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RESUMEN

Introduccion: La onda F, los potenciales sensoriales y la respuesta nociceptiva al estimulo
doloroso son pruebas neurofisioldgicas utilizadas para abordar la condicion neuropética en
modelos experimentales realizados en animales de laboratorio.

Objetivo: Evidenciar la efectividad de un nuevo esquema de dosificacion en un modelo de
neuropatia diabética inducida por estreptozotocina en ratas.

Meétodos: Se administrd estreptozotocina a ratas adultas Wistar en dosis de 30 mg/kg por
dia, en dias alternos (lunes, miércoles y viernes) durante una semana. Los niveles glicémicos
y el peso corporal se midieron antes del tratamiento con estreptozotocina y semanalmente
durante todo el periodo experimental (6 semanas). La onda F se registr6 en los musculos del
pie con estimulacién en el tobillo. Se registré el potencial sensorial de los nervios caudales.
El tiempo de reaccién a un estimulo nociceptivo térmico se examind en la prueba de la placa
caliente.

Resultados: En los animales tratados con estreptozotocina los niveles sostenidos de
hiperglucemia y la reduccion progresiva del peso corporal revelaron la condicion
neuropatica diabética, también la conformacion de la onda F y sus parametros (amplitud,
indice integral y persistencia) se redujeron seriamente, asi como la conduccion velocidad en
potencial sensorial (p< 0,05), el tiempo de reaccidn se incrementd significativamente (p<
0,05).

Conclusiones: Las pruebas neurofisiologicas fueron efectivas para demostrar que el
esquema de dosificacion utilizado es capaz de desarrollar neuropatia periférica en un periodo
de seis semanas. Los cambios en la onda F fueron particularmente relevantes y sugieren que,
en paralelo con la transmision sensorial periférica, evidenciada por el potencial sensorial y el
tiempo de reaccidn, existe un compromiso neuropatico de las porciones central y/o proximal
de las fibras motoras.
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ABSTRACT

Introduction: F-wave, sensory potentials and nociceptive response to painful stimulus are
neurophysiological tests used to address the neuropathic condition in experimental models
performed in laboratory animals.

Objective: To demonstrate the effectiveness of a new dosing schedule in a rat model of
streptozotocin-induced diabetic neuropathy.

Methods: Streptozotocin was administered to adult Wistar rats at doses of 30 mg/kg per day
on alternate days (Monday, Wednesday and Friday) for one week. Glycemic levels and body
weight were measured before streptozotocin treatment and weekly throughout the
experimental period (6 weeks). The F wave was recorded in the foot muscles with ankle
stimulation. The sensory potential of the caudal nerves was recorded. The reaction time to a
thermal nociceptive stimulus was examined in the hot plate test.

Results: In animals treated with streptozotocin sustained levels of hyperglycemia and
progressive reduction of body weight revealed diabetic neuropathic condition, also F-wave
conformation and its parameters (amplitude, integral index and persistence) were severely
reduced, as well as velocity conduction for sensory potential (p<0.05), reaction time
increased significantly (p< 0.05).

Conclusions: Neurophysiological tests were effective in demonstrating that the dosing
schedule used is capable of developing peripheral neuropathy over a six-week period. The
changes in the F wave were particularly relevant and suggest that, in parallel with peripheral
sensory transmission, evidenced by sensory potential and reaction time, there is neuropathic
involvement of the central and/or proximal portions of the motor fibers.
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Introduccion

Los estudios de conduccién nerviosa son esenciales en el diagndstico y tratamiento de la
enfermedad de neuropatia diabética periférica en humanos, asi como en estudios
experimentales en animales de laboratorio. Particularmente, la onda F se reporta como uno
de los parametros neurofisiologicos mas sensibles en pacientes diabéticos, ya que también se
ve afectada en neuropatias subclinicas. Por otro lado, los estudios de conduccion nerviosa
que utilizan potenciales sensoriales (SP) también son importantes y estan bien
correlacionados con la pérdida de sensacion (sintomas sensoriales neuropaticos negativos)
como entumecimiento, o fendmenos aumentados (sintomas sensoriales neuropaticos
positivos) como “pinchazos” y variedades de dolor.®
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El modelo de diabetes inducida por estreptozotocina (STZ) en animales de laboratorio se usa
ampliamente para obtener nuevos conocimientos sobre la fisiopatologia de la diabetes, asi
como para descubrir nuevos agentes terapéuticos para tratarla. Sin embargo, una alta tasa de
mortalidad es uno de los principales inconvenientes de este modelo.”) Para superar esta
desventaja, se han informado varios protocolos de administracion de STZ, ya sea
administrando el compuesto solo o en combinacion con otros procedimientos.®*® Sin
embargo, si el objetivo de la investigacion es un nuevo agente terapéutico potencial, es
necesario encontrar el método mas simple para reducir varios factores que pueden
comprometer la interpretacion. Sobre la base de experimentos preliminares, nuestro objetivo
era desarrollar la diabetes y la neuropatia diabética en ratas mediante la administraciéon de
STZ con la utilizacion de un esquema de dosificacion diferente a los descritos
anteriormente. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue demostrar la efectividad de
un nuevo esquema de dosificacion de STZ en la induccion del modelo de neuropatia
diabética en ratas.

