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Abreviaturas

5-APV .- 2-amino-5-fosfonovalerato.

AM.- Niicleo anteromedial del talamo; grupo experimental estimulado en el mideo
anteromedial del talamo.

AMPA - Acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropitnico.

ATV.- Area tegmental ventral.

CAC.- Corteza anterior del cingulo.

CAR.- Carragenina.

DA.- Dopamina

L-NAME.- NG-nitro-L-arginina metil ester.

MD.- Nicleo mediodorsal del tilamo; grupo experimental estimulado en el niicleo
MK-801.- 1-{4-clorobenzoil)-piperazin-2 3-dicasboxilzto.

NMDA.- N-mettl-D-arginina.

ON.- Oxido nitrico.

ONT.- Otros nacleos del talamo.

SAM.- Grupo experimental sham en el nicleo anteromedial del talamo.

SMD.- Grupo experimental sham en ¢} nicleo mediodorsal del talamo.

SNC.- Sistema nervioso central.

SONT.- Grupo experimental sham en otros nicleos del talamo.

Vi



RESUMEN.

Como patte de la definicién de dolor se encuentra Ia caracteristica de presentarse como
una expeniencia emocional displacentera. En afios recientes, se ha explorado el componente
cognoscitivo-afectivo del dolor, el cual se ha asoctado con estructuras cerebrales del sistema
limbico. Desde hace 40 aflos, se ha reportado que la cingulotomia quirirgica disminuye el
componeste aversivo o desagradable del dolor en pacientes con dolor intratable. Mediante
nuevas técnicas de neuroimagen se ha observado que la estmulacién nociceptiva produce
activacion de la corteza anterior del cingulo {CAC). Estos hechos confirman la participacion de
la corteza del sistemna limbico en el procesamiento de la informacién nociceptiva. Sin embargo,
no existe evidencia que indique la via por la cual esta informacibén alcanza la CAC. Una de las
estructuras que probablemente participen en este relevo es el tilamo, el cual tene conexiones
reciprocas con la CAC a través de varios nicleos taldmicos entre los que se encuentran el
anteromedial (AM) y el mediodorsai (MD), principalmente. Las eferencias de estos nucleos son
directas y viajan por el haz del cingulo. Otra estructura en estrecha relacién con la CAC, que se
ha relacionado con la modulacién de a nocicepcidn, y que también forma parte del sistema
limbico es el drea tegmental ventral (ATV), la cual tene proyecciones directas dopaminérgicas
ala CAC.

El modelo expenimental para ¢l estudio del dolor patolégico que se utiliza en esta tesis,
es la induccidn de una conducta anormal, llamada autotomia, mediante un proceso
mflamatono dolorose provocado por la inyeccidn intraplantar de carragenina en la extremidad
mferior de la rata. Esta conducta consiste en un auto-dafio sobre la zona donde se produjo la
mflamacion.

El propésito de este trabajo es determinar si Ia estimulacién eléctnca de los ndcleos

AM y MD, v si la lesion del ATV anticipan y potencian la conducta de autotomia.
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Se realizaron dos experimentos para la comprobacion de estos dos objetvos:
Expetimento A. En ratas Wistar, macho, adultas se implantaron, estereotixicamente,
electrodos bipolates en el AM, en el MD y en otros micleos del tilamo (ONT) v. gr.
centromedial, paratenial y reticularis, para aplicar estimulacién eléctrica mientras gue 2 otras no
(sham). Los grupos estimulados fueron: AM (n=17), MD (n=12) y ONT (n=12); y los sham de
los nicleos AM (SAM, n=6), MD (SMD, n=8) y ONT (SONT, n=7). A estos grupos se les
indujo el proceso inflamatoric mediante la inyeccidén de catragenina (CAR) intraplantar (250 pl
al 1%) 60 minutos antes de la primera estimulacién o de la falsa estimulacion. Los parimetros
de estimulacién fueron: 10 min diarios por 10 dias (100 Hz, 1 s, cada 5 s). Como control (C;
n=17) se utlizé un grupo, no implantado, solo con lz induccién del proceso mflamatorio. La
severidad de Ja conducta de autotomia se clasificé en 5 grados, de la cual se calcul6 el indice de
autotomia y la autotomia acumulada. Los resultados muestran una anticipacion en la aparicién
de la autotomia en el AM comparado con sus respectivos grupos sham y control. Ademas, la
autotomia acumulada en los grupos AM y MD fue mayor que el de los grupos sham y control,
sin diferencias entre estos ultimos.
Expenmento B. En ratas Wistar, macho, adultas se lesiond el ATV (n=8), bilateralmente
mediante radiofrecuencia. La mduccién del proceso inflamatorio fue cuatro dias después a la
lesion mesencefalica. El grupo conirol fue el mismo que el utilizado en el experimento
anterior, al igual que la forma de inducir el proceso inflamatonio y de clasificar los grados de
autotomia. Los resultados mostraron una anticipacion en la aparicién de la conducta de
autotomia en el graupo ATV y la antotomia acumulada fue significativamente mayor en ¢l grupo
ATV al comparar ambos parimetro contra el grupo control.

En un trabajo previo de nuestro grupo se encontré que al estimular el haz del cingulo,

estructura que comunica ditectamente los nacleos talamicos AM y MD con la CAC, produjo
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cambios en la incidencia, aparicidn e intensidad de la autotomia. De tal forma que si se
estimula el probable origen de éstas fibras que forman el haz del cingule (2 nivel de los nicleos
talimicos relacionados) se deberia observar cambios en el mismo sentido que se observaron al
estimular la via. Los hallazgos de la presentes tesis sefialan que 1z estimulacién de Jos nicleos
talimmicos AM y MD modifican la informacién nociceptiva probablemente 2 nivel de la CAC, al
disminuir 12 latencia de aparicién e incrementar ia conducta y la incidencia de la autotomia.

Por otro lado, el ATV, estructura subcortical, que también forma parte del sistema
limbico y que tiene aferencias dopaminérgicas inhibitorias hacia la CAC, pareciera ejercer un

papel inhibitorio de la conducta de autotomia.



ABSTRACT

As a patt of the definition of pain is that it is chamcterized by an unpleasant emotional
expenence. Over recent years, it has been explored the affective-cognitive component of pain,
which has been associated with cerebral structures of the limbic system. It has been reported
that surgical cingulotomy reduces the aversive or unpleasant component of pan in patients
with untreatable pain. Recent neurotmagen techniques shown that the nociceptive stimulation
activates the antenior cingulated cortex (CAC). These facts confirm the involvement of the
limbic system cortex in nociceptive information processes. However, there is no evidence of
the pathway by which such information reaches such cortex. Probably, one of those structures
involved in this connection is the thalamus, which seads bi-ditectional projections to the CAC
through many thalamic nuclei, mainly the anteromedial (AM} and the mediodorsal (MD)
nuclet. The efferent of these nuclei are direct and travel through the cngulum bundie. Another
structure related to the modulation of nociception, which is also part of the limbic system and
has direct efferents to the CAC, is the ventral tegmental area (ATV), which contains
dopaminergic neurons.

The experimental model for the study of pathologic pain in this thests, is the induction
of an abnormal behavior through a painful inflammatory process, called avtotomy. This
behavior consists in a self-injury over the inflicted inflarmmatory zone.

The purpose of this work is to determine if the electric stimulation of AM and MD
nuclel, and the lesion of the ATV anticipate and potency the autotory.

Two experiments were performed to prove these two objectives: Expeniment A. Rats
Wistar, male, adult, were stereotaxically implanted with bipolar electrodes in the AM, the MD
and other thalamus nuclet (ONT) v. gr. centromedial, paratenial and reticulans; some were

stimulated and others were not (sham). The sumulated groups were: AM (0=17), MD (a=12)



and ONT (n=12); and the sham of the nudet AM (SAM, n=6), MI> (SMD, n=8) and ONT
(SONT, 0=7). The inflammatory process was induced to these groups through ao intraplantar
carragenin {CAR) injection {250 ml at 1%) 60 minutes before the first stimulation. The
stimulation patameters were: 10 minutes every day for 10 days (100 Hz, 1 s, every 5 s). The
control (C; n=17) was a2 non-implanted group, only with the induction of the inflammatory
process. The severity of the autotomy was classified in five grades, and based on this
classification it was calculated an autotomy index and the accamulated zutotomy. The results
showed anticipation on the autotomy onset in the AM group compared to their respective
sham and control groups. Also, the accumulated autotomy in the AM and MDD groups was
higher than in the sham and control groups, without any difference between this last two.
Experiment B. Rats Wistar, male, adult was injured the ATV (n=8), bilaterally by
radiofrequency. The induction of the inflammatory process was done four days after the
mesencephalic leston. The control group was the same as for the experiment A, as well as the
induction of the inflammatory process and the way of classifying the autotomic grades. The
results showed anticipation on autotomy omnset time of the ATV and the accumulated
antotomy was significantly higher in the AV'T at the moment of comparing both parameters
against the control group.

Previous works indicate that the CAC is related to the affective-cognitive component
of pain and the induction pathological pain-behavior, autotomy. The results of the present
thesis point out that the stimulation of AM and MD thalamic nuclei probably modify the
nociceptive information at the CAC level, by decreasing the onset time and increasing the
incidence and the mtensity of autotomy. It also suggests that the ATV plays an inhibitory role
of the autotomy by blocking the activation of the CAC produced by the nociceptive

stimulaon.



INTRODUCCION.

El dolor es una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a un dafio real
o potencial del tefido, que incluye una serie de conductas relacionadas al dolot, visibles o
audibles que pueden ser modificadas por el aprendizaje. En los animales se utiliza el término
nocicepcion, el cual se refiere a la presencia de conductas, reacciones totoras de evitacion y
vocalizaciones producidas por la estimulacién nocival,

La percepcién del dolor tiene las siguientes caracteristicas importantes: es un evento
reconocible; es localizable topolégicamente; es desagradable y aversivo una vez que se
expetimenta; tiene una duracién definible?, e involucra un componente sensotial y otro
emocional, lo que lo convierte en un proceso complejo.

Para su estudio, se han propuesto diferentes clasificaciones. Fordyce y Loeser3:4
consideraron cinco componentes o niveles del dolor: 1) el nociceptivo, 2) 12 nocicepcion
percibida, 3) el sufrimiento asociado, 4) la conducta dolorosa y 5) los factores ambientales
relacionados con el estimulo doloroso.

El mvel nociceptivo se entiende como la sensacién de dafic potencial o real del tejido
activado por estimulos periféricos térmicos, mecanicos o quimicos que actian sobre terminales
nerviosas especializadas de fibras C y A-delta.

El sufrimiento asociado se define como la respuesta afectiva-cognoscitiva generada por
regiones superiores del sistema nervioso en respuesta al dolor u otras situaciones asoctadas
como: miedo, ansiedad, aislamiento, depresion, etc. Este término no es aplicable en
experitmentos con especies no humanas por la dificultad de obtener pruebas objetivas de lo que
siente el animal.

La conducta dolorosa se refiere al comportamiento generado por la presencia de un

estimulo nociceptivo (ejemplo: postura, vocalizacion, etc.)’.



Finalmente es de considerar 1a importancia de los factores ambientales o
socioculturales que alteran la conducta sin importar la etiologia del dolor.

Otra clasificacion involucra los mecanismos neurofisiologicos que intervienen en la
nocicepcién. En ésta, los mecanismos neurofisiolégicos se dividieron en tres fases® (Figura 1):

1} En la primera fase el dolor provocado por estimulos nociceptivos breves actila como sedial
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Fig. 1. El esquema representa las fases de los mecanismos fisioldgicos del
doler (Cervero,1991). 1) En la fase 1 se representa el dolor provocado por un
estimulo nociceptivo breve, la sensacion es de corta duracion y desaparece
cuando cesa el estimulo. En la fase 2 se representa un estimulo nocivo
persistente, y los mecanisios de sumacion como la sensibilizacién central.

Y por uitimo, ¢n la fase 3 se representa una percepcion dolorosa anormal que
se desarrolla a consecuencia de una disfuncidn del sistema nervioso
periférico o central, donde bay una pérdida de fa correlacidn entre el
estimulo no nocive v la sensacién dolorosa conecido como alodinia.




de alarma sobre un dafio potencial o existente ¢n el organismo, sin importar la intensidad. La
sensacion es de corta duracién y desaparece cuando se suptime la causa que lo produce. 2) La
segunda fase estd asociada generalmente con estimulos nocivos persistentes, como los
procesos inflamatorios o el dafio tisular. Y por dltimo, 3) Ia tercera fase se establece como una
percepcién dolorosa anormal que en algunas ocasiones se desatrolla inicialmente a
consecuencia de una disfuncion del sistema nervioso periférico o central, resultado de un dano
del nervio, la médula espinal o el cerebro. En esta fase hay una pérdida en la correlacién entre
el estimulo, normalmente no nocivo, y la sensacién dolorosa, conocido como alodinia®; el
proceso patologico persiste mucho tiempo después de que el estimulo ha desaparecido o el
dafio ha sido reparado, lo que sugiere el desarrollo de cambios plisticos en ka2 funcion del
sistema nervioso central’.

Desde hace 20 afios se conoce que ¢l dolor espontineo, Ia hiperalgesia y la alodinia son
el resultado de la sensibilizacién de neuronas aferentes primarias inducida por dafio tisular8:?.
Se ha reportado que el dafio tisular produce un incremento en la respuesta de las neuronas
nociceptivas de la médula espinall y en otras regiones del sistema petvioso central como el
talamo y el cerebro’11,12. La expresion exagerada o anormal de esta respuestz es uno de los
factores que desencadenan el dolor patologico, es decir, la entrada de impulsos tonicos de
aferencias nociceptivas primatas (presentes en el dolor por inflamacién persistente y en el
dolor neuropitico) se ha postulado como el factor de la sensibilizacion central de las vias
encargadas de la transmision y traduccidn de los estdmulos algésicos ocasionando una
sensacién dolorosa patolégica’>13.

Existen sindromes clinicos en el humano clasificados dentro de la fase 3 de Cervero y
Laird (1991)%, como el dolor por denervacion y el dolor central, que se observan solo en una

minotia de personas; ain en pacientes con los mismos dafios en el SNC (la denervacion a nivel




petiférico o lesiones 2 nivel central), pueden no desarrollar sintomas dolorosos®. En cambio, el
miembro fantasma doloroso otro sindrome doloroso tipo fase 3, se presenta en la mayorfa de
los pacientes que sufren amputacién traumitical, y en donde la variacion se observa en el
tempo de aparicidn. En estas condiciones la inmediata correlacién entre descargas de
nociceptores peniféricos y la sensacién de dolor se pierde. Esta fase se catacteriza por impulsos
centrales inicialmente generados por la entrada de informacidn periférica, pero no
necesariamente mantenida por ellos®. Es decir, ocurren cambios plisticos 2 nivel central
debido 2 la activacién de este sistema’. Por lo que ¢l desarrollo de la fase 3 del dolor debe
involucrar factores genéticos, cognoscitivos y afectivos no identificados hasta €l momentoS:/.

Por otro lado, Melzack!> propone dimensiones del dolor para discriminar los factores
sensotiales de la cualidad afectiva desagradable. Esta cualidad afectiva es lo que motiva un
comportamiento complejo dirigido a detener el dolor tan rapido como sea posible. Para esta
clasificacién establece que los factores multidimensionales del dolor se dividen en médulos o
componentes: a) sensorial-discriminativo, que se refiere al sistema somatosensorial de
conduccidén ripida; b) motvacional-afectivo, correspondiente a estructuras reticulates y
limbicas influenciadas por sistemas espinales de conducci6én lenta; y ¢) cognoscitivo-evaluativo,
representado por estructuras neocorticales que ejercen actividad sobre las dimensiones
sensonal-discriminativo y motivacional-afectivo.

Una de las areas del cerebro relacionada con los componentes afectivo y cognoscitivo
es la corteza anterior del cingulo. Desde 1937, Papez1® establece la importancia de la corteza
del cingulo en el procesamiento de las emociones. Varios estudiosi”18 han ligado al cingulo
con areas limbicas y mas precisamente con procesos cognoscitivos y afectivos asociados al

dolor. El efecto de la cingulotomial? y los estudios de neuroimagen durante la estimulacién




somitica nociva?0-25 sugieren 1a intervencién directa de la corteza anterior del cingulo en el
procesamiento de la sensacidén y percepcton doforosa normal.

Pata el estudio del dolor patolégico se han utilizados modelos experimentales26-27 (para
postulados en contra ver Sweet, 198128), en los cuales se evalia la presencia y calidad del dolor
desencadenado por una lesién nerviosa mediante una conducta de automutilacién o
autoagresion, llamada también autotomia. Dicha conducta es susceptible de ser modificada
mediante diferentes abordajes experimentales a diferentes niveles y estructuras involucradas en
la transmisién de la informacién nociceptiva. Se ha demostrado?® que la infiltracion de
anestésicos locales en el haz del cingulo retrasa la aparicién y disminuye la intensidad de Iz
autotomia. De acuetdo con esto, nuestro grupo>? encontré que la estimulacién eléctrica en el
haz del cingulo previa o simultinea 2 la induccién de un proceso inflamatotio con carragenina,
acelera la aparicién y aumenta el grado de la autotomia en la rata. Estos resultados, 2930 indican
que el haz del cingulo y estructuras directamente relacionadas con el mismo intervienen
directamente en el desarrolio del dolor patolégico y la conducta desencadenada como parte del
sindrome. El propésito de este trabajo es demostrar la participacién de la corteza anterior del

cingule y sus principales conexiones en el desarrolio del dolor patoldgico utilizando un modelo

de autotomia en la rata.
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DOLOR PATOLOGICO

La palabra dolor se refiere a un basto conjunto de fenémenos que van de la bien
conocida sensacidn aguda que dispara una respuesta nodiceptiva, a un dolor difuso y de larga
duracion o dolor cronico que puede transformatse en un estado patologico.

El término de dolor patolégico se establece cuando se pierde la funcion pomaria del
dolor, la cual es la de servir, por un lado como un sistema de alarma que avisa sobre Ia
existencia de un dafio potencial o real en el tejido, y por el otro como un sistema para la
proteccion de un tejido lesionado. Por consiguiente, el dolor patoldgico es una percepcidn
dolozosa anormal, Ia cual carece de una cotrelacién entre el estimulo y la sensacién dolotosa y
que persiste tiempo después de que el estimulo ha cesado, o el dafio ha desaparecido o
reparado.

