
(Hosseini y Abdollahi, 2013; Yagihashi y cols., 2011). Ademas, han sugerido que
el incremento de TNF-a puede ser responsable de la sobrerregulacion de Nay1.7 en
el ganglio de la raiz dorsal de ratas con neuropatia diabética a través de la
activacion de NF-kB (Huang y cols., 2014). En este sentido, la inhibicién de NF-kB
disminuyd la alodinia e hiperalgesia en ratas con neuropatia diabética y en otros
modelos de dolor neuropatico (Fu y cols., 2010; Huang y cols., 2014; Meunier y
cols., 2007; Tegeder y cols., 2004). Los resultados de este trabajo indican que los
efectos antinociceptivo y antialodinico de EPO pueden estar asociados a la

disminucion de la expresion de NF-kB después de su administracion.

A la fecha no se ha reportado el efecto antinociceptivo y antialodinico de EPO
asociado a la disminucion de la expresiéon de NF-kB en el suero de ratas no
diabéticas y diabéticas, respectivamente. Sin embargo, en un modelo de
transecciéon del nervio L5, EPO redujo la alodinia mecanica por inhibicién de la
activacion de la microglia y NF-kB, suprimiendo la sobreexpresion de TNF-a, IL-13
e IL-6 e incrementando la expresion de la citocina anti-inflamatoria IL-10 (Jia y
cols., 2009). Asimismo, en un modelo por constriccion crénica del nervio medio, la
unién de EPO a sus receptores en las células de Schwann mantuvo la integridad
de la mielina y bloqued las descargas ectopicas en el nervio medio lesionado, que
al final contribuy6 a la atenuacién del dolor neuropatico mediante la reduccién de
la liberacion de glutamato de las aferentes primarias e inhibicién de la produccién

de citoquinas inflamatorias por la microglia (Huang y cols., 2018).
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Ademas, en un modelo de nefropatia diabética, el efecto renoprotector de EPO fue
atribuible a un incremento de enzimas antioxidantes y una disminucién en los
niveles séricos de IL-4, IL-1P3, interferén gamma (IFN-Y) y TNF-a que podria estar
asociado con la inactivacion de NF-kB (Eren y cols., 2016). También, otros
reportes asociados al efecto protector de EPO sugirieron una disminucién de IL-18,
TNF-a e IFN-y en el cerebro lesionado de rata y en un modelo de
isquemia/reperfusion intestinal asociado con la supresion de la activacién de NF-
kB (Chen y cols., 2007; Kai-lan y Si, 2015). Por lo tanto, nuestros resultados
sugieren que el efecto antinociceptivo de EPO en ratas no diabéticas y la
antialodinia en ratas diabéticas, podria deberse a la inhibicion de la activacién de
NF-kB (figura 15-16). En este sentido, la activacion de la subunidad p50 de NF-kB
por EPO esta implicada en la eritropoyesis, asi como en el desarrollo neuronal y la
supervivencia (Gutierrez y Davies, 2011). Por el contrario, el efecto antiinflamatorio
de EPO es debido a la inhibicién de la activacién de la subunidad p65 de NF-kB
(Nairz y cols., 2011).

7.6. Efecto antinociceptivo y antialodinico de EPO asociado a la participacion
de la via ON-GMPc-Kartp

Se sabe que EPO incrementa la expresion de SONn, SONe y SONi con un
posterior aumento en la producciéon de ON en la cicatrizacién de heridas (Sorg y
cols., 2013) y en lesién renal por isquemia/reperfusion (Elshiekh y cols., 2017) o
shock hemorragico (Ranjbaran y cols., 2017). También, EPO fue asociado con la
abertura de canales de Katp en condiciones de hipoxia en cultivo de células
tubulares renales (Yilmaz y cols., 2015) y en un modelo de isquemia/reperfusion
renal (Yazihan y cols.,, 2008). Lo anterior nos permiti6 explorar la posible
participacion de la via ON-GMPc-Katp en el efecto antinociceptivo y antialodinico
de EPO. En el presente estudio se observé que un inhibidor de la sintesis de 6xido
nitrico (L-NAME) y un bloqueador de canales de Katp (glibenclamida) revirtieron el
efecto antinociceptivo en ratas no diabéticas y el efecto antialodinico en ratas

diabéticas.
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La participacion de la via ON-GMPc-Katp en el efecto antinociceptivo y
antialodinico de EPO es consistente con el hecho que el ON abre indirectamente
canales de Katp en neuronas del ganglio de la raiz dorsal en ratas con ligadura del
nervio espinal, induciendo hiperpolarizacion y antinocicepcion (Kawano y cols.,
2009). Ademas, se reportd que en el ganglio de la raiz dorsal y nervios periféricos
de ratas con neuropatia diabética dolorosa existe disminucion en la expresion de
la SONn y por consecuencia una disminucion de la activacion de la via ON-GMPc-
Katp (Araiza-Saldana y cols., 2005; Zochodne y cols., 2000). Nuestros datos son
congruentes con otros estudios donde algunos farmacos presentan efectos
antinociceptivos y antialodinicos a través de la via ON-GMPc-Katp (de los
Monteros-Zuiiga y cols., 2016; Quifionez-Bastidas y cols., 2013). Nuestros datos
sugieren la participacion de la via ON-GMPc-Katp en el efecto antinociceptivo y
antialodinico de EPO en ratas no diabética y diabéticas, respectivamente (Figura
15-16).