Métodos

Se adquirieron ratas Wistar macho del Centro Nacional de Reproduccién Animal
(CENPALAB, Cuba) y se adaptaron a las condiciones ambientales del laboratorio: ciclo
12/12 luz-oscuridad; 65 % de humedad relativa; temperatura ambiente de 24+1°C, con libre
acceso a agua y alimentos. Los experimentos fueron aprobados por el Comité de
Investigacion Animal de nuestra institucion, de acuerdo con las normas internacionales.

Diabetes inducida por STZ

Las ratas se dividieron aleatoriamente en dos grupos: grupo de control (n=6) y grupo STZ
(n=12), que recibieron vehiculo y STZ (Sigma-Aldrich, Reino Unido), respectivamente. STZ
se mantuvo a -20°C y disuelta en una solucion tampoén de citrato fosfato a pH=4,5
inmediatamente antes de su uso, se administro en dosis de 30 mg/kg/dia i.p. cada dos dias,
durante una semana. La preparacién de la solucién y las inyecciones de STZ, se respetaron
los procedimientos de proteccion recomendados por el proveedor de STZ. Para reducir el
estrés rapido, los niveles de glucosa posprandial se midieron 72 h después de la dltima
inyeccion de STZ y luego semanalmente durante todo el experimento. Se extrajo sangre de
la punta de la cola y se determind la glucemia mediante un glucémetro convencional
(SUMA, Cuba). Los pesos de las ratas se registraron antes de la inyeccién de STZ -tiempo 0
(TO) y luego una vez por semana durante 6 semanas. La poliuria, la polifagia y la polidipsia
se estimaron cualitativamente a través de la observacion esporadica de la frecuencia de los
cambios de jaula y la necesidad de mas alimento y suministro de agua (datos no mostrados).

Electrofisiologia
La electrofisiologia se realiz6 con un aparato Neuronic-5 (Neuronic S.A, Cuba). En primer
lugar, los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina e hidrato de cloral en
dosis de 60 y 260 mg/kg i.p. respectivamente. La temperatura corporal de las ratas se
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mantuvo a 36 °C se utilizé una manta termorregulada. Los animales se colocaron en una
camara de Faraday para registrar las ondas F de los musculos del pie durante la
estimulacion eléctrica en el tobillo 6: se aplico una descarga de 32 estimulos con una
frecuencia de 10 Hz. SP se obtuvo de la cola de rata, donde los electrodos de registro (RE) y
los electrodos de estimulacion (SE) estaban separados por 10 cm y estaban a 13 cm y 3 cm
(respectivamente) de la base de la cola.(*®

Prueba de la placa caliente
La placa caliente se utilizdé para evaluar la reaccion del animal a un estimulo térmico
nociceptivo. Los animales se colocaron dentro de un vaso de precipitados de vidrio de 20 cm
de didmetro y 25 cm de alto, que se colocé sobre una plataforma metélica sumergida en agua
mantenida a 53 °C con un termostato (Julavo, Alemania). El tiempo transcurrido entre el
contacto inicial de la rata con el fondo del vaso de precipitados y el lamido de una de las
patas se consideré como RT® y se midié con un cronémetro digital. El tiempo méaximo de
exposicion fue de 3 min.®? Para el analisis estadistico se asigné un valor de 180 seg a los
animales gque no reaccionaron durante el tiempo de exposicion.