Existen varios modelos animales de dolor cronico para entender la complejidad de las
condiciones dolorosas en los humanos y los posibles tratamientos para aliviado?’. Para su
estudio se clasifican en tres grupos: foco central imritativo, deaferentacion e hiperestimulacion.

En el foco central irritativo, las vias aferentes estan intactas, el foco excitatotio se
produce en los centros nerviosos. Algunos ejemplos de este modelo se llevan acabo mediante
la aplicacion de diferentes sustancias para provocar los focos irritativos segtin la localizacion en
donde se apliquen, como el gel de aluminio y la estricnina topica en el nicleo del trigémino, o
la inyeccion intracerebral de substancias que suprimen el efecto central inhibidor como son: la
toxina de tétanos, la estricnina y la penicilina3l. Se ha observado que ante éste tipo de
estimulos se ptesentan respuestas anormales a la estimulacién tactil y en ocasiones conductas
de auto-agresién. El comportamiento desencadenado por focos irritativos centrales se ha

interpretado como dolor creado por la hiperestimulacion de vias centrales nociceptivas.
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La deaferentacion es un modelo donde se suprime Ia entrada de infortnacion periférica,
mediante 12 lesion de Ias vias aferentes. Esta lesion se Beva acabo en diferentes niveles:
nervio®?, rafz dorsal®3, fasciculo o tracto®, y de dos formas principalmente: la seccién o la
constriccién de la via,

A pesar de que este tipo de modelo se ha aplicado ya por mis dos décadas, aun exisie
un debate sobte si Iz conducta de antomutilacién es una respuesta a un dolor disestésico26:36 o
una respuestz a un apéndice insensible?’. Para discusién y revisién del tema ver Coderre®S y
Kauppila38,

En los modelos donde se lleva a cabo la hiperestimulacion, es decir un incremento de
la-informaci6n periférica provocada por un dolor tonico, ésta se produce mediante la inyeccién
subcutinea de carragenina o formalina generalmente en la pata del animal Estas sustancias
tienen por objeto provocar un dolor cutaneo mediante un proceso inflamatorio, y son usadas
como modelo de dolor t6nico3%:40. La inflamacién local en la pata de ka rata produce un dolor
constante asociado a la lesion moderada del tejido, y ha sido relacionado con escalas subjetivas
basadas en la postura del animal®>~%40. El carso temporal de Ja prueba de formalina presenta
dos fases, una primera fase ternprana que va desde el momento de Iz inyeccidn hasta
aproximadamente 5 minutos después, y que se relaciona con un dolor agudo, postetiormente el
dolor se reduce de forma considerable. La segunda fase se caracteriza por un incremento del
dolor, de moderado a alto, y que comienza a partir de 10-15 min después de la inyeccién.
Durante esta fase tardia aparece un comportamiento de evitacion y proteccion hacia el area
afectada que pessiste hasta por 1 h o mds, dependiendo de la conceniracién de formalina
inyectada. Esta conducta se caracteriza porque la rata eleva, sacude, lame repetidamente, y en

algunas ocasiones, muerde la pata inflamada?l.
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la carragenina (CAR) comparte muchas caracteristicas como agente inflamatotio
nociceptivo con la formalina. Sin embargo, tienen algunas diferencias como es Ia latencia de
aparicion del dolor en la fase tardia (1 h para la carragenina, 10-15 min para la formalina) y 1a
duracién de la hiperalgesia (2-4 h para la carragenina, 1 h pars la formalina)?’.

En los modelos de hiperexitabilidad, la via nociceptiva se conserva, asi como ia
integridad del animal, en comparacién con los modelos por foco imitativo central y por
denervacion. La eficacia de la carragenina en producr procesos de dolor tonico con
repercusién a nivel central, ha sido corroborada en varios estudios*243.

En el modelo de hiperestimulacién, la conducta del animal es medida como un
parametro para evaluar la presencia y la intensidad del dolor. Esta puede consistir en una
reaccién hiperalgésica o un verdadero dolor cronico. La conducta clisica que se correlaciona
con el dolor es la vocalizacién, asi como rasgufios y mordeduras del 4rea periférica involucrada,

es decir, conductas de auto lesidén?’.

AUTOTOMIA: MODELOS DE DOLOR PATOLOGICO

A nivel experimental, existe una conducta que se desarrolia en los animales debido a
lesiones similares a las que desencadena el dolor por deaferentacién en el hombre*t. La
mayotia de los animales neurectomizados cotniepzan a rasgar, morder o mutilar partes del
miembro denervado, fenémeno que se ha derominado como autotomia. Se ha propuesto que
este comportamiento es el tesultado del dolor patoldgico desencadenado por el dafio del
sistemz nervioso. Aunque existe controversia en este hecho, varios estudios apuntan a que la
conducta de antotomia es una respuesta a la nocicepcién mis que un comportamiento ante la

presencia de un apéndice insensible3’, y tas aun, hay argumentos experimentales que
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demuestran que la cuantificacion de la auvtotomia es una medida apropiada para la valoracié;l
de los grados de dolor o disestesia que resultan de la deaferentacién del miembroZ0.

El sujeto de experimentacion mas utilizado en estos modelos ha sido la rata. En la
mayoria de ellos, se produce una seccién o dafio anatémico a vatios niveles de la via
nociceptiva: a nivel de la méduia espinal®, de la miz dorsal®3, o del nervio periférico®?; a los
cuales se les conoce como cordotomia, rizotomia dorsal o neurectomia respectivamente. El
dafio anatémico se realiza con una ligadura floja que constrifie parcialmente el nervio®>.
Nuestro grupo establecié un modelo de hiperestimulacién, en el cual se induce la conductza de
automutilacion mediante un proceso inflamatonio al inyectar carragenina en tejidos blandos de
la pata del animal3%:45, La hipétesis que se ha formuiado con relacién a este hecho, es que la
inflamacién que resulta de la infiltracion de catragenina produce una hiperestimulacion
perifética que desencadena en algunos animales la conducta de automutilacién. Sin embargo, se
desconoce exactamente los procesos por lo que se desarrolla esta conducta.

Los modelos por deaferentacion pricticamente siguen el mismo patron de conducta,
las pequefias variaciones en el patrén de autotomia, entre los diferentes tipo de lesidn nerviosa,
se encuentran pancipalmente en la latencia de aparicién y evolucién de la autotomia. En los
modelos por deaferentacion la automutilacion es progresiva, de distal a proximal, iniciando con
las ufias y que continua con las falanges, metatarso, etc. Apatece en un intervalo de 10 a 37
dias32. En cambio, en el modelo por inflamacién, la automutilacién se presenta con lesiones
topologicamente lineales y se encuentran predominantemente en la regién dorsal de la pata.
Estas lesiones aparecen en uan tntervalo de tiempo de entre 1 a 5 dias. Debido a estas
diferencias en la autotomia hubo la necesidad de crear una clasificacion ad boc para la autotomia

inducida por el proceso inflamatorio resultante de la infiltracion de carragenina.
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Se establecieron cinco grados fundamentados en la extension y multplicidad de las

lesiones (#ide infra material y método experimento A).

GENESIS DE LA CONDUCTA DE AUTOTOMIA

Si bien, aun no se ha entendido por completo la fisiopatologia de la conducta de
autotomia, si se han logrado avances en el conocimiento de la génesis y en factores que
estimulan o inhiben la aparicién y la intensidad de la conducta. Estos avances se han
conseguido sobre todo en modelos por deaferentacién, en los cuales se ha observado que
cuando las fibras sensorales son dafiadas, emiten una descarga de impulsos de alta frecuencia
que tiene una duracién de minutos38. A pesar de su corta duracion, se ha sugerido que esta
primera descarga subsiguiente a2 la lesion interviene en la apaticidn e intensidad de la
autotomia, debido a que esta conducta se modifica al bloquear o al prolongar la descarga inicial
posterior a la lesion. En este sentido, se ha demostrado que al prevenir Ia descatga, utilizando
anesteésicos locales para bloquearla antes del corte del nervio, aumenta la latencia de inicio y
disminuye la intensidad de la conducta®®. Por el contrario, Ia prolongacién de dicha descarga,
mediante una estimulacion eléctrica de la suficiente intensidad para ser conducida a través de
fibras A delta y C o0 a una frecuencia de 0.5 Hz (que produce una sumacién temporal, o “wind
up”, en la respuesta de algunas neuronas nociceptivas del asta dorsal) previamente a la lesién
nerviosa, acorta la latencia de inicio e increments la intensidad de la autotomiz4?. Aunado a
esto, se ha observado que un estimmulo nocivo previo 2 la neurectomia en el drea denervada
incrementa la conducta de la autotomia®®-30 y que la sustancia P y la somatostatina,
neuropéptidos que se liberan de las terminales aferentes primaras del asta dorsal por un
estimulo nocvo, estan involucrados en este proceso, dado que al administrar estas sustancias

en la médula espinal, también sc¢ aumenta la conducta®!. Estos hechos sugieren que la
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autotomiz resulta de la activacion neural central, con efectos a largo plazo, inducida por la
lesién nerviosa; v que puede ser influida por un tipo de memora nociceptiva establecida
previamente en estas neuronas.

Después de ésta primera descarga y secundariamente al dafio nervioso, se presenta una
serie de cambios en el extremo proximal del nervio que igualmente participan en la aparicién
de la conducta de autotomia3®. Esto se¢ ha observado mediante 1z reseccién quinirgica o
farmacolégica del neuroma que se forma en la porcidn proximal del nervio lesionado, lo cual
suprime, patcial o totalmente, la autotomia0->2, Ademids, se han registrado descargas
espontineas en el neuroma, que aparecen, dependiendo del tipo de lesion, entre los 4 y los 10
dias posteriores al dafio nervioso33. Bl patrén de descarga espontinea hallado en estas fibras
presenta una frecuencia variable (0-100 Hz) con descargas ritmicas, que pueden ser activadas
por estimulacién mecinica del neuroma®3. Otro sitio donde también se ha encontrado
modificaciones en la actividad espontines, es en las neutonas de la raiz dorsal®. En estas se ha
observado un incremento en la actividad espontinea, las cuales disparan a baja frecuencia
(0.25-14 Hz) con actividad irregular, ain después de extirpar o anestesiar localmente el
neuroma>*. El anilisis subsiguiente de la velocidad de conduccién de las fibras mostré que los
responsables de la conduccion de estos impulsos son pequeiios filamentos mielinizados, de
tipo A delta®>.

Los mecanismos anteriores desencadenan cambios electrofisiologicos, que mvolucran
modificaciones a latgo plazo, en las neuronas del asta dorsal, registradas de 9 a 10 dias
postetiores a la lesion nerviosa. Estos cambios muestran: a) una respuesta prolongada (> 10
min) ante estimulos nocivos breves (< 15 s); b) una hiperactividad ante estimulos no nocivos,

(estimulacién mecanica gentl y movimientos de flexion-extensién de Ia pata); y ¢) alta actividad
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espontinea de s de estas neuronas acompafiadas de modificaciones en el campo
P

receptivo periférico>4.

MECANISMOS CELULARES RELACIONADOS CON EL DOLOR PATOLOGICO

Los mecanismos celulares que han sido relacionados con los cambios
electrofisiologicos neurales que involucran modificaciones a largo plazo, son los procesos de
plasticidad siniptica denominados sensibilizacién central y wind up’. En estos procesos se ha
propuesto que esti involucrado un reclutamiento gradual de receptores N-metil-D-arginina
(NMDA) activados por Ia sumacion de potenciales excitatorios lentos mediados por receptores
de la sustancia P (y péptidos relacionados a ésta)>0 o por la apertura de canales lentos de calcio
que forma parte del receptor metabotrépico glutamatérgico en neuronas especificas de la
médula espinal®’>38, En relacién con este planteamiento, se ha observado que al administrar, de
forma sistémica o intratecal, antagonistas no competitivos del receptor NMDA (MK-801: 1-(4-
clotobenzoil)-piperazin-2,3-dicatboxilato o 5-APV: 2-amino-5-fosfonovalerato) antes o
durante los primeros tres dias del dafio nervioso, produce un efecto inhibitorio sobre Ia
conducta de autotomia®%:60; el mismo efecto se ha observado con la aplicacion subcutanea de
magnesio 30 min antes de la lesién nerviosaS!. Por el contrario, al bloquear la inhibicién
glicanérpica del receptor NMIDA con estricnina se aumenta notablemente la conducta de
autotomia®l. Lo que indica, claramente, que en el desarrollo de la autotomia intervienen
directamente la activacién de receptores NMDA vy las cortientes de calcio relacionadas a éste,
en neuronas de la meédula espinal.

En este tipo de plasticidad sinaptica también se ha involucrado al éxido nitrico (ON)
como neuromensajero inductor de los cambios plasticos tanto en la neurona presinaptica

como en Ja postsinaptica, siendo en esta Ulbma donde se produce y libera este
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neurotransmisor®2-64, Por lo que también se ha propuesto como un factor en el desarrollo de
la conducta de autotomia®>. De esta forma, utilizando agonistas (L-atginina) y antagonistas
(NG-nitro-L-arginina metil ester: LINAME) para la formacién de ON en un modelo de
deaferentacion del nervio cidtico y safeno, se observo que con la infiltracidén intratecal a nivel
lumbosacro del precursor L-arginina, 5 2 10 min previo a la lesién, aumenta la autotomia y
diminuye con la infiltracién del antagonista L-NAME. La imfiltracién de los isdémeros D-
arginina y D-NAME no tuvo efecto alguno sobre la autotomia®2, Estos resultados sugieren
que la autotomia en las ratas puede ser modulada mediante el bloqueo o la facilitacién de la

produccién del ON en las neuronas espinales involucradas en el dolor neuropitico.

ViAS RELACIONADAS CON EL DOLOR NEUROPATICO

Los estudios enfocados en determinar las vias ascendentes nociceptivas relacionadas
con la conducta de autotomia han encontrado que los fasciculos anterolateral y dorsolateral,
que intervienen en Ja transmision e inhtbicién del dolor, también estin telacionados con la
activacién de la autotomia. Al respecto, Wall, Saade y colaboradores3+65 ohservaron que la
lesién del fasciculo anterolateral, ipsi y contralateral, simultinea o previa a la denervacién,
produce un retraso significativo y una menor intensidad en la autotomia. Por el contrario, la
seccion del fasciculo dorsolateral, acelera la aparicién de la autotomia en respuesta a la
denervacion contralatetal del nervio cidfico y safeno, sin modificar la conductz ante Ia seccién
del fasciculo posterior (gracilis y cuneatos). Por lo que estos autores proponen que la sefial
nociceptiva viaja a través del fasciculo anterolateral, alpunas fibras se dingen hacia el bulbo en
donde activan neuronas de la sustancia gris periacueductal y rafe dorsal, las cuales proyectan a
través del fasciculo dorsolateral a neuronas de la lamina I principalmente, cerrando el circuito

inhibitorio espino-bulbo-espinal.
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Otros estudios de este mismo grupo relacionan estructuras supraespinales subcorticales
y corticales con la conducta de autotomia. Las estructuras subcorticales exploradas han sido el
area parabraquial y ¢l estriado. Se ha observado que al lesionar el drea parabraquial contralateral
con 4cido iboténico se acelera la aparicion y aumenta la intensidad de la conducta; en cambio al
lesionar el estriado con 4cido kainico la conducta de autotomia tarda en aparecer y disminuye
su intensidad. También se observd un retardo en la apaticién y una disminucién en la
intensidad de la conducta al realizar una hemidecorticacién masiva, mediante hemisferectomia
subtotal®0, y al inyectar localmente anestésicos locales en el haz del cingulo??.

No cbstante estos datos, la expetimentacién con respecto a la identificacion de
estructuras corticales y subcorticales en relacion con los mecanismos fisiopatologicos del dolor
patolégico son escasos y poco se ha explorado en relacién a las estructuras supraespinales

involucradas con la transmisién del dolor en general y del dolor patolégico en especial.



ANATOMIA FUNCIONAL DE ESTRUCTURAS RELACIONADAS CON LA
CORTEZA DEL CINGULO QUE PARTICIPAN EN EL DOLOR PATOLGGICO.
VIA ASCENDENTE

Existen muchos componentes y vias anatomo-funcionales del dolot. El presente
estudio estd enfocado al anilisis del componente afectivo del dolor. Hay argumentos que
intentan diferenciar los componentes afectivos del dolor de los sensoriales. Aun mas, se ha
propuesto que la discriminacién entre sensacion afectiva y sensorial puede estar dada desde las
astas dorsales de la médula espinal®7, asi como al nivel del tallo cerebral en el cerebro medio!5.

La informacién sensorial no nocceptiva es transmitida a través de la via
espinotalimica®® o via espinotalimica lateral!®, que proyecta fibras de neuronas hacia los
nicleos del tilamo, que son nacleos de relevo para enviar la informacién a la corteza
somatosensorial. Por otra parte, la informacién sensorial nociceptiva sipue la via
espinoreticular§” o via espinotalimica mediall® para llegar 2 las regiones cerebrales donde se
integran los procesos afectivos de la informacion nociceptiva (Figura 2). Este tracto medial
contiene también vias aferentes somatosensoriales y viscerosensoriales que llegan a diferentes
niveles del tallo cerebral.