7.7. Efecto antinociceptivo y antialodinico de EPO asociado a la participacion
de sistema serotoninérgico y opioidérgico.

La administracion sistémica de metiotepina, un antagonista no selectivo del
receptor para 5-HT, inhibi6 el efecto antinociceptivo y antialodinico de EPO
observado en este estudio. Se sabe que metiotepina tiene afinidad por los
subtipos de receptores 5-HT1/2/57 (Hoyer y cols., 1994) En este sentido, la 5-HT
espinal puede ser pro-nociceptivo o antinociceptivo dependiendo el subtipo de
receptor activado. Los receptores 5-HT+/5 (Granados-Soto y cols., 2010) tienden a
ser antinociceptivo y los receptores 5-HT27 pro-nocicepcion (Amaya-Castellanos y
cols., 2011; Pineda-Farias y cols., 2015). En contraste, un agonista del receptor 5-
HT7 bloqued la hiperalgesia, mientras que un antagonistas de 5-HT7 indujo a un
aumento del dolor en ratones (Brenchat y cols., 2009), lo que pone a discusion si
la activacién del receptor 5-HT7 induce antinocicepcidn o nocicepcion. Todos estos
datos juntos podrian sugerir que EPO reduce la nocicepcion inducida por formalina
en ratas no diabéticas y la alodinia tactil en ratas diabéticas por activacion de los

receptores 5-HT1s (figura 17).
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Finalmente, la administracion de NLX, un antagonista no selectivo de los
receptores opioide, no inhibié el efecto antinociceptivo en ratas no diabéticas y el
efecto antialodinico en ratas diabéticas. La dosis de NLX utilizada en este estudio
ha demostrado ser lo suficientemente alta como para bloquear la antinocicepcién
inducida por morfina en varios modelos de dolor (Zahn y cols., 1997), por lo que
nuestros datos sugieren que los efectos antinociceptivo y antialodinico de EPO
son independientes de los receptores opioides. Ademas, estudios previos han
sugerido que hay una reduccion de la capacidad de respuesta de los opioides en
el dolor neuropatico debido a una disminucion de la regulacion o desensibilizacidén
de los receptores de opioides (Porreca y cols., 1998). En la actualidad, no se ha
reportado el efecto antinociceptivo, antialodinico o neuroprotector de EPO

asociado a la participacion del sistema serotoninérgico u opioidérgico.

7.8. Otros mecanismos que podrian estar implicados en el efecto analgésico
de EPO

Los mecanismo neuroprotectores sugeridos para EPO en otro modelos
experimentales muestran similitud con vias fisiopatoldgicas involucradas en el
dolor inflamatorio y neuropatico, es por esta razén que EPO podria ser una terapia
efectiva para el dolor a partir de sus efectos neuroprotectores (Landowski y cols.,
2016). Linea de evidencia In vitro sugirieron que EPO incremento los niveles de
glutation, disminuy6 los niveles de EROs, redujo el estrés oxidativo y por lo tanto
la apoptosis de las células Schwann aisladas a partir del nervio ciatico de ratas
diabéticas (Yu y cols., 2014). Asimismo, la administracion de EPO In vitro
disminuyd la degeneracion de las células del ganglio retinal expuestas a glucosa
elevada, mediante el incremento de la capacidad antioxidante de las enzimas
superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa que neutralizan a las EROs
(Wang vy cols., 2015). En un estudio no asociado a diabetes EPO ejercio efecto
protector contra la lesion por reperfusion isquémica cerebral incrementando la
expresion de GLT-1 y GLAST que promueven el transporte de glutamato al interior
de los astrocitos, reduciendo la concentracién de glutamato extracelular y

neurotoxicidad del glutamato excitatorio (Yu y cols., 2016).