Analisis estadistico
Graphpad Prism 6 se utilizd para el analisis estadistico. Se estim6 un indice integral
(amplitud/latencia de inicio x duracién) para la onda F.®) También se evalué la persistencia
de la onda F dentro de una descarga de 32 estimulos, donde cualquier potencial superior a
0,30 mV y que aparece dentro del rango de latencia de la onda F se consideré como tal. Para
el andlisis de SP, la velocidad de conduccidn nerviosa se calcul6 la division a distancia entre
RE y SE (en cm) y la latencia del potencial (en seg).

Resultados

Los animales inyectados con STZ exhibieron una elevacion persistente de los niveles
glicémicos, con valores entre 10 y 27 mmol/L durante todo el experimento,
significativamente incrementados (p < 0,05) en comparacion con el grupo control (Fig 1).

- Grupo control
20 % -# Grupo 1 constz)
15 : *

Valores de Glicemia(mmol/L)

001 2 3 4 5 6 1
Fig 1-Valores de glicemia en el grupo tratado con STZ y el grupo de control. El asterisco indica
diferencia estadistica significativa (p < 0,05), segin ANOVA de dos vias seguido de anélisis de
regresion.
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El grupo STZ también exhibié una disminucién progresiva del peso corporal a lo largo del
periodo experimental, en contraste con el grupo control, en el que se manifestd una ganancia
de peso corporal estable (Fig 2).
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Fig 2- Valores de peso corporal en el grupo tratado con STZ y el grupo de control. El asterisco
indica diferencia estadistica significativa (p < 0,05), segin ANOVA de dos vias seguido de analisis
de regresion.

Los resultados electrofisiolégicos muestran que la amplitud, el indice integral y la
persistencia de la onda F se vieron afectados progresivamente en los animales tratados con
STZ (Fig 3).
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Fig 3 - Amplitud de onda F (A), indice integral (B) y persistencia de onda F (C) en el grupo tratado
con STZ (cuadrado rojo) y el grupo de control (cuadrado vacio). Los asteriscos indican diferencias
estadisticas significativas (p < 0,05) segin ANOVA seguido de la prueba U de Mann-Whitney.

En general, estos cambios en la onda F también pueden apreciarse mediante la observacion
directa de los registros (Fig 4 y 5).
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Grupo control Grupo tratado con STZ

Potencial motor M Onda F

Fig 4 - Grabaciones de ondas F (primer estimulo de una descarga de 32 estimulos) en dos ratas que
representan el grupo de control y el grupo tratado con STZ, correspondientemente en el tiempo 0
(TO) (antes de cualquier tratamiento) y en la semana 6 (T6) posoperatorio. M representa el potencial
muscular directo.

Grupo control Grupo tratado con STZ

Potencial motor M Onda F

Fig 5 - Grabaciones de ondas F (una descarga de 32 estimulos) en dos ratas que representan el grupo
de control y el grupo tratado con STZ, correspondientemente, en la semana 6 (T6) posterior al
tratamiento. M representa el potencial muscular motor directo.

Paralelamente, la velocidad de conduccién del SP también se vio afectada, con una
reduccion estadistica significativa (p < 0,05) (Fig 6).
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Fig 6 - Velocidad de conduccidn del potencial sensorial en los nervios caudales 6 semanas después
de las inyecciones de STZ. El asterisco indica diferencia estadistica significativa (p < 0,05), segun el
Test U de Mann-Whitney.

El RT al estimulo térmico nociceptivo agudo en la placa caliente se incrementd

estadisticamente en el grupo tratado con STZ (p < 0,05), en comparacion con el grupo
control al final del periodo experimental (Fig 7).
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Fig 7- Tiempo de reaccion en la prueba de placa caliente 6 semanas después de las inyecciones de
STZ. El asterisco indica diferencia estadistica significativa (p < 0,05), segun el Test U de Mann-
Whitney

Discusion

En este trabajo, los cambios en los patrones electrofisiolégicos después de la inyeccion de
STZ son consistentes con los reportados previamente en diferentes modelos experimentales
de diabetes,® se incluye el tiempo transcurrido entre las inyecciones de STZ y el inicio de
la neuropatia diabética, que es de alrededor 6 semanas. En particular, la onda F mostr6
cambios importantes, demostrados por el analisis estadistico de indice integral, amplitud y
persistencia. Este Gltimo se redujo en mas del 50 % en 32 estimulaciones. Esta sensibilidad
especial de la onda F podria explicarse que su conformacion involucra no solo las
estructuras mas periféricas o axonales de las fibras motoras, sino también las raices neurales
proximales cercanas a la médula espinal o incluso los cuerpos celulares centrales. V) Se
conoce que la estimulacién eléctrica de cualquier porcion de una fibra motora somatica
genera un impulso ortodromico que estimula directamente las unidades motoras de los
musculos inervados por dichas fibras, pero al mismo tiempo genera un impulso antidromico
que viaja a la médula espinal, donde se despolarizan las dendritas de las fibras
correspondientes, desencadenando un nuevo impulso ortodromico hacia los musculos. Todo
este proceso determina la latencia y morfologia de la onda F. Asi, cualquier disrupcion de
las fibras motoras en los segmentos medial, proximal o central afecta la conduccion
antidromica a la médula espinal y, en consecuencia, modifica la latencia y conformacion de
la onda F registrada en los musculos.