El procesamiento de las sefiales nociceptivas que producen el componente afectivo
comienza en las vias que van de la formacién reticular a la corteza cerebral®’. Cuatro son las
vias aferentes que proyectan a Ia neocorteza: el haz noradrenérgico dorsal orginado en el locus
coeruleus; las fibras serotomnérgicas originadas en el nicleo del rafé; las neuronas colinérgicas
que surgen principalmente del nbGcleo basal de la sustancia innominata; y las vias
dopaminérgicas del drea tegmental ventral (ATV) y la sustancia nigra®’. En cuanto 2 la
integracion central de la informacidén dolorosa, ésta emplea ambas vias: la espinotalamica

medial (espinoreticulat) y la espinotalamica lateral (espinotalamica)®%:70, para elaborar una
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Fig. 2. Los nociceptores del segmento dérmico estimulado transmiten la informacién por
medic de las neuronas del ganglio dorsal hacia las neuronas del asta dorsal. Estas filtimas se
encargan de transmitir la informacién nociceptiva hacia el tdlamo mediante la via
espinotalamica. La via espinotaldmica se divide en fasciculo dorsolateral (espinotaldmico
lateral: responsable de ]a transmisién de la informacién hacia sitios cerebrales encargados de
la identificacidén y localizacion espacial y temporal del dolor) y en fasciculo anterolateral
(espinotalamico medial: responsable de la transmisién de la informacién hacia sitios
cercbrales que procesan el componente afectivo-aversivo det dolor). Melsack, 1990,

integra§ic'?n central de la informacidén dolorosa, ésta emplea ambas vias: la espinotalimica
medial (espinoreticular) y la espinotalamica lateral (espinotaldmica)®?7%, para elaborar una

respuesta compleja, tanto motora como de inhibicion descendente ejercida por la sustancia gris
periacueductal v los nicleos del rafé’). La transmisién de la informacién nociceptiva hacia el

talamo s mediada por la via cspinomlimica una vez que son activadas las neuronas del asta



hacia sitios cerebrales encatgados de la identificacién y localizacién espacial y temporal del
dolor) y en el fasciculo anterolateral (espinotalimico medial: responsable de la transmision de
la informaciéon hacia sitios cerebrales que procesan el componente afectivo-aversivo del
dolor)15:72,

La informacion transmitida por cada fasciculo se integra en diversos grupos talamicos.
El tilamo es un conglomerado de nicleos que se localizan a ambos lados del tercer ventriculo,
cada uno dividido por un conjunto de fibras denominado limina medular interna y extetna que
separan a los nucleos talimicos en seis grupos (Figura 3). La relevancia del tilamo en los
procesos sensotiales se debe a que todos los sistemas sensorales, a excepcién del sistema
olfatorio, hacen relevo en el tilamo antes de llegar a la corteza. El olf;to proyecta directamente
a la corteza y después al tilamo en el ndcleo medial dorsal. Los nicleos talamicos presentan
conexiones reciprocas con la cotteza cetebral. Parte de la informacion dolorosa asciende a
partir de las neuronas de la 1dmina I, V y VI de la médula espinal. Los axones de éstas neuronas
conforman la mayor parte del fasciculo dorsolateral y se dirigen, principalmente, a los nicleos
especificos o laterales del tilamo (micleos ventral posterior, y geniculado lateral y medial). Se
les dic esta denominacion debido a que las neuronas de estos micleos responden
selectivamente a una topografia, extensién y tipo de estimulacién?%:73. La otra parte de ésta
informacién, asciende a partic de las laminas profundas (VI-VIII) a través de ambos fasciculos,
puncipalmente a través del fasciculo anterolateral, hasta estructuras mesencefilicas y al
talamo’4. En este Gltimo, la informacién se distribuye en los micleos inespecificos o mediales
(nticleos mediales, intralaminares, antetior y reticulat)’>. Algunos autores’®,77 han sugerido que

la intervencidn de estos nicleos mediales, en especial el micleo medial dorsal, estan mas
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Fig. 3. Esquema del tdlamo donde se observan las divisiones del tdlamo en nicleos anterior, lateral, y medial, los nicleos
intralaminares se localizan entre la lamina medular interna (Vol 1, Coleccién Netter CIBA).

relacionados con la transmision del componente afectivo-cognoscitivo del dolor que con el

componente somatotépico, debido a sus conexiones con el sisterna limbico (Figura 2).



NUCLEOS ANTEROMEDIAL Y MEDIAL DORSAL DEL TALAMO EN LA
TRANSMISION DE LA INFORMARCION NOCICEPTIVA.

El tlamo esta subdividido internamente por la limina medular interna en
compartimentos antetior, medial y lateral, los cuales contienen varios grupos de nucleos. El
grupo de micleos antetior forma el compartimiento anterior, mientras que el compartimiento
medial es ocupado por el nicleo medial dorsal. El compartimiento lateral se encuentra entre la
limina medular intetna y externa, la cual contiene a los grupos de nicleos ventral, lateral y
posterior. El grupo de nicleos intralaminar esta intercalado dentro de la limina medular
mterna y en la linea media, éste grupo de nicleos se continia con el grupo de nicleos de la
linea media’8,

El grupo anterior del tilamo consiste en tres nucleos citolégicamente distintos: el
nucleo anteroventral, anteromedial y anterodorsal. Estos micleos rectben aferencias
provenientes del hipocampo, de la corteza del cingulo y del complejo mamilar del hipotilamo.
Las proyecciones eferentes de los niicleos anteroventral y anterodorsal terminan en la corteza
retroesplenial granular, en cambio, el micleo anteromedial tiene proyecciones sélo hacia la
corteza anterior del cingulo a través del haz del cingulo’9-82. Se tiene evidencia de que en las
terminales de estas conexiones talamocorticales se liberan aminoacidos excitadores como
neurotransmisores®3,

Las conexiones del grupo anterior del talamo completan el circuito formado por el
hipocampo, el hipotilamo y la cotteza (limbica) del cingulo propuesto por ptimera vez por
Papez!6. Por lo tanto, los nicleos anteriores del tilamo forman un componente subcortical
mmportante del sistema lirnbico. No obstante esta estrecha relacién del micleo anterior del
talamo con el sistema limbico, han sido pocos los estudios donde se involucre el nicleo

anteromedial del talamo con la transmision de la informacion nociceptiva76. Por el contrano,
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Fig 4. Relacién de las conexiones del nicleo medial dorsal del talamo con 1a corteza prefrontal
(CP). El nicleo medial dorsal lateral (drea en negro, figura de la derecha) tiene proyecciones a
la corteza anterior del cingulo (4rea en negro de la figura de la izquierda y e} micleo central
(érea gris de la figura de la derecha) a la corteza de la insula (drea en gris de la figura de la
izquierda) (obtenido de Paxinos, 1984).

son varios los estudios que relacionan al micleo medial dorsal del tilamo con el relevo de este
tipo de informacién.

Actualmente se reconocen 3 subdivisiones del micleo medial dorsal del tilamo (MD):
lateral, central y medial, los cuales tienen una estrecha relacién con la cotteza prefrontal. Por
medio de técnicas de rastreo retrégrado se observé que las proyecciones del MD central liegan
a la regién del sulcus thinal y al irea insular agranular ventral. El Area 32 de la corteza
prefrontal (Cg3) recibe proyecciones del MD medial, y el MD lateral proyecta a la corteza
anterior del cingulo (Cgl) y al irea precentral medial (Fr2)8* (Figura 4). El MD recibe
aferencias corticales de la corteza prefrontal medial, principalmente de la corteza anterior del
cingulo, aferencias ascendentes del nicleo del rafé medio, y aferencias descendentes del micleo
accumbensS1,

La intervencion del nicleo medial dorsal del tilamo en los procesos de dolor

patoldgico se ha observado tanto en estudios realizados en humanos como en animales. En
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sujetos con dolor cronico por deaferentacion, se registré la actividad eléctrica de neuronas
mdividuales talimicas. La actividad de éstas neuronas mostrd descargas espontineas de alta
frecuencia en 8 de 10 pacientes. Al reconstruir Ia trayectoria de los elecirodos, se observs que
las regiones involucradas correspondian al nicleo medial dorsal en su parte lateral, al nacleo
central lateral, una pequefia parte del niicleo central medial y el nicleo parafascicular8>.
También sc ha encontrado en ratas con artritis, actividad espontinea aumentada al registrar
areas del talamo medial. El mayor nmimero de estas neuronas se localizaron en los micleos
submedio, medial dorsal, central lateral, paracentral, vegtrai medial, parte medial del ventral
lateral, anteromedial y reunis’6. Aunque estos estudios muestran la intervencién de otros
nicleos mediales en el relevo del dolor patoldgico, el nicleo medial dotsal presenta actividad
aumentada en ambos estudios.

Otras evidencias que involucran al nicleo medial dorsal del tilamo en la transmisién de
la informacién nociceptiva son los estudios electrofisiolégicos en ratas®6, conejos8? y gatos88,
donde se ha observado una respuesta ipsilateral, principalmente en las laminas III-V de la
corteza antertor del cingulo a la estimulacion de neuronas del MD y a la estimulacion periférica
nociva mecanica, térmica y eléctricaS6:89,

Anatémicamente, por medio del transporte retrogrado de aspartato marcado con tritio
y electrofisiolégicamente, se ha podido establecer que alpunos de los neurotransmisores
protagonistas en esta via son los aminoacidos excitadores, glutamato y aspartato, los cuales
activan receptores AMPA (iado alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico) y
probablemente también NMDA %091,

Ademas, se ha encontrado que las terminaciones netrviosas provenientes del MD
convergen con aferencias excitatorias (glutamatérgicas) originadas en la formacion del

hipocampo?%93 y con terminaciones dopaminérgicas provenientes del drea tegmental ventral8l.
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El punto donde coincide la convergencia de estas fibras es principalmente sobre las dendritas
apicales v en el soma de las neuronas piramidales que conforman la lamina V de la corteza
anterior del cingulo??3. La confommacién estructural de esta unién interneural ofrece una
regulacién espacial de las aferencias excitatorias por medio de las aferencias inhibitorias

provenientes del area tegmental ventral

RELACION DEL SISTEMA MESOCORTICAL DOPAMINERGICO CON LA
CORTEZA ANTERIOR DEL CINGULO.

Las proyecctones dopaminérgicas mesocorticales tienen su otigen principalmente en
células del irea tegmental ventral (ATV), de la sustancia negta y del territorio retrorubral. Estas
proyecciones inervan densamente la corteza prefrontal, Ia del cingulo, la suprarrinal y la
entortinal’8. El principal micleo que forma el sistema mesocortical dopaminétgico es el ATV
{A10}, el cual contiene dos subdivisiones reconocibles, especialmente en Ia regién rostral, que
incluyen: al niicleo parabraquial localizado dorsalmente y mas ventralmente al micleo
paranigral®.

Las aferencias del ATV provienen principalmente de proyecciones inhibitorias
gabaérgicas del macleo accumbens, noradrenérgicas del locus coeruleus y serotoninérgicas del
nucleo del rafé dorsal. Otras terminales que Hegan al ATV parten de la corteza prefrontal y
suprarrinal’$,

La dopamina (DA) liberada por el sistema mesocortical en la corteza anterior del
cingulo inhibe de manera tonica la excitacién de las neuronas inducida por Ia activacion del
receptor  NMDA desencadenado por la estimulacién del MDY197. En  estudios
electrofisiologicos se ha observado que la activacion de vias mesocorticales del sistema

dopaminérgico bloquea la actividad espontinea de las neuronas de Ia corteza prelimbica y
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Fig. 5. El drea tegmental ventral o A10, a través del haz medial del cerebro
anterior (en rojo), aporta fibras dopaminérgicas a la corteza anterior del cingulo,

disminuye todos los componentes de la respuesta sindptica evocadz por la estimulacién
cléctrica del MD®698 v del hipocampo?3, asi como la evocada por la estimulacién
nociceptiva®®?, v en particular inhibe los potenciales postsindpticos excitatorios
monosinépticos desencadenados por la activacién de receptores glutamatérgicos”®. Fl
decremento en la actividad de las neuronas de la cortexza anterior del cingulo involucra al
receptor D194, ya que el cfecto depresor de la DA en la transmisién glutamatérgica fue
parcialmente mimctizado por ¢l agonista SKF 38393, a pcsar de que el agonista D2
{quinpirole) fue inefectivo. Iiste efecto fue bloqueado por el antagonista del teceptor D1, SCH
23390, pero no por el antagonista D2, sulpiride; lo que indica que hay una posible
convergencia de aferencias sobre neuronas comunes de la corteza anterior del cingulo que

contienen receptores para aminoacidos excitadores y receptores dopaminérgicos tipo 1 (Figura

)
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Fig. 6. En el esquema se observa el nivel de la sinapsis dopaminérgica sobre la dendrita de la ldmina
V de las neuronas de la corteza anterior del cingulo, Esta sinapsis disminuye la respuesta evocada por
la estimulacién nociceptiva y por los potenciales postsindpticos excitatorios monosindpticos
desencadenados por la activacion de receptores glutamatérgicos {ver texto).

In cxperimentos en los que se utilizé un marcador de Inmunorrcactividad al
protooncogen ¢fos como Indicador inditecto de la respuesta ncuronal del ATV ante la
estimulacién nociceptiva, se observd un incremento significativo en el namero de neuronas
colccistokininérgicas y dopaminérgicas os-positivas en los animales sometidos al estimulo

nocivo, sin cambios sienificativos on otros ndelcos del cerchro mediolV 1o que indica que ¢l
k] hor) 2 q q



ATV también recibe informacion nociceptiva. En este mismo sentido, se ba encontrado que al
lesionar el ATV, disminuye el umbral al dolor en animales sometidos 2 pruebas agudas de
mecanonocicepcién y termonocicepcionl®102. En animales sometidos a denervacion, se
acortz el tiempo de aparicién y aumenta la intensidad de Ia conducta de autotomia?5,102,103,

Esto sugiere que el ATV juega un papel en la modulacién del dolor. Suponemos que esta

modulacin es inhibitoria y que esti relacionada ditectamente con la CAC.



CORTEZA ANTERIOR DEL CINGULO EN LA SENSACION Y PERCEPCION
DOLOROSA.

La corteza anterior del cingulo forma una larga regién alrededor del rostrum del cuerpo
calloso, la cual ha sido subdividida en varias regiones de acuerdo a la citoarquitectura de cada
unz. Los nombres que se le han asignado a estas regiones cambian de acuerdo a la especie y
dentro de Ia algunas especies reciben diferente nomenclatura (Tabla I). En el hombre, la CAC
incluye las 4dreas 25, 33 y el area rostral 24 de Brodman. En la rata, la CAC ha sido subdividida

en las siguientes areas!0% irea 2 de la corteza frontal (M2), 4reas 1-3 de la corteza del cingulo

Fipaer 1]

Interaural 10.7 mm Bregma 1 7 mm

Fig. 7. En la rata, la corteza anterior del cingulo ha sido subdividida en las
areas!%% 2 de la corteza frontal (M2), 1-3 de la corteza del cingulo (Cgl, Cg2,

Cg3) y la corteza infralimbica (IL), de acuerdo al mapa de Paxinos!08. A este
nivel del esquema (interaural 10.7mm) solo se observa la Cgl, Cg2 y la M2
aue forman parte de la corteza prefrontal o corteza anterior del cineulo.
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(Cgl, Cg2, Cg3) y Ia corteza infralimbica (IL), de acuerdo al mapa de Paxinos!U> (Figura 7).

Tabla I. Diferente Nomenclatura de la Corteza Anterior del Cingulo

AUTORES NOMENCLATURA
Vogh y Peter, 1981106 Area 24b 24a 32 25
Richter y Kranz, 1979107
Zilles et al., 1980108 Cgl Cg2 Cg3 IL
Krettek y Price, 197784 ACd ACv

Esta regi6n tiene numerosas proyecciones hacia diferentes ireas cerebrales que forman
parte del sistema motor, sensorial y de asodacion. Se ha demostrado por estudios funcionales
que la CAC no tiene una contribucion uniforme en la actividad cetebral. Por este motivo se le
ha dividido, desde el punto de vista funcional, en componentes afectivo y cognoscitivo. La
divisién afectiva tiene conexiones extensivas con la amigdalal09-112 1, gris periacueductal80.113
y parte de las proyecciones a niicleos motores autonémicos del tallo cerebrall14-116 (Figura 8).

Ademas de regular funciones autonémicas y endocrinas, ambas divisiones se han
involucrado en procesos de memoria y aprendizaje emocional coadicionadoll7:118 en la
vocalizacién asociada con la expresién de estados internos!19:12¢, en Ja valoracidn del
contenido emocional y de la asignacién del balance emocional a estimulos internos y
externos121,122 v en la interaccién materno-infantil!23. En estados patolégicos, la excesiva
actividad del cingulo, como en casos con ctisis convulsivas!?4, puede alterar la conciencia,
estados afectivos y la expresion de las emociones, asi como influir en la actividad
musculoesquelética y autonémica. En otros ejemplos clinicos, la actividad de la corteza
anterior del cingulo puede contribuir con tics, compottamiento obsesivo compulsivol? y
comportamiento social aberrante26, Por el contrario, la actividad reducida, consecuente a una

lesibn por infarto o cirugia, puede contmbuir con desérdenes que incluyen mutismo
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acinéticol?’, autoestima disminuida v depresitn, problemas con Iz intencidn e iniciacidn
motoral, comportamiento aberrante! 28 v respuesta reducida al dolor!®,

Desde hace mas de custro décadas, se ha reportado que la abolicidn de Ia corteza
antetor del cingule {cingulectomia) o la wterrupeidn del baz del cingulo (eingulotomia) alivia
fa sensacitn displacenters asociady al dolor, toral o parcialmente, vn alounos pacientes con
dolor refractado al tratamiento farmacolégicol% 28131132 (Fioqe 4,

En los dltimos afios, las investigaciones del dolor por medio de estudios de imagen
funcional, Ia tomografia de emisién de positrones v Ia resonancia magnética funcionall’3-136,
han mostrade la activacidn de la CAC ante diferentes estimulos nodiceprivos. Craig v col?!
mostraron que ante unz dusién sensoral no algésica, que el paciente seporta como dolorosa,
aumeniz el fiujo cercbral en la CAC, asi como anmenta al aplicar un estimulo termoalgésico.
Aunado a estos hechos, Rainviile®, observé una correlacién fneal entre el incremento de la
actividad de 1 CAC y la sensacidn displacentera expresada por los sujetos ante a0 estimula

nocivo, lo que sefiala fuertemente que la CAC es una de las dreas encargadas de codificar el

Fig. 9. Imagen Sagital de Resonancia Magnética de craneo en donde se observa
la cicatriz ( flecha) producida por la cingulotomia con radiofrecuencia (obtenido
de Davis of al, 1994'")
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componente afectivo-emocional del dolor.

Algunas nterpretaciones de estos hallazgos proponen que Ia CAC estd involucrada mas
en los procesos de atencién que en el procesamiento del dolor per 5?37, sin embargo otro
estudio, demmestra que el aumento de flujo cerebral en la CAC por procesos atentivos y por
estimulos nocivos se lleva en sitios diferentes de esta corteza?2, lo que sugiere que la activacion
de ia CAC es el resultado del procesamiento de la informacidn nociceptiva y, en un area
cercana de la misma corteza, del procesamiento de la atencién o de la preparacion motora ante
el estimulo nocivo.