46



Universidad Juarez Auténoma de Tabasco
Divisién Académica de Ciencias de la Salud

Debido a la complejidad de los mecanismos fisiopatoldgicos del dolor inflamatorio,
neuropatico y la actividad pleiotropica de EPO, la antinocicepcion y antialodinia de

EPO falta por seguir siendo esclarecida.
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Figura 15. Mecanismo de la neuropatia diabética. Varios componentes se resaltan en verde para
indicar que su nivel de actividad se incrementé en condiciones de diabetes, o en rojo si esta
disminuida. EPO como un farmaco antialodinico bajo condiciones de diabetes podria regular de
manera negativa a NF-kB (letra naranja) y positivamente la via ON-Karp (letras azules) en el nervio
periférico.
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de la médula espinal. EPO como un farmaco antinociceptivo y antialodinico podria regular de
manera negativa a NF-kB (letra naranja) y positivamente la via ON-Karp (letras azules) a nivel
espinal.
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Figura 17. Modulaciéon del dolor por la via serotoninérgica descendente del dolor. Varios
componentes se resaltan en verde para indicar que su nivel de actividad se incremento al activarse
receptores serotoninérgico nociceptivos (5-HTs27) ubicados en neuronas del asta dorsal de la
médula espinal. EPO como un farmaco antinociceptivo y antialodinico podria inhibir el adenilato
ciclasa y regular positivamente la abertura de canales de K* (letras azules) a través de la activacion
de receptores serotoninérgico antinociceptivos (5HT1s5).
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8. CONCLUSIONES

1. La administracion sistémica de EPO disminuyé significativamente la
nocicepcion en la fase |l del modelo de formalina al 1% de manera
dependiente de la dosis en ratas no diabéticas.

2. La administracion intraperitoneal de EPO tuvo efecto antialodinico

estadisticamente significativo y dependiente de la dosis en ratas diabéticas.

3. La administracion de EPO disminuyd las concentraciones séricas de NF-kB
en el modelo de formalina y la alodinia tactil en ratas no diabéticas y
diabéticas, respectivamente (Figura 18).

4. El efecto antinociceptivo y antialodinico de EPO es regulado por la
activacion de la via ON-GMPc-Katp y por activacion de los receptores 5-
HT4s5 del sistema serotoninérgico (Figura 18).
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Figura 18. Mecanismos propuestos para el efecto antinociceptivo y antialodinico de EPO.
Estos podrian estar mediado por disminucion de la expresion de NF-kB, activacion de la via ON-
Katp y activacion de los receptores 5-HT1/s del sistema serotoninérgico.
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9. PERSPECTIVAS Y LIMITACIONES

A partir de los estudios y discusiones presentadas, las perspectivas futuras del
trabajo se orientan en dos direcciones. En primer lugar realizar trabajos preclinicos
para continuar dilucidando los mecanismos involucrados en el efecto analgésico
de EPO en condiciones de diabetes. En concreto, se podria estudiar la
participacion de las enzimas antioxidantes y transportadores de glutamato (GLT-1,
GLAST) en el efecto antihiperalgésico y antialodinico de EPO en ratas diabéticas.
La opcidn mas plausible seria determinar en médula espinal la presencia y los
niveles de superoxido dismutasa y glutation peroxidasa ~mediante
inmunohistoquimica. Asimismo, determinar en médula espinal la expresion de los
niveles de ARNm de GLT-1 y GLAST mediante el analisis de reaccion en cadena
de la polimerasa cuantitativa de transcripcion inversa (RT-gPCR). También seria
interesante evaluar en ratas con neuropatia diabética el efecto y mecanismos
antihiperalgésico y antialodinico de la eritropoyetina carbamilada, asialo-EPO y
ARA-290, sustancias derivadas de EPO que carecen de funcién hematopoyeética,

por lo tanto, podrian ser mas eficaces y con menos efectos adversos.

En segundo lugar, la relevancia del incremento de NF-kB en la neuropatia
diabética experimental no es clara para la neuropatia diabética en humanos. Sin
embargo, el hecho de que durante la neuropatia diabética dolorosa experimental
se observdo un incremento de NF-kB en suero sugiere que este factor de
transcripcién podria ser usado como un biomarcador de pronéstico, prevencion y
progresion de la neuropatia diabética en pacientes. Es por ello, que seria
necesario realizar estudios longitudinales y determinacion plasmatica de NF-kB
entre las diferentes etapas de la diabetes y su correlacion con los sintomas de la
neuropatia diabética como la parestesia, disestesia, hiperalgesia y alodinia en

pacientes.
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Dentro de nuestras limitaciones, no se midieron los niveles séricos de IL-183, IL-6,
TNF-y y por lo tanto, no se determiné una participaciéon concluyente de la
inflamacion durante el efecto antihiperalgésico y antialodinico de EPO en ratas con
neuropatia diabética. Sin embargo, NF-kB es un factor de transcripcién que regula
la transcripciéon de estas citocinas pro-inflamatorias. Ademas, no se utilizé un
inhibidor de guanilato ciclasa (ODQ), para dilucidar la via completa ON-GMPc-
Katp. NO obstante, la unica via por la que ON abre canales de Katp e induce
analgesia es la antes mencionada. El emplear antagonistas especificos del
receptor 5HT1a (WAY-100635), SHT1s (SB-224289), 5HT1p (BRL-15572) y 5HTsa
(SB-659551) podrian haber sido mas determinante para sugerir que el efecto
antinociceptivo y antialodinico de EPO podria ser a través de la activaciéon de los

receptores 5-HT1s.
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