Varios reportes indican que la onda F es la variable neurofisiolégica mas sensible en la
neuropatia diabética, "' ya que se ve afectada en los pacientes diabéticos incluso antes de la
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aparicion de las manifestaciones clinicas tipicas de la neuropatia. Del presente experimento
se podria interpretar razonablemente que se producen cambios metabolicos importantes a
nivel de membrana en las fibras nerviosas motoras, que afectan la repolarizacion de la
membrana, lo que hace imposible desarrollar nuevos potenciales de accion durante los
estimulos posteriores administrados a una frecuencia de 10 Hz. Por esta razon, en varios
animales tratados con STZ, la onda F parece normal solo en el primer estimulo de la
descarga de 32 estimulos. En el resto de estimulos la onda F practicamente desaparecia o se
expresaba con una amplitud de voltaje muy baja, practicamente indistinguible del ruido de
linea base.

A diferencia de las ondas F, los SP son estructural y fisiologicamente mas simples, afecta
exclusivamente los impulsos ortodromicos de las fibras sensoriales. Los resultados muestran
que los impulsos sensoriales registrados desde los nervios caudales se ven notablemente
afectados en los animales tratados con STZ, lo que se expresa en una reduccién de la
velocidad de conduccion. Esto podria representar lo que ocurre en todo el sistema somatico-
sensorial, compatible con el aumento del tiempo de reaccion al estimulo térmico doloroso
obtenido en la prueba de la placa caliente. Esta pérdida sensorial estd asociada a una
condicion neuropética severa.>?

Después de un experimento preliminar donde se explor6 un nuevo esquema de
administracion de STZ, y donde la mortalidad se redujo notablemente a pesar de los niveles
de glucosa en sangre permanentemente altos, se adoptd dicho esquema para el presente
trabajo. En este nuevo esquema, la dosis total administrada (90 mg/kg) es superior a la
reportada previamente para modelos con dosis Unica.’?) En este caso, se consideré que la
vida media de STZ en sangre es lo suficientemente corta® como para asumir que no se
acumularia en la sangre ni en otros 6rganos vitales (rifion, higado, cerebro), y por lo tanto,
podria prevenir una potencial toxicidad sobre dichos 6rganos, para preservar asi la vida del
animal, a diferencia de otros modelos clasicos.?°*® Ademas, este nuevo esquema de
administracion de STZ garantiza eliminar una suficiente cantidad de células Beta para
producir una disminucion en la secrecion de insulina y, en consecuencia, un elevado nivel de
glicemia, que se considera la causa principal o directa de los cambios fisiopatolégicos
subyacentes a la neuropatia.

Los resultados obtenidos con las pruebas neurofisioldgicas, en paralelo con la hiperglucemia
persistente y la reduccién progresiva del peso corporal, confirmaron la validez del novedoso
protocolo de administracion de STZ realizado en el presente trabajo, y son la expresion del
estado metabolico tipico posterior a una reduccién severa de la produccién de insulina.

Se concluye que el resultado méas importante de este trabajo fue confirmar la relevancia de
los estudios de conduccidn nerviosa en este tipo de neuropatia diabética experimental y por
tanto, su potencial contribucion en la validacion de nuevos modelos de esta patologia. Los
resultados aqui descritos muestran que el esquema de dosificacion utilizado es capaz de
desarrollar neuropatia periférica en un periodo de seis semanas, como se ha informado
previamente para otros modelos.™*!? Ademés, estos resultados también muestran que los
cambios en la onda F parecen ser el patrén electrofisioldgico mas sensible en la neuropatia
diabética inducida por STZ, y podria ser la expresiébn de un compromiso neuropatico
proximal o central de las fibras motoras como parte de esta condicién patolégica.
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