Mediante el registro de potenciales evocados sobre la superficie de la corteza, en
humanos, se encontraron resultados similares en cuanto a que la CAC se activa ante la
esttmulacion nociva. En este estudio se demostrd que la estimulacion dolotosa cutinea evoca
potenciales reproducibles sobre la pared medial de los hemisferios cetebrales del hombre. El
maximo potencial fue localizado sobre la supetficie correspondiente a la CAC contralateral al
sitio de la estimulacién!38,

En experimentos con animales también se ha demostrado la participacién de la CAC
en el procesamiento de la informacion nociceptiva. En estos experimentos se ha observado
que neuronas de la CAC se activan con estimulos dolorosos eléctricos, térmicos o mecinicos,
tanto de forma contralateral como ipsilateral. Asimismo, responden a la estimulacién de un
amplio campo receptivo8?139 y ante estimaulacién somatosensorial y viscerall40-142 1o que
indica que un area con la complejidad funcional de la corteza anterior del cingulo tiene una alta
selecttvidad en el procesamiento del dolor sin importar la topologia o cualidad, consistente con

el componente afectivo-cognoscitivo del dolor.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En 1989 se reporté que el bloqueo del haz del cingulo con anestésicos locales, retarda
la apaticién de la autotomial43. Nuestro grupo describid una facilitacion de 1z conducta de
autotomia mediante la estimulacion eléctrica del haz del cingulo, previa y simultineamente a la
induccién de un proceso inflamatotio crénico3%:43, Para definir el papel de Iz corteza anterior
del cingulo y sus conexiones 2 través del haz del cingulo en el procesamiento de la informacién
nociceptiva es necesario determinar las estructuras cerebrales involucradas en la transmisién de
esta informacién a través de éste haz.

Por otro lado, se observd que la lesion del drea tegmental ventral disminuye el umbral
al dolor en animales sometidos a pruebas agudas de mecanonocicepcién y
termonocicepeiéni0l102 En animales sometidos a denervacién, disminuye el tiempo de
aparicién y aumenta la intensidad de la conducta de autotomia 102103, Esto sugiere que el ATV
juega un papel en la modulacién del dolor. Suponemos que estz modulacién es inhibitoria y
esta mediada por la trasmisién dopaminérgica del area tegmental ventral que retarda la

aparicion de la autotomia.



HIPOTESIS GENERAL.

Con los datos anteniores, proponemos que:
1) La activacion de la corteza anterior del cingulo por un proceso doloroso patoldgico
desencadena la conducta de autotomia relacionada con este tipo de dolor.
2) La activacién reiterada y por tiempos prolongados de los nicleos talamicos mencionados
(que forman parte de este sistema algésico) produce cambios plasticos en Ia corteza anterior del
cingulo, los cuales desencadenan la aparicién del dolor patolégico, que se pone de manifiesto
mediante la conducta de autotomia.
3) El drea tegmental ventral juega un papel inhibidor sobre neuronas de la corteza anterior del
cingulo mediante la dopamina y disminuye la excitabilidad de neuronas que reciben
innervacion con informacion nociceptiva desde los nicleos anteromedial y medial dorsal del

talamo.



EXPERIMENTO A

OBJETIVOC:

Determinar si la estimulacion eléctrica de los nicleos talimicos medial dorsal y anteromedial
modifican a conducta de autotormnia inducida por un proceso inflamatorio créonico.
HIPOTESIS:

Ia esdmulacion eléctrica del ntcleo anteromedial y del ntcleo medial dorsal del tilamo
después de Iz induccién de un proceso inflamatorio doloroso producird un incremento de Ia
conducta de autotomia.

MATERIAL Y METODO

Todos los experimentos fueton Bevados acabo de acuerdo con los lineamientos del
Comité de Ftica de la Asociacién Internacional para el Estudio del Dolor!#, y fueron
aprobados por la comision de proyectos del Instituto Nacional de Psiquiatria,

Se utilizaron ratas Wistar machos (250-350g) para ser imaplantadas estereotixicamente
mediante un electrodo bipolar paralelo (diametro de superficie = 0.2 mm cada polo) en el
nicleo anteromedial (A: 7.7 mm; H: 4 mm; L: 0.8 mm) y en el nucleo medial dorsal del tilamo
(A: 6.7 mm; H: 48 mm; L: 0.8 mm)}03. El electrodo fue fijado a lz supetficie del craneo
mediante actilico dental. El procedimiento quimirgico fue realizado bajo anestesia con
pentobarbital sédico (60 mg/kg). Después de la cirugia y en los siguiente dias del experimento,
los anunales se colocaron, individualmente, en cajas de acrdlico transparente, bajo condiciones
de luz-oscuridad con ciclos de 12 horas y con alimentacion e hidratacion ad Zbitum.

A los animales se les dejo en recuperacion de la cirugia durante 4 dias. Posteriormente,
se dividieron en subgrupos: estmulados y no esumulados (SHAM), para cada grupo de
animales umplantados. Se utilizd una sere de animales no implantados, grupo CONTROL (n =

17), a los cuales solamente se les indujo el proceso mnflamatorio.




El proceso inflamatotio fue inducido mediante la infiltracion de carragenina lamda
mtraplantar (Sigma Chemical, Co, USA; 250 pl, al 1% en solucién salina), inyectada
subcutineamente e¢n la palma de la pata trasera derecha, contralateral al sitio del implante. Se
midio, diariamente, la circunferencia plantar a nivel del metatarso, utilizando un hilo,
aproximando la medicién 2l milimetro mis cercano®. La medicién se realizé antes de Ia
aplicacion de la carragenina, inmediatamente después y cada 24 horas en los siguientes 10 dias.

La estimulacién se empez6 una hora después de la infiltracidn de la carragenina. Los
parimetros de estimulacion fueron pulsos monofisicos de 0.2 ms a 100 Hz, durante T s cada 5
s, por 10 min diarios, en el transcurso de 10 dizs. La corriente utilizada fue ajustada para cada
animal, y el promedio de la corriente utilizada obtenido para la estimulacién de los animales fue
de 110 pA. La cantidad de corriente para cada animal fue fijada 10 unidades de voltzje por
debajo del umbral, el cual fue defimdo como cualquier manifestacién motora como parpadeo y
guifio de un ojo o congelamiento de algin movimiento. Cada animal fue estimulado
individualmente, a la misma hora, dentto de cajas de acdlico transparente para la mejor
observacion de la conducta durante la estimulacién.

Se establecieron cinco grados para el anilisis de la intensidad de la antotomiz basados
en la extensién y multiplicidad de las lesiones. Grado 0: sin lesién; grado I: lesién tinica menor
de 3 mm en el eje longitudinal mayor; grado II: lesiones mdltiples menores de 3 mm en el eje
longitudinal mayor; grado ITI: lesién Gnica mayor de 3 mm en el eje longitudinal mayor con sin
miltiples menores; grado IV: muiltiples lesiones mayores 3 mm en el eje longitudinal mayor
(Figura 10). La aparicién, grado y progresion de las lestones fueron registradas diatiamente
durante 10 dias.

Se utilizb fa técnica del procedimiento rapido!#> para la verificacién de la localizacion

del sitio del imaplante del electrodo. Los animales fueron anestesiados (pentobarbital sddico:
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¢ GRADO

I Lesidn menor de 3 mm
¢
i, i Lesiones multiples menores de 3 mm
IEE Lesidn mayor de 3 nun con lesiones menores
IY Lesiones ndltiples mayores de 3 mm

Fig. 10. Esquema donde se ejemplifica la clasificacién de los grados de lesién (ver
texto)

65mg/kg), y perfundidos (ic) con solucidn salina fisiolégica, seguido por formaldehido al 10%
en solucién fisioldgica. El cercbro fue removido para su fijacion durante dos dias antes del
procedimiento histologico. Los animales cn los cuales se encontré la marca de la punra del
clectrodo fucra del tilamo fucron climinados. Los animales con las marcas de los electrodos
localizadas en otro nucico del talamo, diferentes 2 los nicleos anteromedial o medial dorsal del
tdlamo, fucron colocados en dos grupos, denominados otxos nicleos del tilamo csdmulado
(ONT; n=12) y no cstimulado o sham (SONT; n=7). [stas fallas estereoraxicas sc encontraron
en nicleos como los intralaminares, reticular y romboidal y en [a stria medulagis. Los animales
con las marcas de los electrodos en ¢l lugar indicado fucron agrupados de la siguicnte manera:

los animales no estimulados o sham, con las mareas en ¢l nucleo anteromedial (SAM; n=0), v
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con las marcas en el medial dorsal (SMD; n=8); v los animales estimulados con los electrodos
en el micleo anteromedial (AM, n=17) y en el medial dorsal (M3, n=12). La localizacién de las
marcas hechas por las puntas de los electrodos se muestran en la Figura 9.

Anilisis Estadistico

Mediante el registto de los grados de autotomia obtuvimos la proporcién de la
incidencia, el promedio de inicio de la conducta de Ia autotomia y la autotomia acumulada para
cada grupo. La autotomia acumulada fue calculada con el promedic de os grados de autotomia
por dia para cada grupo sumado con el promedio del dia anterior. Para el anilisis de las
proporciones de la incidencia, se utilizé la comparacién de proporciones independientes con el
uso de z, comparando al grupo control contra el grupo AM, MD, ONT y SONT. Los grupos
SAM y SMD no fueron comparados debido a que se requiere una n mayor a 5 para este tipo de
estadistica. Los datos del inicio de la autotomia fueron analizados utilizando la ANOVA de una
sola cola (tratamientos x dia de inicio de la conducta de autotomia y una prueba de Tukey
como prueba post-hoc.

Para el analisis de la intensidad de la autotomia se utilizé6 una ANOVA de muestras
repetidas con una transformacién logatitmica previa de los datos. Las diferencias entre
tratamientos fueron establecidas mediante la prueba de Rango de Significancia de Student-
Neuman-Keuls como prueba post-hoc. Para el proceso inflamatorio, se tomé el incremento de la
circunferencia plantar sobre la medicién basal y fue analiza mediante una ANOVA para
mediciones repetidas y las diferencias entre tratamientos fueron establecidas mediante la
prueba de Rango de Significancia de Student-Neuman-Keuls como prueba post-boc. Para el
andlisis de la cantidad de corriente inyectada en cada grupo estimulado, se utilizd una ANOVA

y como prueba post-hoc se utilizé el ajuste de Bonferroni (a<0.05).
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Finalmente, fue utilizado el coeficiente de la Correlacién de Spearman para
correlacionar la severidad de la autotomia con la intensidad de corriente en los grupos

estimulados.
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RESULTADOS

Después de la verificacion histolégica del sitio de los electrodos, se encontrd una
diferencia significativa en la cortiente de estimulacién utilizada parz los grupos AM y MD (p=
0.003). El grupo AM tuvo un promedio de corriente eléctrica de 111.2 + 5.55 uA, el grupo
MD de 80 + 6.61 pA y el grupo ONT de 92.7 % 6.9 pA. No se encontrd diferencia entre el
grupo AM y ONT (p= 0.131).

En los grupos en que los animales se estimularon eléctricamente en los nicleos AM y
MD resuitaron tener los puntajes mis altos en la intensidad de la autotomia, el menor tiempo
en la apariciéon de la conducta y la mayor incidencia de la misma. Cuando se comparé ka
incidencia del grapo AM con la incidencia del grupo conttol, se encontré que un menor
nimeto de animales del grupo control presentaron la conducta de autotomia cotnparado con el
grupo estmulado en el AM, siendo estadisticamente significativo, p < 0.05.

Para el caso de la incdencia del grupo MD, a pesar del hecho de que la conducta
aparece en €l 100% de los casos al igual que en el grupo AM, el nimero de animales utlizado
para el ensayo fue insuficiente para que alcanzara la significancia estadistica con respecto al
grupo control. El grupo control mostrd una incidencia de 82.3 %, con respecto al inicio de Ja
conducta de autotomia.

El grupo AM mostré una disminucién significativa en el tiempo de aparicién de la
conducta al ser comparada contra el grapo control. El grupo MDD mostré una reduccion en el
tietnpo de inicio pero ésta no fue significativa al comparatlo contra el grupo control (Tabla II).
El puntaje de la autotomia acumulada al final del experimento (a los 10 dias post-carragenina)

el grupo AM fue significativamente mayor que el puntaje del grupo
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Tabla II. Caractetisticas principales del comportamiento de autotomia en los diferentes grupos
de estudio.

GRUPOS Autiffzgi? ;a foe dias  ucio dela Autotomia Aiiif;’mhim ?ch:c
(%) (Dias + ESM) a los 10 dias)

CONTROL 14/17 (82.3) 27+035 3.29
AM 17/17 (100)° 1.05+032° 9
SAM 3/6 (50) 3+0.76 2.5

MD 12/12 (100) 1.5+0.14 4.58

SMD 2/8 @5) 24038 0.62

ONT 8/12 (72.7) 1.8+ 0.47 3.67

SONT 5/7 (71.4) 1.8%0.59 2.86

La autotomia acumulada (AAc) fue calculada sumando el promedio de los grados de autotomia
de cada grupo mas el promedio del dia anterior.
Diferencia estadistica (p < 0.05) AM #s. Control: * prueba de proporciones,” prueba Tukey

control y que el puntaje del grupo sham AM. Al observar la evolucién de la autotomia se pudo
comprobar que la prncipal diferencia en la conducta de autotomia del grupo AM en
comparacién con los grupos control y sham AM, se enconttd en los primeros tres dias de la
evohucion de la conducta (Grafica 1, A).

Para el caso del grupo MD, el incremento significativo de la autotomia se observé en el
segundo dia después de la induccion del proceso inflamatorio en comparacion con la conducta
presentada por el grupo control y el grupo sham MD (Grifica 1, B). Al final del experimento,

la cornente utilizada para la estimulacién de cada animal fue correlacionada
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Gréfica 1. Evolucién de Iz Autotomfa. 4 muestra los grupos AM, sham AM (SAM) y
control. El grupo AM tuvo la mayor actividad de autotomia en los primeros tres dias
después de la inyeccion de CAR. B muestra los grupos MD, sham MD (SMD) y control.
El grupe MD tuvo mayor actividad de autotomia que los grupos SMD y contrel en el
segnndo dia después de la inyeccién de CAR. € muestra los grupos OTN, sham OTN
{SOTN)} y control. La conducta de autotomia se comporta de la misma forma en los tres

grupos.
Rango de Significancia de Student-Neuman-Keuls: * p <0.05
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Gréfica 2. Muestra la correlacion directa entre la intensidad del

voltaje aplicado al micleo AM y la intensidad total de autotomia que
desarrolla cada animal.

Correlacién de Spearman (r= 0.596, p= 0.02)
con la suma del indice de autotomia de cada animal. Solo se encontré correlacién entre la
mtensidad de autotomia con la intensidad de la corriente en el grupo estimulado en el nacleo
AM (r= 0.596, p= 0.02) (Grafica 2).

Los grupos no estimulados (SAM, SMD y SONT) mostraron el menor puntaje de
autotomia, asi como la menor incidencia de la conducta. E] tiempo de inicio de la conducta en
estos grupos tuvo valores similares que el obtenido por el grupo control (Tabla II).

Los grupos no estimulados (SAM, SMD y SONT) mostraron el menor puntaje de
autotomia, asi como, la menot incidencia de la conducta. El tiempo de nicio de la conducta en

estos grupos tuvo valores similares que el obtenido por el grupo control (Tzbla II).
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Grifica 3. Curso temporal del proceso inflamatorio. La inflamacidn tuvo la misma
evolucion en todos los grupos con el nivel méximo de edema a las 24 horas de la
induccion del proceso

El grupo estimulado en otros nticleos del tilamo mostr6 un tiempo de inicio de la
conducta similar al que presenté el grupo sham ONT. La incidencia de la conducta de
autotomia fue casi }a misma tanto para el grupo control, como para el grupo sham ONT y el
grupo ONT. En este mismo sentido, el puntaje maximo alcanzado por estos tres grupos fue
practicamente el mismo (Tabla II) y la evolucién de Ja autotomia se comporto de la misma

manecra.
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El proceso inflamatorio inducido por la infiltracidn de carragenina, medido como Ia
citcunferencia plaatar, mostrd un curso temporal similar para todos los grupos a excepcién de
los grapos sham AM y sham ONT. El mixitno grado de inflamacién se observé en las
primeras 24 horas siguientes a la inyeccién de carragenina, después el proceso inflamatotio

disminuyé paulatinamente (Grafica 3).
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EXPERIMENTOQ B

OBJETIVO:

Determinar si la lesién del ATV modifica la conducta de autotomiz inducida POt un procesc
inflamatorio crénico en la rata.

HIPOTESIS:

La lesion del ATV previo a la induccién de un proceso inflamatotio doloroso producira un
incremento de la conducta de autotomia en la rata.

MATERIAL Y METODO.

Se utilizaron ratas Wistar, con pesos entre 250 y 350 g, para ser lesionadas con
radiofrecuencia en el ATV (n=9), de forma bilateral y en dos puntos en el ¢je anteroposterior
(lesion anterior: AP= 4.2mm, L= 10.8mm, H= 1.7mm; lesién posterior: AP= 3.2mm, L=
+0.8mm, H= 1.6mm!%; Figura 12). La lesi6n se realiz6 con el animal montado en un aparato
estereotaxico, mediante un generador de radiofrecuencia (Radionies, RFG-4A). Los parimetros
de la radiofrecuencia fueton entre 10-15 mA, 3540 V, y el tempo de exposicion a la
radiofrecuencia tuvo un rango de entre 15 s y 1.5 min, dependiendo de la temperatura 2 la que
ascendié el tejido con la aplicacion de la corrente. El procedimiento quirdrgico fue realizado
bajo anestesia con pentobarbital sédico (60 mg/kg). Después de la cirugia y en los siguientes
dias del experimento, los animales se colocaron, individualmente, en cajas de acrilico
transparente, bajo condiciones de luz-oscuridad con ciclos de 12 horas y alimentacién e

hidratacion ad sbitun.
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Fig. 12 Muestra wn corte coronal a nivel de 4.2 aun de anterioridad cn res 1
punto interaural, donde se observan las lesiones producidas por la radiofrecuencia en el
ATV {flechas)

A los animales scf‘ les dejé en recuperacion durante 6 dias. Se utiliz6 la misma sere de
animales CONTROL (n = 17} que en el experimento A, 2 los cuales solamente se fes indujo el
proceso inflamatoro.

El proceso inflamatonio fue inducido mediante la infiloracién de carragenina lamda
intraplantar. El registro también sc realizé diariamente y de la misma forma que en el
expenmento A {ver matenal vy mérodo del expedmento A).

Se utilizé la misma clasificacidn de ka autotomia que en el experimento A y la aparticion,
grado v propresidn de las lesiones fueron registradas de la misma forma (diadamente durante
10 ctias).

Se utilizé la téenica del procedimiento ripido™ para la verificacion de los sitios de
lesién. Los animales fueron anestesiados {pentobarbital sddico: 65mg/kg). v perfundidos (ic)

con solucion salina hsiologica, seguido por formaldehido al 10% en solucién fistologica. Fil




cerebro fue removido para su fijacién durante dos dias antes del procedimiento histolégico.
Los animales en los cuales se encontrd la marca de lesion fuera del ATV fueron eliminados. La
Figura 10 muestra un corte histologico mediante la técnica del procedimiento ripido en la que

se aprecia una lesion tipica.

Andlisis Estadistico
Para el andlisis estadistico de la proporcion de la incidencia, el promedio de inicio de la
conducta de la autotomia, la autotomia acumulada y el proceso inflamatorio se utilizaron las

mismas pruebas estadisticas que en el experimento A.
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RESULTADOS

Al signiente dia de la lesién, los animales presentaron poca movilidad, dgidez y
espasticidad muscular, “circling”, erizamiento del pelo y vocalizacién ante estimulos estresantes
leves, asi como reacciones motoras bruscas al tocar gentilmente al animal. Estos sintomas
fueron disminuyendo paulatinamente, hasta pricticamente no ser perceptibles en el dia de la
inyeccion de la CAR (dia 6 postquirtrgico), con excepcidn de las reacciones al estrés, las cuales

practicamente se mantuvieron hasta el final del experimento.

Tabla 1. Caracteristicas principales en la conducta de autotomia en los diferentes grupos.

Incidencia de . . . Grado Miaximo de
GRUPOS  Autotormia en 10 dias 210 %€ I"_‘:;“St"“’m Autotomiz  (AAc
%) (Dias £ ESM) 2 los 10 dias)
CONTROL  14/17  (82.3) 2.7 £0.35 3.29
ATV 9/9 (100} 1.66 £ 0.7 13.11°

La autotomia acumulada (AAc) fue calculada sumando el promedio de los grados de autotomia
de cada grupo mis el promedio del dia anterior.
Diferencia estadistica (p < 0.05) AM #5. Control: *ANOVA

Los anmimales que fueron lesionados en el ATV resultaron tener un puntaje mayor en la
intensidad de la autotomia, un menot tiempo en la aparicidn de la conducta y una mayor
incidencia de la misma en comparacién con el grupo control (Tabla III). Sin embargo,
solamente se encontré diferencia estadisticamente sigpificativa en la intensidad de 1a autotomda.
Al observar la evolucion de la autotomia se pudo constatar que la principal diferencia en la
conducta de autotomia en los animales lesionados en el ATV, en comparacién con los grupos
control, se encontré en los primeros seis dias de la evolucidén de la conducta, con diferencias

significativas en los dias 1°, 2°, 5%y 6° (Grafica 4).
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El proceso inflamatotio inducido por la infiltracién de carragenina, medido como la
circunferencia plantar, en el grupo lesionado en el ATV fue significativamente mayor que la

inflamacion del grupo control (Grafica 5).
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Grafica 4. Evolucion de Ia Autotomfa. El grupo ATV tuve una mayor actividad de autotomia en

los primeros seis después de la inyeceidn de CAR.
Rango de Significancia de Student-Neuman-Kenls: * p < 0,05
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Grafica 5. Curso temeporal del proceso inflamatorio. La inflamacion mostrada por
el grupo lesionado en el ATV fue significativamente mayor que la inflamacion del
grupo control.




DISCUSION

Los resultados de esta tesis relacionan a los nicleos anteromedial, medial dorsal del
tilamo y al drea tegmental ventral, que tiene proyecciones directas 2 la corteza anterior del
cingulo, con la modulacién y percepcién del dolot, evalusdo mediante un comportamiento
anotmal que resulta del dolor patolégico, conducta definida como autotomia. Los micleos AM,
MD y ATV no forman parte de los micleos clisicamente descritos en las vias relacionadas con
el dolor!4S. Existe poca evidencia de la intervencién de los niicleos anteriores del tilamo en la
transmisién de la informacién nociceptiva, en cambio, cada vez hay mis datos experimentales
de que los micleos mediales participan en la transmisién de la sefial con contenido algésico.
Algunos autores’6:84 han sugetido que la intervencién de estos niicleos, especialmente del MD,
esti mis relacionada con ¢l componente afectivo-cognoscitivo del dolor que con el
componente somatotépico. El motivo por el cual se decidié trabajar en estos nicleos fue,
principalmente, por la importancia de estas aferencias talimicas, a través del haz del cingulo,
hacia la CAC. En la literatura no hay una evidencia directa de la participacion del ntcleo AM
en la conduccion o en los procesos de la informacion nociceptiva.

Al localizar Jos sitios de estimulacién mediante el proceso histologico y establecer los
grupos estimulados, se obsetvé una diferencia estadisticamente significativa en la corriente de
estimulacion aplicada entre el grupo AM y los grupos MD y ONT. De igual forma, el grupo
estimulado en el micleo AM presentd los niveles mis altos de autotomiz. Al realizar de forma
tetrospectiva la prueba de cotrelacién cotriente-intensidad de autotomia, se observé que la
corriente aplicada al grupo AM mosttd una correlacién directa con la intensidad de la
autotomia, lo que probablemente implica que la cortiente utilizada pueda modular la intensidad
de la conducta, de manera directamente proporcional es decir, que a mayor intensidad de

corriente aplicada se ejerce un efecto excitatorio sobre un mayor nimero de neuronas del
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nicleo estimulado, las cuales incrementan la liberacion de neurotransmisores en las neuronas
de la CAC. Sin embargo, no se encontré dicha correlacién en los otros grupos estimulados
(MD y ONT), por lo que seria aventurado afitiar que }a intensidad de la autotomia depende
de la corriente aplicada al micleo AM, para lo que serin necesarios otros experimentos
enfocados en establecer una relacion dosis respuesta de este efecto.

Debido 2 que los resultados del proceso inflamatorio mostraron un curso temporal
similar en todos los grupos, se hace evidente que el proceso inflamatorio per s no es el
determinante de la diferencia observada en la intensidad de la autotomia. En cambio, las
diferentes manipulaciones de los grupos produjeron variaciones en la intensidad de la
conducta. Los grupos sham AM y sham MD tuvieron el menor puntaje de autotomia y Ia
menor incidencia de la conducta. Estos hechos sugieren la posibilidad de que la lesiéon causada
por el electrodo en estos nicleos bloqueé parcialmente la sefial nociceptiva haciz la corteza
anterior del cingulo. En el grupo donde los electrodos fueron localizados en otros micleos del
talamo, la conducta no se modifica en el mismo grado que los grupos sham AM o sham MD,
lo que sugiere que la sefial nociceptiva a través de estos nicleos no influye ditectamente en la
induccion de este comportamiento, asi como tampoco interviene en la transmision de la
informacién afectiva dolorosa relacionada con esta conducta. Por otro lado, la esumulacién
eléctrica 2 alta frecuencia del micleo AM anticipa la conducta y en ambos, el AM y el MD,
anticipa y potencia la autotomia después de la induccién del proceso inflamatorio doloroso.

Existe una cantidad considerable de evidencia experimental que muestra una actividad
neuronal incrementada a varlos niveles de la via nociceptiva después de una lesion
nerviosa>%147.148 un proceso inflamatoriol¥® o un dolor visceral recurrente!S., Un
incremento de la actividad espontinea, una respuesta a estimulos subumbrales y una activacién

prolopgada a estimulos breves, han sido descrito en neuronas del asta dorsal de la médula
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espinal®®, del tilamol!L15! y de la corteza somatosensoriall?. Esta actividad a niveles
supraespinales parece disparar fenémenos centrales adicionales (evidentes en ejemplos clinicos
como son el miembro fantasma doloroso y el dolot central), en los cuales 1z actividad neural se
convierte en un proceso temporalmente independiente de la sefial espinal o periférical3?.
Vaccatino y Melzack (1992)153 han identificado el papel de estructuras supraespinales
especificas (haz del cingulo, férnix y formacién bulboreticular) en el procesamiento temporal
del dolor, que sugiere cambios a largo plazo desencadenados por Iz nocicepcién inducida por
formalina. Estos mismos autores?? demostraton que la interrupcién funcional del haz del
cingulo, mediante anestésicos locales (fidocaina), disminuye la incidencia, retarda la aparicién y
baja la intensidad de la autotomia. También se ha reportado, por Magnusson y Vaccarino
(1996)154, que dicha intervencion sobre el haz del cingulo modifica los mecanismos de
percepcion del dolor solo cuando la aplicacion de lidocaina se realiza dentro de los primeros 20
minutos después de haber iniciado el proceso doloroso. En contrapatte, nuestro gr\;xpo rei;o:té
que la estimulacion eléctrica del haz del cingulo, simultinea a la induccadén de un proceso
mflamatorio acelera el inicio e incrementa la intensidad de la autotomia en la rata. Esta
evidenca sugiere que los mecanismos de sensibilizacidn en la percepcion del dolor involucran
estructuras relacionadas con el haz del cingulo y que estos mecantsmos pueden ser modificados
dependiendo de la fase temporal de su desarrollo.

Con estos antecedentes y los resultados obtemidos en el experitnento A, sugerimos que
la aparicién de la conducta en todos los animales es promovida por la estimulacién eléctrica de
los micleos talimicos del AM y MD. Esta activacion facilita la induccion de cambios plasticos
en la corteza antedior del cingulo que se manifiestan como una conducta de autotomia. Este
efecto de potenciacion puede ser similar a los procesos de facilitacion inducidos por el kindling

para la produccién de la epilepsial®, y a la facilitacién inducida por la estimulacién de un
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nervio petiférico observado en el wind upl4’. Con esta aproximacién experimental, se
demuestra que es posible facilitar la conducta de autotomia inducida por un proceso
inflamatorio mediante la esttimulacién de, por lo menos, los micleos talimicos AM y MD, y que
este proceso de activacidn se lleva a cabo a través de cambios plisticos localizados, en parte, en
la corteza antetior del cingulo.

Trabajos en humanos han podido establecer la cotrelacién que existe entre los
componentes desagradables asociados al dolor y estructuras relacionadas con la corteza
anterior del cingulo?!,24. También se ha reportado la correlacién entre estructuras relacionadas
con la percepcién de sensaciones corporales como es lz activacién de los nicleos lenticular,
talimico y corteza del cingulo, con la sensacion de aparicion del miembro fantasma (evocacién
similar a telescopio del mismo)136 y del miembro fantasma doloroso!57 (éste dltimo clasificado
como un sindrome de dolor fase 3). La experimentacidon en animales presenta la limitacién de
explorar los componentes displacentetos afectivo-cognoscitivos asociados al dolor, aunque
recientemente se demostré, mediante resonancia magnética funcional, la actividad de
estructuras Hmbicas por la activacién eléctrica de aferencias dolorosas y dolor inducido por
quimionocicepcién. La analogia que presenta la activacién de estas estructuras en el
procesamiento de los mecanismos cognoscitivos afectivos del dolor en el hombre, nos hacen
vincular directamente estos mecanismos que subyacen en animales inferiores?325138,

En el experimento B, se obsetvé que después de la lesidn del ATV los animales
ptesentaron los sintomas caracteristicos de una denervacién dopaminérgica descritos
anteriormente por Galey!%?, lo que evidencia Ia deplecién de la dopamina como efecto de la
lesion del ATV,

Otro hallazgo importante en los animales con lesion del ATV fue que presentaron un

mayot didmetro plantar, lo que probablemente se deba a la continua actividad de la conducta
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de autotomia incrementando la severidad de las lesiones que produce un efecto sumatotio 2 la
inflamacién inducida por la CAR.

Los resultados del incremento en la conducta de autotomia, observados en los animales
con lesion en el ATV, coinciden con los resultados obtenidos por otros grupos!02103 en
donde utilizaron un modelo de deaferentacion petiférica para la induccién de la autotomia. En
este sentido, nuestros resultados a pesar de no haber sido significativos en el aumento de la
incidencia y el acortamiento de la aparicién de la autotomia, presentaron una tendencia
evidente. Ademas, en este grupo se alcanzd el nivel mds alto de autotomia y un mayor tiempo
de actividad de la conducta. También se ha descrito101:102 en experimentos disefiados para
probar el dolor agudo, que la lesion del ATV disminuye el umbsral al dolor ante diferentes
estimulos nocivos (termonocicepcién, mecanonocicepcién). Por el contrario, se ha reportado
una disminucién de la conducta de autotomia en animales sometidos a rizotomia dorsal que
fueron inyectados, intracerebroventricular, con un agonista dopaminérgico (apomorfina)i60, o
que indica que el ATV patticipa en la modulacién de la percepcidn dolorosa y en el desarrollo
de la aparnicién de la conducta de autotomia, probablemente de una forma inhibitoria.

Un resnltado aparentemente contradictorio es el encontrado por el grupo de Gorea ¢
/103, donde tanto la aplicacién de antagonista y agonistas dopaminérgicos, asi como la lesién
o estimulacién del ATV presentaron un incremento en la conducta de autotomia. Una posible
explicacion a este hecho, seria que el incremento excesivo de dopamina (por aplicacién externa
de dopamina o agonistas dopaminétgicos o estimulacién eléctrica de micleos dopaminérgicos)
desencadenari una regulacion a la baja de los receptores dopaminérgicos a nivel de la corteza
antertor del cingulo (efecto descrito en receptores aminérgicos), lo que producitia Ia misma

accién que los antagonistas dopaminérgicos o la lesion del ATV, al disminuir la actividad de los
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Fig. 13. Esquema de las proyecciones a la corteza anterior de! cinguio que probablemente intervengan en el
procesamiento del componente afectivo-cognitivo del dolor (ver texto).

receptores y su accidn postsinaptica sobre la CAC, que fue observada con el aumento de la
conducta de autotomia.

Estas dos primeras aproximacion experimentales sugieren la existencia de dos sistemas,
en principio antagonicos, que convergen en una corteza que se ha vinculado importantemente
con la integracién de los procesos afectivos-cognoscitivos del dolor, la corteza anterior del
cingulo (Figura 13).

Por un lado, el sistema excitadot, con relevo en los nicleos talimicos anterior y medial
y que tiene fibras que contienen aminoacidos excitadores (ghutamato y aspartato), los cuales
producen una activacion de las neuronas de la corteza anterior del cingulo que modifica la

respuesta conductual ante un estimulo doloroso cronico. Esta conducta se ha interpretado
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como patolégica y nos ha permitido establecer la divisién entre un dolor inflamatorio intenso y
un dolor patologico. Asi, la sobreexcitacion de este sistema, junto con la estimulacién nociva,
incrementa la incidencia e intensidad del dolor patolégico; y pone de manifiesto que la
mtervencién sobre estructuras relacionadas con la corteza anterior del cingulo modifican la
percepcidn de la informacion nociceptiva,

Mientras que por el otro lado, se encuentra el sistema inhibidor, compuesto por €l
ATV, que tiene proyecciones dopaminérgicas a la CAC, a través del haz medial del cerebro
anterior. La liberacién de dopamina, por este sistema, en la CAC tiene un efecto inhibitorio en
las neuronas del cingulo, probablemente mediante la activacién de receptores dopaminérgicos
D1%4.

No obstante la evidencia anatémica que respalda la conexion entre estas estructuras, es
necesario identificar si la activacién o inhibicién de la CAC es de forma directz a través de
estos micleos o es un efecto indirecto por medio de estructuras intermediarias del sistemna
limbico. Asi mismo, se requieren otros disefios experimentales para apoyat las propuestas de
los probables mecanismos plisticos inducidos por el dolor en Ia CAC que promueven el

retardo en la apanicidn de la conducta de autotomia.
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Thalamic Anteromedial and Mediodorsal Nuclei
Stimulation Enhances the Self-Injury Behavior Induced by an
Inflammatory Process in the Rat

EDGAR TORRES LOPEZ, ROSENDO DEL ANGEL, AND FRANCISCO PELLICER

Departamento de Neurofisiologia, Instituto Mexicano de Psiguiatria, México

Jnctional brain image studies indicated that the anterior cingulate cortex is a locus for pain information pro-
2ss. This cortex receives projections from the anteromedial (AM) and mediodorsal (MD) thalamic nuclei
rough the cingulurn bundle. In a previcus study, we found facilifation in the onset and intensity of self-injury
ehavior (SIB) by simultaneous antericr cingulum bundie stimulation fo the induotion of a nocive regicnal inflam-
atory process. The purpose of the present work was to determine if the electrical stimutation of AM and MD
uclei of the thalamus enhances SIB. Adult Wistar male rats were stereotaxically implanted with electrodes into
ese nuclei and in other thalamic nuclei (OTN) (i.e., intralaminar, reticular, and stria medularis). The control
roups were nonstimulated (sham) implanted and nonimplanted subijects. For the inflammatory process induc-
3n, carrageenan was injected into the hindpaw 60 min before the first stimulation trial. The severity of SiB was
assified in five ranks. Resuits showed that all animals stimulated in AM and MD nuclei presented SIB. The AM
ucleus stimulation produced a significant reduction in self-injury onset time, and the degree of self-injury
ehavior from AM- and MD-stimulated groups was significantly higher than those of the groups stimulated in
TN and in controls. We concluded that the AM nucleus is related with the anticipation of SIB and both AM

nd MD nuclei enhance the SIB induced by a nociceptive inflammatory process.

ain Self-injury behavior Electric stimulation

Thalamus

Inflammation Rat

Introduction

Pathologic pain is an abnormal, painful perception
wsed by damage and/or dysfunction of the peripheral and
:atral nervous systems. Pathological pain persists long
ter the stimulas has ceased or the damage has been re-
atred. Clinical examples of abnormal pain such as central
a#in and phantorn limb pain suggest the participation of
sntral supraspinal sensitization mechanisms (9). Because
ot all patients with the same nervous damage develop the
athologic process, pathological pain must involve genetic,
»gnitive, and affective factors not yet identified (7).

One of the brain areas related to the affective and cogni-
ve processes of pain is the anterior cingulate cortex
ACC) (12,13,37). It has been reported that ablation of the
CC or the interruption of the cingulum bundle and the
nterior limb of the internal capsule relieve, totally or par-
ally, the unpleasant painful sensation in some patients
fith pathologic pain (18,25,26,30). More recently, using

functional cerebral images, it has been shown that there is
an activation of the ACC with different kinds of noxious
stimuli (2,5,6,10,28,31). Moreover, other experiments have
suggested that ACC activation is associated with an affec-
tive-emotional component of pain (11,42).

Several authors have proposed self-mutilation behavior,
or autotomy in animals, as a model of abnormal pain states
(8,34,49.55). In experiments using a peripheral neurectomy
model, Vaccarino and Melzack (33) demonstrated that the
functional interruption of the cingulum bundie with a local
anesthetic retards the onset and diminishes the intensity of
the autotomy behavior. Qur group has been using a hyper-
stimulation pain model (1) involving carrageenan infiltra-
tion into soft tissues of the hindpaw. Using this model, we
have found that electrical stimulation of the cingulum bun-
dle, prior to or simultaneously with the inflammatory pro-
cess, anticipates the onset and increases the intensity of the
self-injury behavior in the rat (39).

These data suggest that the sensitization of pain mecha-
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nisms occurred. This sensitization involved the ACC struc-
ture related to the cingulum bundle, which is implicated in
the affective component of algesic perception as well as in
the development of pathological pain.

The ACC receives projections from anteromedial (AM)
(15,27,46,47) and lateral mediodorsal (MD) nuclei (21,32)
of the thalamus through the cingulum bundie and the ante-
rior limb of the internal capsule (14,44). Electrophysiolegi-
cal smdies have provided evidence for the existence of no-
ciceptive neurones in the ACC (36,48,58) that respond in
an excitatory fashion to the electrical stimulation of the MD
nucleus (16,29.36). Also, neurones of the AM and MD nu-
clei receive nocicepiive information (43). Excitatory amino
acids are probably involved as neurotransmitiers in these
pathways (20,41).

The purpose of the present work was to establish if stim-
ulation of the thalamic nuclei, in which the cingulum bun-
dle originates, produced the same effects on SIB as those
elicited when the cingulum bundle is stimulated. To that
aim, AM and MD thalamic nuclel of animals in which a
nociceptive inflammatory process was elicited were electri-
cally stimulated to test if the SIB anticipated and increased.
Preliminary results were presented elsewhere (51).

Methods

This stedy was carnied out in accordance with the regulations
of the Exhics Commitiee of the International Association for the
Swudy of Pain (59), and was approved by the Projects” Commis-
sion of the Institzto Mexicano de Psiquiatria.

Male Wistar rats (250-350 g) were stereotaxically implanted
with bipolar parallel steel electrodes (tdp surface diameter=102
mm each poie) directed to the AM nuclens (A: 7.7 mm; H: 4 mm;
L: 0.8 mm) or to the MD nuclens {A: 6.7 mm; H: 4.8 mm; L: 0.8
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mm) (38). The electrodes were anchored to the skull with de
acrylic. The surgical procedure was done under sodium pentol
bital anesthesia (60 mg/ke). After the sorgery and in the follow
days of the experiment, the animals were maintained in indivic
cages, on normal light—dark cycles with water and food ad 1
tum. They were allowed to recover for 4 days.

The animals were divided into sham (nonstimulated) and stiy
lazed subgroups for each implanted group. An independent gr
(n = I7), which was not impianted but injected to induce infl
mation, was used as confrol.

The inflammatory process was induced by infiltration of ca
geenan {CAR) lambda (250 pl, at 1% in saline solution) (Sig
Chemical Co., S5t. Louis, MQ), injected subcutancously into
sole of the right bindpaw, contralateral to the implanted site
deily measuring of plantar circumference at the metatarsal le
was done with a thread, to the neares; millimeter {17). The m
surements were done before the carrageenan infiltration, imme
ately after, and every 24 h thereafter for 10 days.

The electrical sumulation was started 1 b after the CAR infil
tion. Stimulation parameiers were sgnare pulses of 0.2 ms ar |
Hz, for 1 s every 5 s, during 10 min/day during 10 days, the sa
parameters used in a previons study (39). The current was
justed for each animal, with an average intensity of 110 pA (rar
80-140 pA). The amount of current was fixed at 10 pA un
the stimnlation threshold defined by the presence of any uns
cific motor manifestation like twitching, nodding, or freezi
Each animal was stimulaied individually, on the same sched:
inside a transparent acrylic arena for the behavioral observatio

Five grades were established for the analysis of the self-inj
intensity on the basis of extension and multiplicity of lesions:

grade 0; without lesion;

grade 1: single lesion of the major longitmdinal axis less thas
en;

grade 2: muitiple lesions of the major longitudinal axis less ti
3 mm;

L}

\
|5
“'\';':: =,

Figure 1. Localization of electrodes” tips. Sagittal view schemes at 1.4, 0.9, and 0.4 mm from the midline. Stimulated in the AM (@), MD (W), 2
OTN (A). Sham of the AM (O}, MD (00). and OTN {A). The scales in the y- and x-axes represent the veniral and the anterior plane, respectively, fin
interaural zero [modified from Paxinos and Watson (38)].
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e 3: single lesion of the major longimdinal axis larger than 3
mm with or without minor lesions;

& 4: multiple lesions of the major longitodinal axis larger than
Tm.

presence, grade, and daily evolution of the self-injury activity
: recorded for 10 days. The rapid procedure technigue (45)
used to verify the electrode implantation site. Animals were
thetized (soditm pentobarbital 65 mg/kg) and perfused (IC)
1 physiological saline solution, foilowed by 10% formalde-
z in physiological saline solution. The brains were allowed to
fix for 2 days before the histological procedure. Rats with
trodes located outside the thalamus were eliminated, The rats
thich the electrode was in a thalamic nucleus different from
or MD nuciei were clustered in the other groups and named
mlated in other thalamic nuclei (OTN; »=11) of sham (non-
wlated) in other thalamic nuclei (SOTN; n = 8). These stereo-
cal failures covered nuclei such as the intralaminar, reticular,
the stria medularis. Animals with electrodes correctly located
e clustered in the following order: sham groups with elec-
es imside the anteromedial nuclens (SAM group; n=8) and
1 electrodes inside the mediodorsal nucleus (SMD group; n=
stimulated groups with electrodes inside the anteromedial nu-
s {AM group, n = 17) or inside the mediodorsal aucleus (MD
ip, n = 12). Figure 1 shows electrode tip locations.

Ve calculated the incidenice and the mean onset time of the
in each group as well as the cumulative SIB. The cumulative
was obtained by adding the average of the self-injury degree
group each day 1o the average of the previous day. For the
ysis of the incidence, proportions in the control group were
ipared with those in AM, MD, OTN, and SOTN groups. The
v and SMD groups were not included because of an insuffi-
t n. Data of the SIB onset were analyzed using a one-way
OVA (treatment x onset day of ALU) and a Tukey as a post
comparison test. In order to analyze the SIB grades, the data
e fogarithmically transformed and for the analyses of inflam-
ory process, the percentage of plantar circuraference increase
considered. Both data were analyzed with a repeated measure
OV A and differences between treatments were established by
n of the Student-Newman-Keuls Significant Rang post hoc
- For analysis of the electrical current applied into each stimu-

lated group we used z cne-way ANOVA and Bonferroni adjust-
ment as post hoc test (& < 0.05).

Resujts

After histological verification of the electrode implanta-
tion site, the animals were clustered. A significant differ-
ence between AM and MD groups was found in the current
threshold needed to obtained a motor response. The AM
group received an average electrical current of 111.2 £ 5.55
uA (MS 2 ES), the MD group 80 + 6.61 pA, and the OTN
group 927+ 6.9 pA. The difference between the AM and
the MD groups was statistically significant (p =0.003} but
the difference between the AM and the OTN groups was
not {(p=0.131).

Electrical stimulation at the AM and MD nuclei pro-
duced the highest self-injury scores, the shortest onset time
of the behavior, and a 160%n SIB incidence. Thus, the SIB
incidence of the AM group was statistically significantly
higher than the incidence of the control group, with a statis-
tical significance level of p < 0.05. For the MD group, in
spite of the fact that the behavior appeared in 100% of the
animals, the number of animals was insufficient to reach a
statistical significance difference with regard to the control
group. The control group showed an incidence of 82.3%.

With respect to onset time of the SIB, both AM and MD
groups showed reduced onset times when compare with the
control group. However, the MD group difference did not
reach statistical significance (Table 1). The SIB accumu-
lated score by the end of the experiment (day 10) of the
AM group was statistically significantly higher than the fi-
nal score of the control and sham AM groups. As to evolu-
tion of the SIB, it can be observed that the real difference
appears mainly in the first 3 days compared with the con-
trol and sham AM groups. In the MD group a statistically
significant increase in the degree of self-injury behavior
was observed in the second day after the induction of the
inflammatory process when compared with the control and
the sham MD groups (Fig. 2).

The sham groups (SAM, SMD, and SOTN) showed the
lowest SIB scores, as well as the lowest incidence. The

Table 1
Main Characteristics of Self-Injury Behavior in the Different Groups

Incidence of SIB in SIB Onset Time Maximui SIB Score
Groups 10 Days (%) {Days + SEM) (CSIB at Day 10}
Control 14717 {(82.3) 2.7 40.35 3.29
AM 1717 (100 1.05+£0.32% 9
SAM 36 (50) 3+0.76 2.5
MD 12/12 (100) [.5+0.14 4.58
SMD 28 (25) 2+£038 0.62
OTN B2 {727} 1.8 047 367
SOTN 57 (1.4 1.8 +£0.59 2.86

Cumulated SIB {CSIB) was calculated with the average of SIB degree by group each day added

to the average of the previous day.

Stanstical difference {(p <0.05) AM vy control *test of proportions, tTukey test.
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onset time of the behavior had similar values to those of
the control group (Table 1).

The group stimulated in other thalamic nuclei showed an
onset time of SIB similar to the onset time of the sham
OTN group. The incidence in the OTN group was almost
the same as the incidence presented by the control and
sharn OTN groups. In the same way, the maximum SIB
score reached by the OTN group after the induction of the
inflammatory process was similar to those of the control
and sham OTN groups. The evolution of the SIB in the
OTN group behaved in the sarme manner as the control and
sham groups (Table 1).

The inflammatory process showed a similar temporal
course in almost all the groups, with the maximum edema
of the hindpaw 24 h after carrageenan infiltration; at this
point, the inflammatory process diminished progressively
(Fig. 3).

Discussion

The results of this work show that electrical stimulation
of the anteromedial and mediodorsal thalamic nuclei modi-
fies mociceptive information processing. Thus, AM- and
MI>-stimulated animals showed an enhanced incidence and
shortened onset, as well as increased intensity of self-injury
behavior.

It has been described that the neurones that constituie
that AM and MD nuclei project directly to the prefrontal
cortex and specifically to the ACC (15,21,27.32.46,47,50),
throagh the cingulum bundle.

The nuclei investigated in this study are not part of those
thalamic nuclei classically associated to the nociceptive
pathway (56).

In a previous article by our group {39), we reported thai
the electrical stimulation of the cinguivm bundle, which is
the pathway that connects the thalamic nuclei to the ACC,
precipitates and enhances the autotomy. In that article we
suggested that the triggering factor of the autotomy is the
presence of a specific somatosensorial painful reference
(inflammatory painful processes), defined by our group as
“sensorial quality.” This sensorial quality is a fundamental
condition for the beginging of SIB. The present data show
that electrical somulation of the AM nucleus, in the pres-
ence of the sensorizl guality, produces the highest SIB
score of all the nuclei tested in this work.

MD stimulation also produced an important SIB score,
although less evident than obtained after AM stimulation.
These results show for the first time that the AM and MD
play a relevant role in the cognitive-affective component of
pain.

There is a considerable amount of experimental evidence
showing the development of increased neuronal activity at
various levels of the pain pathway: afier a nerve lesion
(33.40,57), as a consequence of an inflammatory process
(52), or by a recurrent visceral pain (19). An increased
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Figmie 2. Evoludon of the cumulative SIB. (A) AM, sham AM (SAl
and control groups. AM group had the greatest seif-injury activity (sh
the highest siop in the curve) in the first 2 days after carrageenan (C2
injection. (B) MD, sharn MD (SMD), ard control groups. MD had gres
self-injury activity than the SMD and control gronps in the second «
after the CAR injection. (C) OTN, sham OTN (SOTN), and con
groups. The self-infury behavior was simjlar in all gronps. Smdent-Ne
man-Keuls Significant Rapge: *» < 0.03.
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re 3. Temporal course of the inflammatory process. A similar tempo-
ourse for almost all groups was seen in the inflammatory processes
the exception of SAM and the OTN in the first day. The maximal
na was found at 24 h of the process mduction.

ntancous neural activity has been reported in neurones
n the dorsal horn (3), thalamus (22,23), and somatosen-
¢ cortex (24). This activity at supraspinal levels seems
rigger additional central phenomena (evident in clinical
mples such as phantom limb pain and central pain), in
ch the neural activity comes to be temporally indepen-
t from the spinal or peripheral signal (4). Vaccarino and
lzack (54) have identified the role of specific supraspi-
stractures (cingulum bundle, fomix pathway, and me-
bulboreticular formation) in the temporal processing of
1, which suggest long-term changes triggered by forma-
induced nociception. These same authors (53} demon-
ted that the functional interruption of the cingulum bun-
by the anesthetic lidocaine, lowers the incidence,
rds the onset, and diminishes the intensity of the autot-
v. In another related experiment, Magnusson and Vac-
no (35) demonsirated that this manipvlation over the
sulum moedifies mechanisms of pain perception only
:nt the applicatton of lidocaine is within the first 20 min
r the painful process i1s instalied. In turn, our group re-
ted that the electrical stimulation of the cingulum bundle
uitaneous to the induction of an inflammatory process
zlerates the onset and increases the mtensity of the SIB
he rat (39). This evidence suggesis that the mechanisms
ensitization in pain perception involve structures related
he cingulum bundle and that these mechanisms may be
Jified over their development period.
Ve suggest that the increment of the self-injury behavior
dence reported here is caused by the electrical stimula-
. of the AM and MD thalamic nuclei. This activation
litates the induction of the plastic changes related to the
-in the stimulated animals; a similar effect is observed
entral sensitization. With this approach, we demonstrate
it 15 possible o facilitaie the seif-injury behavior in-

duced by an inflammatory process by electrical stimulation
of, at least, the AM and MD thalamic nuclei.
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tract

he ventral tegmental area (VTA) has been traditionally related with the control of motor responses. However, some studies show that
area is also involved in the processing of nociceptive information. It has been reported that this nucleus participates ir the dissociative
gesia phenomenon. In the few works where electrical stimulation and lesion of the VTA have been perfarmed, evaluated with
istent or chronic pain related behaviors, contradictory results have been obtained. Thus, a more detailed analysis of the role of the
\ in persistent pain is needed. Two series of experiments were performed: lesions of this nucleus were done with radiofrequency,
terally at two points per side using a temperature range from 30 to 80°C), and the VTA was electrically stimulated (10 min daily over
ys, 2 ms rectangular pulses at 100 Hz during [ s every 5 s) using two different schemes: 10 min before the induction of the nociceptive
wlus and 90 min after the induction of the nociceptive stimulus. The latter allowed us to distinguish if the VTA electrical stimulation
a distinctive antinociceptive effect when applied before or after the induction of the nociceptive stimulus on a persistent pain related
1vioral response in the rat, the self injury behavior (SIB). Our results showed that VTA lesions enhanced the occurrence of SiB; while
vation of this same nucleus by electrical stimulation after the nociceptive stimulus, but not before, facilitates the analgesic process,
essed as a | day delay in SIB onset. These results indicate that the VTA is a brain structure that plays a key role in the processing and
lulation of persistent pain information. Data are discussed in terms of the relationship of the VTA with the affective component of
. © 2001 Elsevier Science BV. All rights reserved.

ne - Sgnsory systems

c: Pain modulation: anatomy and physiology

vords: Ventral tepmental area; Anterior cingulate cortex: Persistent pain; Dissociative analgesia, Self injury behavior; Rat

introduction The ventral tegmental area (VTA) is one of the muclei
that are now considered to be part of the BG [6]. There are
3asal ganglia (BG) have been traditionally related with evidences indicating that the VTA is an important nucleus
control of motor responses. However, recent studies for pain modulation. This structure participates in various
w that BG are also involved m the processing of neural circuits that are involved in induced anaigesia by
ious somatosensorial information. Moreover, they are electrical stimulation {26.27], stress [38], morphine [29],
sidered as an important center for the integration and and also by electroacupuncture [23]. Moreover, it has been
wing of motor responses to nociceptive stimuli (for suggested that the VTA participates in what sometimes is
iew see |8]). Although the functional meaning of BG is called dissociative analgesia [13], in which the affective
completely understood, 1ts contribution to a variety of component of pain is lost. Dissociative analgesia has been
nitive, behavioral and limbic processes 15 widely reported by clinicians in patients, treated with opiates or
epted [6]. psychosurgeries such as cingnlotomy or cingulectomy, that
reply to questions about their pain by remarking that “'It
Corresponding author Fax: +325-655-99%0 hurts but the pain does not bother me™. {12,13].
-mail address- pellicer@neuronenerampneuro.cdu mx (1 Pellicen), Functionad image 17,33). psychosurgical [17.18) and

G 39Q3/01/S - see Srong malter & 2000 Elsevier $cience BV Al nphts reserved.
SO006- 8993 (01022132
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rimental evidences [39,40], have shown that the
ior cingulate cortex (ACC) is a brain region related
the affective component of pain information process-
:10]. In another context, our group has reported that
singulum bundle’s electrical stimulation enhances the
1sity and precipitates the onset of autotomy [32].
e ACC is closely related to the VTA. Thus VTA
al projections innervate, through the medial forebrain
lle, almost exclusively the ACC (mesocortical dopa-
xgic system) [14,30]. The VTA is a mesencephalic
minergic mucleus related both anatomically and func-
dly with the ACC. Moreover, it has been documented
the electrical stimulation of the VTA inhibits up to
of the medial prefrontal cortex neuvrons (also known
nterior cingulate cortex in the rat) that respond to
ous stimuli [15,19,24,25,34].
experiments that evaluate persistent pain by means of
related behaviors in rats, contradictory results have
| reported for the effects of electrical stimulation and
m of the VTA. It has been shown that neurochemical
m of the VTA produced by injection of 6-hydroxy-
umine, increases the behavioral responpse to pain,
rered by nerve denervation [36] and reduces the
wioral response to the formalin test [29). In another
I, contradictory results have been reporied for electri-
timulation of the VTA. Thus, Gorea and Lombard [16]
rted an increase in autotomy behavior, while Sarkis et
37} showed that autotomy diminishes after VTA self-
ulation.
. view of the importance of the VTA as a pain
ulator in what has been suggested to be the neural
trate of dissociative and induced analgesia, and given
stablished controversy of the aforementioned results, a
e detailed analysis of the role of the VTA in persistent
15 needed. Therefore we decided to lesion this nucleus
 radiofrequency, a technique that destroys completely
VTA, and to electrically stimulate it using two different
mes that allowed us to distinguish if electrical stimula-
. before or after the induction of the nociceptive
ulus had a distinctive analpesic effect on a persistent
 related behavioral response in the rat. By this means
wanted to explore if the induction of analgesia by
trical stimulation before the pain was already estab-
2d could prevent the development of persistent pain or
"TA stimulation induced analgesia was oaly efficient
n the pain was already ecstablished.
1 this work, persistent pain was induced by the
tration of an inflasmmatory agent in ihe rat’s hindpaw
triggers a quantifiable self-injury behavior (SIB) [2],
constitutes a spontaneous animal behavioral responsc
eripheral noxious sumuli (for a review see [22]). Part
his work appeared previously in an abstract form [33].

Viaterials and methods

he experiments were concucted o omale Wastar rats

{250-350 kg) in agreement with the ethics committee
regulations of the International Association for the Study
of Pain [42] and with the proyect’s commission approval
of the Instituto Nacional de Psiquiatria (INP). The rats
were raised, housed and maintained in the INP. During the
observation period the rats were maintained in transparent
acrylic individual boxes with light—datk cycles of 12X 12
h, and with ad libitum feeding and hydration. For all
surgical procedures, the rats were anesthetized with so-
dium pentobarbital (60 mg/kg).

2.1. Induction and evaluation of the inflammatory
process

An inflammatory process was induced by means of an
intraplantar infiltration of carrageenan lambda (CAR: 250
wl at 1% saline solution, Sigma Chemical Co., St. Lonis,
MO, USA) in the rat’s right hindpaw, contralateral to the
site of electrical stimulation. Rat’s paw edema was evalu-
ated measuring the plantar perimeter, at the metatarsal
level, with a thread, to the nearest millimeter [11].

2.2, Lesion

For the VTA lesion procedure, the rat’s head was fixed
1o a stereotaxic frame and an incision was performed in the
skin to expose the skull at the bregma level. A small hole
was done to allow the penetration of the electrode. The
lesion was done bilaterally at two points per side of the
anterioposterior axis of the VTA (anterior lesion: AP=4.2
mm, L==20.8 mm, H=1.7 mm; posterior lesion: AP=3.2
mm, L=>0.8 mm, H=1.6 mm; [31]) by means of a
radiofrequency generator (RFG4-A, David Kopf instru-
ments, Tujunga, CA, USA) using a temperature range from
50 to 80°C. Rats were allowed to recover from the surgical
procedure for a period of 4 days.

2.3. Electrode implantation and electrical stimulation

For the VTA stimulation, bipolar steel electrodes were
implanted in the Jeft side of the brain with the following
coordinates: A: 4.2 mm; H: 1.6; L: —1.0 [31]). The
electrode was fixed to the skull with dental acrylic. Rats
were allowed to recover from the surgical procedure for 2
period of 48 h.

Electrical stimulation was by means of a Grass S11
stimulator (Grass Intruments Co, Quincy, MASS, USA).
The stimulation was applied 10 min daily over 5 days (2
ms rectangular pulses at 100 Hz during 1 s every 5 s). To
determine the individuat stimulation threshold of each rat
the current was increased until the appearance of un-
specific motor manifestations like nodding, twitching and
freezing. At this point the current was diminished 10 pA.
Each animal was stimulated individsalty, following the
same schedule, inside a transparent acryhic arcna for
behavioral observation.
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2.4, Categorization and self-injury behavior analysis

Our group established five categories or grades for the
analysis of the self-injury behavior {SIB) that reflect the
intensity of the rat’s persistent pain triggered by the
infiltration of CAR [32]. The grades were established
based on the extension and multiplicity of the lesions that
the rat inflicts over its own inflamed paw. Grade 0, without
lesion. Grade 1, one lesion of less than 3 mm long in the
major longitudinal axis. Grade 2, muliiple lesions of less
than 3 mm long in the major longitudinal axis. Grade 3,
one lesion bigger than 3 mm long in the major longitudinal
axis, with or without multiple lesions of less than 3 mm
long. And finally Grade 4, multiple iesions bigger than 3
mm long in the major longitndinal axis,

SIB was daily registered to establish the onset, grade
and progression of the lesions (10 days for the VTA lesion
and 5 days for the VTA electrical stimplation experiment).

2.3, Experimental design

In the first part of the study, the effects of radio-
frequency lesion of the VTA were studied using three
groups, one experimental group and two controls groups.
In the experimental VTA lesioned group (Lesioned: a=
10), the rats were injected with carrageenan, 4 days after
the lesioning procedure. In the sham Iesioned group
(Sham-L.: =10}, rats were implanied but not lesioned,
and injected with carrageenan 4 days after the surgery. In
the Naive group (Naive-L: n=10) rats were only injected
with carrageenan.

In the second part of the study, the effects of two
different electrical stimulation schemes in the VTA were
smudied using four groups, two eclectrically stimulated

_groups and two control groups. Both experimental groups
were implanted with electrodes directed to the VTA. One
group was electrically stimulated 10 min before the
carrageenan injection (St Pre: n=10) and the second group
was stimulated 90 min after the carrageenan injection (St.
Post: n=10). They were stimulated with the same electri-
cal parameters. Control groups were: one sham group
{Sham-S¢t: n=10) implanted but not stimulated, and one
naive group (Naive-St: n=10) only injected with car-
rageenan.

The extension and multiplicity of the self-injury be-
havior was daily assessed in all animals.

2.6. Histology

For the histological verification of the electrode im-
plantation sites, the mais were deeply anesthetized with
sodium pentobarbital (65 mg/kg) and perfused (ic) with
saline physiological solution followed by formaldehyde at
10% in physiological solution. Subsequently, the brains
were temoved, for its postfixation. The rapid procedure

_technique was used for the localization of the electrodes’

tips [31]. Only those electrodes’ tips that were found 1
within the borders of the VTA were included in the
analyses.

The localization of the stimulation electrodes’ tips of
animals incloded in the results are shown in Fig. 1.

2.7. Staristical analysis

The following variables were calculated from the
data obtained from daily registration of the SIB gra
incidence of the behavior (calculated as the number of
that showed the behavior in relation to the total numbe
animals in fhat group) and the onset of the beha
(calculated as the mean day of onset of the behavior

every group).

o St Post
2 Sham
o 5t Pre

420 mm

T
A

Fig. 1. Schematic represemation of the localization of the electrodes’
in the ventral tegmemtal area for each group. St. Pre, electric
stimulated 10 min before the induction of the nociceptive stimulus
Post, electrically stimnlated 90 min after the induction of the nocicer
stimulus. Sham-S. implanted but not stimulated, and infiltrated
carragesnan. The numbers indicate the level of anteriority with respe
the interaural line of the stereotaxic atlas by Paxinos and Watson [3

3.80mm
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the SIB incidence data analysis, a Fisher's exact
bility test was used. The SIB onset data were
ted using 2 Student z-test.

the analysis of the SIB intensity progression along
ays (5 for the stimmlation experiment, 10 for the

experiment), data were transformed to natural
thms to homogenize variances and processed by
; of a multiple analysis of variance (MANOVA). To
: the difference between days per group a Student’s
was used as post hoc analysis.
evaluate the inflammation temporal course, data were
ormed to the percentage of plantar perimeter incre-
induced by the injection of carrageenan. A MAN-
was used to assess differences between groups.
- all the statistical tests the significance was estab-
| at P=0.05.

sults
Effects of ventral tegmental area (VTA) lesion

'A bilateral radiofrequency lesion increased SIB in
at by significantly augmenting the SIB mean grade
evolution) when compared to the control groups (Fig.
Jthough tendencies were observed in the SIB onset
ncidence, no statistically significant differences were
ned (Table 1).

SIB average grades
N o

-
1

Table |
Effects of ventral tegmental area (VTA) lesion on self injury behavior
(SIB) onset and incidence variables™

Groups n 51B Incidence SIB Onset
(in 10 days) (%) {Average days=S.EM.)
Lesioned 10 90.0 1.6=(.50
Sham-L HY 90.¢ 2.1£0.35
Naive-L 25 84.5 2.2+0.50

“The self injury behavior (SIB) incidence was caleulated with the
percentage of animals that showed the behavior along [0 days. The SIB
onset represents the average day (+S.EM.) of appearance of the
behavior. Lesioned, VTA lesion; Sham.[, Sham of the lesion experiment;
Naive-L, Naive of the lesion experiment; n, number of animals.

In respect to the inflammatory process, evaluation
revealed that the inflammation was more pronounced in the
lesioned group than in the control groups (Sham-L and
Naive-L) throughout the inflammatory process. Significant
differences were obtained in the plantar perimeter of the
lesioned group as compared to the control groups in every
measurement beginning | day after the infiltration of
carrageenan (Fig. 3).

3.2, Effects of ventral tegmental area (VTA) electrical
stimulation

VTA electrical stimulation, 90 min after the induction of
the painful process (St. Post group) delayed 1 day the SIB
onset. {Table 2). This result also appeared in the SIB

- Lesioned
-@ Sham-L
—&— Naive-L

Days

. Effect of veatral tegmental area (VTA) radiofrequency esion on setf wjury behavior {S1B). An increase in the average of the SIB grades w the
=< proup as compared (o the ceatrol groups (Sham-l and Nanve-L) was observed through 10 days of the behavioral evaluation {MANQVA,
A93, aw 0.000) Stedent’s f-test (¥ P<0,050 *** P0000), The values represent SIB mean prades ( 285,100 Sham-L, sham of the lesion expenment,

-L, narve of the lesion expenment.
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100 4
o) o
80 <

70 4

Paw perimeter Increase (%)

-&-Lesioned
-8 Sham-L
-k Najve-L

T

CAR 1

Fig. 3. Inflammation temporal course in lesioned and control groups A significant increase through out the inflammation course, evaluated as ih
perimeter percentage, was observed in the Lesioned group as compared to the control groups (Sham-L. and Naive-L) (MANOVA: F=6.120, o=
The maximum valve of inflanmmation was 24 h after the infiltzetion of carrageenan (CAR) in all groups. Sham-L, Sham of the lesion experiment: A

Naive of the lesion experiment.

evolution variable, since the SIB mean grade on day 1 was
smaller in the 3t. Post than in St. Pre and control groups
(Fig. 4). The St. Post group showed a non expected
increase in SIB mean grade on day 3, when compared with
the St. Pre and Naive stimulated groups, but no as
compared with the Sham stimulated group. No differences
in the SIB evolution and onset variables were found in the
St. Pre group.

As to the SIB incidence variable, both St. Pre and St.
Post groups showed a sigmificant increase of 13% as
compared to the sham stimulated group, but not to the
Naive group (Tabie 2).

The inflammatory process was similar in ail groups (St

Table 2
Effects of ventra] tegmental area (VTA) electrical stimulation on self
injury behavior {SIB) onset and incidence variables®

Groups n SIB Incidence SIB Onset
{in 5 days) (%} (Average day+=S.EM.)
St. Post 7 90 2.50%0.20°
St. Pre 10 90 1.50+0.17
Sham-$ 8 75" 1.66%0.16
Naive-§ 25 76 1.68+0.24

*The self injury behavior (SIB) incidence was calculated with the
percentage of animals that showed the behavior along 3 days. The SIB
onset represents the average day (=S.EM.) of appearance of the
behavior. St. Post, VTA stimulatdon 90 min after the carrageenan
infiltratton; St. Pre, VTA stimulatiom 10 min before the carrageenan
infiltration: Sham-S, Sham of the stirmulation experiment; Naive-8, Naive
of the stimulation experiment; r, number of znimals.

" SIB onset: Stmdent's r-test, St. Post vs. St. Pre, Sham-S and Naive-S
(P= 0.05).

° S$IB incidence: Fishers exact probability test, St. Post vs. Sham-S and St.
Pre vs. Sham-3 (P= (.05).

Post, St. Pre and control groups) with 2 maximum 1
mation at 24 h after the carrageenan infiltration (da
showm).

4. Discussion

The results of this smudy show that VTA experir
manipulations (radiofrequency lesion or stimulatior
the application of the nociceptive siimulus) modif
SIB. The suppression of VTA information by its
enhances the occurrence of SIB, a pain related beh
while activation of the same nucleus by electrical sti
tion after the induction of the nociceptive stimulus, b
before, facilitates analgesic processes, expressed
diminished SIB. Thus, our results suggest that the V
an important brain structure involved in the processin
modulation of persistent pain information.

It is important to mention that following the m:
employed (electrical stimulation and radiofrequency 1
in the present work, there is the possibility that the
of passage of the VTA could have been affected [
procedure.

4.1. Ventral tegmental area (VTA) lesion

The data obtained after VTA bilateral radiofreqg
lesion show an increased SIB along the whole rece
period. This fact soggests that this brain struct
necessary for the endogenous inhibition of pain
mation. These results coincide with those of other g
[16,36], reporting an increase or facilitation of th
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SIB grade average

- St. Pre

-8 St. Post
-&- Sham-5
-4 Naive-S

Days

4. Effect of the ventral tegmental area (VTA) electrical stimuiation 90 min after (St. Post group), or 10 min before {St. Pre group) of the iniection of
ageenan (CAR), in the self imury behavior (SIB) grade average. Differences were found between St. Post and the other groups (St, Pre, Sham-S and
ve-3) (MANOVA F=2524, a=0.004). Student’s i-tesy {* P=0.05). The valyes represent SIB mean grades (+8$.D.). Sham-S. Sham stimulation;

ve-S, Naive of the stimulation experiment.

viors associated with nociception, after the cytotoxic
struction of the VTA with 6-hidroxidopaminge. Thus, in
te of the behavioral differences associated to locomotion
t have been reported after different lesion techniques
surotoxic vs. radiofrequency) [21], our results show that
: behaviors associated to nociception (SIB and ap-
omy) are similar with both lesion techniques. These
dings indicate that the destruction of the dopaminergic
d non dopaminergic neurons of the VTA have the same
ect on persistent pain related behaviors.

The SIB onset variable showed a decrease in the
joned group with respect to the control groups. Even
ugh these differences are not statistically significant,
re is a clear tendency towards a premature exhibition of
» SIB. This suggests that the VTA lesion influences the
B onset.

As to the inflammatory process, the VTA lesioned group
owed a more pronounced inflammation when compared
the control groups (sham and naive). Since the VTA
ion increases the SIB, the inflammatory process is also
sintained for a longer period, resulting in a late temporal
;olution of inflammation. Thus, it seems that it 1s the
rease in SIB that provokes a more severe inflammation.

7. Ventral tegmental area (VTA) electrical stimulation

The VTA is a nucleus that has been functionally
soclated  with  diverse  induced analpesia  processes
3.4,13,23.26-28]. However, the temporal relationship
tween the application of the nociceptive stmulus and the
tivation of the VTA for ehewting the analgesic response

has not been explored. The results obtained with the two
different electrical stimulation schemes revealed that
stimulating the VTA 90 min after the induction of the
induction of the inflammatory process delays the SIB onset
24 h (St Post). This suggests that VTA stimulation
diminishes, at least partially, the pain behavioral response.
However, the VTA stimulation 10 min before the painful
process (St Pre) lacks an effect on SIB. This shows that
the VTA intervenes in the induction of the analgesia
process only if the painful process has already initiated and
not before its induction. Thus, VTA mediated analgesia
cannot prevent persistent pain but it can diminish it, once
the pain has begun.

Three days after the induction of the nociceptive
stimulus, an increment in the SIB average grade was found
in the group stimulated after the induction of the painful
process. This result suggests a rebound of the analgesic
activity that was achieved on day 1. We do not have
elements with the data obtained in the present work that
allow us to explain this rebound. However, it has been
settled that the mesocorticolimbic differs from the nigros-
triatal dopaminergic systems in that the (ormer shows a
higher reupiake rate, and its neurons respond less to
agonistic and antagonistic dopaminergic substances than
the latter. This characteristic is attributed to the apparent
absence of autoreceptors in the celis of the mesocor-
ticolimbic system [14]. This system’s peculiarity could be
contributing to the rebound found in our work.

In respect to the SIB incidence, we expected to obtain a
decrement in this variable after both stimulation schemes,
but we did not find it On the contrary, both stimulated
oroups showed an increased incidence. It seems that this 13
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a consequence of the rebound suffered by both experimen-
tal groups on the 3rd day of SIB evaluation.

4.3. Role of the ventral tegmental area (VTA)
experimental manipulation on the affective component of
pain

The anterior cingplate cortex (ACC), among others brain
tegions, has been proposed to integrate the information of
the affective component of pain, [7.9,20,35,41} conduced
by the spinothalamic medial system to the limbic system
[6]. Since the ACC receives important inhibitory projec-
tions from the VTA it can be suggested that the analgesic
activity induced by the VTA electrical stimulation is
mediated, at least partially, by the inhibition of the
affective component of pain, in which the ACC plays a key
role. Moreover, we can also propose that the algogenic
activity provoked by the VTA lesion might be due to the
absence of this inhibitory control normally exerted by the
VTA.

Although the present work only explored the possible
role played by the VTA in the processing of nociceptive
stimulation, a participation of this structore in the modula-
tion of the affective component of persistent pain couid be
proposed, in view of the anatomical and furctional rela-
tionships of the VTA with the ACC. The VTA stimulation-
mduced ACC iphibition can induce analgesia via a de-
scending pathway that involves the periaqueductal gray
matter [5,15] rather than an ascending inhibitory mecha-
nism (as the one here proposed). However, it is possible
that both descending and ascending apalgesic pathways,
subserved by the VTA projection to the ACC, provide a
complex regulation of the analgesic response. Needless to
mention, it is necessary to perform specific experiments
designed to idemtify the cerebral structmres and neuro-
transmitters involved in the modutation of the information
processing of the affective component of pain, as well as
its ascending and descending inhibitory influences, to
define the VTA role in the affeciive component of pain.
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Electric stimulation of the cingulum bundie
precipitates onset of autotomy induced by
inflammation in rat

Francisco Peilicer?, Alberto Lopez-Avila®® and Edgar Torres-Lépez?

*Departamento de Neurofisiologia, Instituto Mexicano de Psiquiatria, *Facultad Mexicana de
Medicina, Universidad La Salle, México D.F.

The purpose of this work was to test if electric stimulation of the cingulum bundle in animals subjected to a
hindpaw inflammatory process precipitates the onset and enhances autotomy behaviour, Wistar rats were
implanted with bipolar parallel electredes in the boundary of the cingulum bundle. The inflammatory process
was induced in all subjects by injection of carrageenan. The groups were: A, sham; B, implanted and stimulated
10 min daily for 7 days; C, implanted and stimulated 2 h daily, for 7 days. Both groups were injected with CAR
2 days after ending the stunulation period; and D, implanted and stimulated 10 min daily for 5 days, the first
stimufation being simultaneous to CAR injection. Results show that 100% of the subjects in stimulated groups
presented autotomy as compared with 60% in the sham group. A significant shortening of the onset and
mncreased rates in autotomy were observed in experimental groups (B, C and D) as compared to the sham
group. We did not find differences between groups B and C, but there was an increment of autotomy in group
D when compared with both B and C groups. We conclude that it 1s possible to facilitate the onset and to
increase the intensity of the autotomy triggered by the inflammatory process with cingulum bundle electrical
stimulation. The results also suggest that a fundamental condition to the development of the autotomy in this
model is the presence of the noxious inflammatory process.

© 19899 European Federation of Chapters of the Internationat Association for the Study of Pain

KEYWORDS: cingubum, electric stimulation, autotomy, pain, rat, inflammation.

INTRODUCTION

mamillary bodies, the anterior thalamic
nucleus, and the cingulate cortex (Domesick,

The relationship between the cingulum and the
processing of emotions was first established by
Papez in the 1930s (Papez, 1937). Since then,
many studies have related the cingulum bundle
to areas of the limbic system that constitute a
circuit which includes the hippocampus, the
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1969, 1970, 1972; Vinogradova, 1975). Some
authors have associated limbic structures with
cognitive and affective paln processing
(Delgado, 1955; Abott & Melzack, 1978). For
more than four decades, the cingulotomy has
been used in the treatment of patients with cen-
tral or intractable pain (Foltz & White, 1962;
Hurt & Ballantine, 1974) and patients with can-
cer who cxhibit refractory pain due to pharma-
cological treatment (Hassenbusch ez a/., 1990).
More recently, evidence from functional image
studies has shown that some central nuclet are
particularly related to pain perception. These

&) 1999 European Federation of Chapters of tne International Assgciation for the Study of Pain
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nuclei involve limbic structures such as the thala-
ms, insula, prefrontal cortex and anterior cingu-
late cortex (AC), besides the somatosensory
cortices (Jones er al, 1991; Casey er af, 1994;
Coghill et af., 1994; Hsich, 1995). In spite of the
fact that all these cercbral areas are activated by
nociceptive stimulation, only the AC has been
demonstrated to be constantly activated while
experiencing pain {Casey ef /., 1996; Craiget ol
1996:; Andersson ¢f af.. 1997). In the same line of
evidence, Rainville et al. (1997) recently demon-
strated a positive correlation between the
unpleasant scnsation of pain and the intense
activation of the AC using PET. These findings
strongly suggest a key role of the anterior eingu-
late cortex in the affective component of the
processes related to pain perception.

Several authors have proposed autcfomy as a
model for abnormal pain states. {see references in
Levitt, 1985; Coderre ef af., 1986; Albe-Fessard
et al., 1990; also see Sweet, 1981 for a controver-
sial point of view). This behavioural alteration is
induced by neurectomy (Wall ef o, 1979}, but
also by dorsal root transections (Basbaum, 1974;
Lombard er ¢l 1979} as well as nerve’s partal
loose constriction (Bennett & Xie, 1988) and
with the induction of inflammatory processes by
injection of carragecnan into soft tissue (Pellicer
1986). In this sense, some
patients with anatomic or functional avulsion of
a nerve plexus develop a self-injury behaviour
(Albe-Fessard ef i, 1990; Procacci & Maresca,
1990; Mailis, 1996).

It has been reported that lidocaine infiltration
into the cingulum bundle significantly reduces
the occurrence, diminishes the intensity and
delays the onset of autotomy (Vaccarino &
Melzack, 1991). This mantpulation also pro-
duces analgesia in animals during the painful late
phase or tonic component of the formalin test
(Vaccarino & Meizack, 1992).

In this context. we decided to carry out a series
of experiments to test if electrical stimulation of
the cingulum bundle simulianeously to an
inflammatory painful process accelerates the
onset and enhances the rates of autotomy,
induced by hindpaw carrageenan injections.
Preliminary results were presented elsewhere
{Pellicer & Lopez-Avila. 1996).

European Journal of Pair {1898), 3
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MATERIALS AND METHODS

This study was carried out in accordance to tt
regulations of the Ethics Committee of tt
International Association for the Study of Paj
(Zimmermann, 1983), and was approved by tt
projects commission of the Instituto Mexican
de Psiquiatria.

Male Wistar rats (280-320 g) were stereotax
cally implanted with bipolar (cathode an
anode) parallel steci clectrodes {(interpolar di
tance = 2535 pm} in the boundary of the left ant:
rior cingulum bundle (A: 9.2 mm, L: 1.2 mm, }
2.3 mm from cortex surface: Paxinos & Watsor
19863, The clectrode for stimulation we
anchored io the skull with dental acrylic. Tt
surgical procedure was performed under sodius
pentobarbital anaesthesia (60 mg/kg). After tk
surgery. the animals were allowed to recover for
days. They were maintained in normal light-dar
cycles with ad libitum access to water and food.

Groups

The groups were: A (#=12) the sham group i
which electrodes were implanted, not stimulateac
and inmjected with carrageenan (CAR) 4-7 day
after the implantation; group B {(#=10) was stirr
ulated 10 min daily for 7 days and CAR injecte
2 days after the last stimulation day; group
(n=7) was stimulated 2 h daily for 7 days an
CAR injected 2 days after the last stimulatio
day; group D (n=14) was stimulated 10 min dail
for 5 days and the CAR injection and first stimu
lation were done simultaneously.

Inflammation procedure

The inflammatory process was induced by infil
tration of carrageenan lambda (250 ul, at 1% i
saline solution, Satia Laboratory, Paris, France
injected subcutaneously in the sole of the righ
hindpaw, contralateral to the stimulation site. W
recorded the inflammatory process daily, b
measuring the plantar perimeter, at th
metatarsal level, with a thread, to the neares
millimetre {Fletcher ef «l., 1996).
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Stimulation

The stimulation parameters were: square pulses
of 0.2 ms at 100 Hz for 1 s every 5 s. The current
was adjusted for each animal, with an average of
110 uA. The amount of current was established,
using the appearance of any motor manifestaticn
like twitching, nodding or freezing as a thresh-
old; at this point we diminished the voltage in 10
units. Each animal was stimulated individually,
following the same schedule, inside a transparent
acrylic arena for behavioural observation.

Categorization of autotomy behaviour

Four categories were e¢stablished for the analysis
of autotomy intensity on the basis of extension
and multiplicity of lesions. Grade 1, single lesion
of the major longitudinal axis less than 3 mm;
grade 2, multiple lesions of the major longitudi-
nal axis less than 3 mm; grade 3, single lesion of
the major longitudinal axis larger than 3 mm;
grade 4, multiple lesions of the major longitudi-
nal axis larger than 3 mm. We recorded the pres-
ence, grade and progression of the lesions daily.
The data on the onset of autotomy were
obtained only from the animals that presented
the autotomy. The autotomy index (AI} was
obtained with the average of the autotomy
degree by group per day.

Histological control

We used the rapid procedure technique (Sanchez-
Alvarez et al, 1988) to verify the electrode
implantation site. The animals were anaes-
thetized (sodium pentobarbital 65 mg/kg), and
perfused (i.c.} with physiological saline solution,
followed by 10% formaldehyde in physiological
saline solution. The brains were allowed to post-
fix for 7 days before the beginning of the histo-
logical procedure. The rats with the electrodes
located outside 0.5 mm radius of the cingulum
bundle were eliminated (in group A three animals
were cexcluded, in group B no animal was
excluded. in group C there were three, and in
group D there were two). Localization of the

stimulation e¢lectrodes’ tips of the animals
included in the results is shown in Figure 1.

Statistical analysis

All data used in parametric tests werg trans-
formed to natural logarithms to homogenize
variances. Autotomy onset data were analysed by
means of a one-way ANOVA, treatment being
the independent variable and day of autotomy
onset per animal within treatment being the
dependent variable. A post hoc Tukey test was
used to contrast mean day of autotomy onset
between treatments. In order to analyse the evo-
hation of autotomy index, a repeated measures
ANOVA (treatments being the between-subjects

® GROUPA
& GROUPB
0O GROUPC
O GROUPD

FIG. 1. The reconstruction shows the location of
electrode tips in the cingulum bundle for each group.
The numbers indicate the level of anteriority with
respect to the interaural line of the stereotaxic atlas
by Paxinos and Watsen {1986}

Furcpean Journal of Pain {1939), 3
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TABLE 1. Main autotomy characteristics abserved in all groups

Groups m Onset of autctomy Maximum score Incidence of
{(Days + SEM) (Al + SEM) autotorny (%!}

A 12 287+044 1.08 £ 0.31 B66°

B 10 222+0.3% 2.80+0.33 100

C 7 2.57 +0.47 267 +053 100

3] 14 1.21 £+ 0.33 3.21+0.26° 100

A, sham group; B, stimulated 10 min daily for 1 week before CAR infiltration; C, stimulated 2 h daily for 1 we
before CAR infiltration; D, stimulated 10 min daily for 1 week after CAR infiltration.

The autotomy index {Al} was obtained with the average of the autotomy degree by group per day. Tukey test:
onset of autotomy 2p = 0.02 D vs A; PStudent-Neuman—Keuls Significant Rank p<0.05 for maximum score D
A. ‘Differences between propoertions of A vs B, C and D groups were assessed by means of a Ztest (Z=2.4

p=0.007).

effect and days of treatment the within-subjects
effect) was run. Differences between treatments X
day were assesssd by means of a
Student—Neuman—Keuls Least Significant Rank
test. Repeated measures ANOVA were also used
to assess the inflammatory process. These data
were transformed to the percentage of plantar
perimeter increment induced by the injection of
CAR. Differences in number of subjects showing
autotomy per treatment were assessed by means
of a Z-test between proportions.

RESULTS

The animals that were stimulated previous to
CAR mfiltration {groups B and C) did not
exhibit autotomy during the stimulation period.
However, after the induction of the inflamma-
tory process, all groups presented different
degrees of autotomy (Table 1).

The incidence of autotomy in groups B, C and
D was 100%. In contrast, in the sham group, 66%
(8/12) of the subjects presented this behaviour
(Table 1).

As to the onset of autotomy, a significant
reduction was found in the group in which the
induction of the inflammatory process was
simultaneous to electrical stimulation (group D)
when compared to the sham group (F-value=
3.711, p=0.024). The values of the onset time
obtained are shown in Table 1.

In respect to the autotomy index, the highest
values were observed in group D on day 3 (Al=
3.2 £ 0.26). A significant difference (F-value=
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2.683, p<0.05) was found when comparing t
intensity of autotomy in D group against that
group A throughout the whole temporal cour
The autotomy index of groups B and C w
higher than that of the sham group (Al= 1.0¢
0.31), but lower than that of group D, neither
these two comparisons were statistically signi
cant. Both groups (B and C) reached their hig
est autotomy index on day 5 and 6, respectiv:
(B: AI=2.8£0.33; C: AI=2.6 £0.53). There w
no statistical difference between groups B and
(Fig. 2). The progress of the inflammatc
process was similar for all groups, with the ma
mum mflammation at 24 h after CAR infilt
tion (Fig. 3).

DISCUSSION

It has been reported that the infiltration of lo
anaesthetics in the boundary of the cingulum
rats with peripheral neurectomy interrupts t
information pathway through this bundle, p
ducing a disruption in the initiation and subs:
quent, maintenance of the neural proces:
related to autofomy (Vaccarino & Melzag
1991; Magnusson & Vaccarino, 1996).

The results presented in this study show thai
is possible to facilitate and shorten the onset
well as to increase the intemsity of the autotor
by electrical stimulation of the cingulum bunc
simultaneous to the induction of a painful loc
inflammatory process.

The rationale to stimulate the cingulum bu
dle with trains (100 Hz, 0.2 ms pulses every 5
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ElG. 2. The graph shows the temporal course of
autotomy for each group. The ordinates are the
lesions caused by autotomy in grades: Grade 1, sin-
gle lesion of the major longitudinal axis less than 3
mm; grade 2, multiple lesions of the major longitudi-
nal axis less than 3 mm; grade 3, singie lesion of the
major longitudinal axis larger than 3 mm; grade 4,
multipie lesions of the major longitudinal axis larger
than 3 mm. The abscissa is the fime. Notice that the
highest values of autotomy index are shown by the
group D (electrical stimulation simultaneous to the
induction of the inflammatory process}. The data
reveal statistically significant differences between
groups D and A. Student-MNeuman-Keuls Least
Significant Rank test. F-value=2.683 * p<0.05.

was to produce a potentiation of autotomy with-
out a kindling effect (with an interstimulus inter-
val shorter than 20 min the convulsive process is
not induced; Goddard er al, 1969).

Stimulating groups B and C during 7 days pre-
vious to the induction of inflammation, while the
other parameters remained constant, allowed us
to clarify that the electrical stimulation of the
cingulum bundle per se does not induce aunto-
tomy. The use of the 10 min scheme (group B)
and the 2 h scheme (group C) of electrical stimu-
lation, was to simulate the time course of the
early phasc of pain and of both early and late
phases, respectively (Vaccarino & Melzack, 1989,
1992; Wheeler-Aceto ef al, 1990). However,
results did not show meaningful differences
cither in the onset or in the intensity of the
behaviour between both stimulation schedules.
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F1G.3. The graph shows the progress of the inflam-
matory process produced by infiltration of CAR {2560
pl, at 1%} into the hindpaw, measured as the incre-
ment of the paw’s perimeter. Note that the maximum
inflammation points in all groups are at 24 h after the
CAR injection, After this point the process shows a
progressive decrease. No statistically significant dif-
ferences were found in the temporal course between
groups.

The autotomy appears after the induction of
the inflammatory process. In groups where the
electrical stimulation period was previous to the
induction of the inflammatory process, the inci-
dence of autotomy increases but the autotomy
onset time is not shortened. In group D, in which
the inflammatory process was induced simulta-
neously to electrical stimulation, the autotomy
onset is shortened and its intensity increased.
Therefore, we suggest that the triggering factor
of the autotomy is the presence of a specific
painful somatosensorial reference (inflammatory
painful process), defined by our group as ‘senso-
rial quality’. This sensorial quality is a funda-
mental condition for the beginning of autotomy.

We found differences both in the patterns and
in the onset time of autotomy, reported by Wall
et al. (1979) and by Benett and Xie (1988). The
lesions in our animals were predominantly
located in the dorsal region of the paw and the
plantar pads, as well as in the interdigital seg-
ments, while those reported by the aforemen-
tioned authors were found principally in the nail
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beds and digits, i.e. in the distal portion of the
paw. The time of development of autotomy is
reduced (1-4 days) with our experimental manip-
ulation in relation to the other studies reporting
functional or anatomical denervation (10-37
days). The possible explanation for these differ-
ences is that the neurectomy and ligature nerve
models induce a process of degeneration in the
nerve itself, while in the inflammatory process
the integrity of the nerve is preserved, though we
do not have ultrastructural data to define the
kind of damage that could be present in the
nerve.

The inflammatory process produced by CAR
infiltration shows its maximum effect at 24 h in
all groups (Fig. 3). However, the onset time of
the autotomy in the sham group does not coin-
cide with the maximal point of the inflammatory
process. Similarly, in the B and C groups, the
mean onset time of autotomy showed a 24h
delay in respect to the maximal inflammation
point. Finally, in group D, the mean onset of
autotomy almost coincides with the maximal
inflammation point (Fig. 3}. Altogether, these
facts suggest that the autotomy is the result of
plastic central changes, which take some time to
become manifest. These changes appear to
involve supraspinal structures, connected by the
cingulum bundle, and to be susceptible of being
modified by the application of electrical stimula-
tion, as shown in the present study, or by the
infiltration of local anaesthetics into the cingu-
lum (Vaccarino & Melzack, 1989, 1991). Also, it
has been reported (Fuchs ef al 1996) that electri-
cal stimulation of the cingulum bundle or sur-
rounding cortical tissue produces analgesia in the
formalin test. These results seem to be contradic-
tory in relation to functional blockage by lido-
caine infiltration in the same anatomical area;
procedure which reduces both pain in a formalin
test and autotomy behaviour following periph-
eral neurectomy.

Peripheral nerve stimulation (Seltzer er al,
1991) and infiltration of a local anaesthetic into
the limb (Gonzales-Darder et al, 1986) induce
modifications in both onset and intensity of
autotomy, but in opposite directions. These
changes were in the same sense as those resulting
from the stimulation or functional interruption
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of the cingulum (Vaccarino & Melzack, 1989
Apparently, the reiterated or diminished active
tion of the peripheral afferents also interferc
with the central plastic phenomenon. with th
consequent switching io autotomy.

Recent findings, including those of functions
image studies (Jones er al, 1991; Casey ef al
1994; Coghill ef ol , 1994; Hsieh, 1995}, highligh
the activation of the anterior cingulate cortex i
central pain processing. Our results show th
importance of anterior cingulum bundle activa
tion in the triggering of pathological pain syn
dromes, some of which are expressed a
autotomy. Despite this evidence, more experi
mental studies are certainly necessary to identify
this particular mechanism.
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