UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

AVENMA DE
MEXICO

INSTITUTO DE NEUROBIOLOGIA

“Caracterizacion electrofisiolégica de neuronas
del asta dorsal de la médula espinal que responden a estimulacion
periféricay al nucleo paraventricular del hipotalamo de la rata

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRA EN CIENCIAS (NEUROBIOLOGIA)

PRESENTA

LBM. MONICA ANDREA LOPEZ HIDALGO

DIRECTOR DE TESIS: Dr. MIGUEL CONDES-LARA

CAMPUS UNAM-JURIQUILLA, QUERETARO 2007



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Agradezco al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYyT) por el apoyo que me brindo para realizar
estudios de Maestria en el Instituto de Neuoobiologia de la
Universidad Nacional Autbnoma de México.
Numero de becario:194523



Agradezco a la Dra. Guadalupe Martinez Lorenzana por su asistencia y
colaboracion en el andlisis histolégico del presente trabajo experimental.

Agradezco el apoyo brindado por los bibliotecarios Pilar Galarza Barrios y
Rafael Silva Cruz durante la realizacion de mi trabajo de tesis.

Agradezco a la responsable del area de ensefianza: Quim. Leonor Casanova
Rico.



Dicen que el dolor es el hijo del aire y de la tierra,
gue son elementos indispensables para la vida,
dicen que se viste con amplios ropajes blancos y
emblade un pufial, y que se hermana con aquella
que viste de negro y siempre lleva una guadaiia.
Parece pues, que el dolor es el compafiero
inseparable de la muerte, la constatacion y la prueba
del sufrimiento Ultimo, que paraddjicamente es el
cese de todas las emociones

ANONIMO
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Modulacion oxitocinérgica del dolor

RESUMEN

Evidencias recientes han sugerido que la oxitocina (OT) liberada por fibras
descendentes del Nucleo Paraventricular Hipotaldmico (NPV), disminuye las
respuestas nociceptivas en el asta dorsal de la médula espinal. De igual manera
se ha sugerido que la oxitocina indirectamente inhibe la transmision sensorial en
el asta dorsal a través de la activacion de interneuronas inhibitorias. Sin
embargo, no se conocen las interacciones sinapticas que a nivel de la médula

espinal participan en los efectos antinociceptivos mediados por OT.

En este trabajo, se propone gue la proyeccion hipotalamo-espinal ejerce sus
efectos antinociceptivos a través de la activacion de interneuronas inhibitorias
GABAérgicas y/o encefalinérgicas. Para este propoésito, se realizaron registros
extracelulares unitarios en el asta dorsal de los segmentos lumbares de ratas
anestesiadas. Los microelectrodos de registro se acoplaron a pipetas triples de
inyeccion las cuales se llenaron con bicuculina (antagonista del receptor
GABA,), Naloxona (antagonista opiaceo), AOT (antagonista especifico de la OT)
y OT. De esta manera, se evaluo el efecto de estos farmacos sobre las
respuestas neuronales provocadas por la estimulacion de los campos receptivos

periféricos, antes y después de la estimulacion eléctrica del NPV.

Los hallazgos indican que la estimulaciéon del NPV inhibe Unicamente las
respuestas provocadas por la activaciéon de fibras A-delta y C. Asimismo, el
efecto de la estimulacion eléctrica del NPV fue bloqueado en presencia del AOT
y bicuculina. En contraste, la aplicacion de Naloxona produjo sélo una ligera
reduccion en el efecto inhibitorio provocado por la estimulacion del NPV. Estos
resultados sugieren que los efectos antinociceptivos producidos por la activacion
de la via oxitocinérgica hipotalamo-espinal, estdn mediados por receptores

GABA, Yy a opiaceos.
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ABSTRACT

Recent evidences has shown that oxytocin (OT) released by descending
Paraventricular Hypothalamic Nucleus (NPV) fibers, diminishes the nociceptive
dorsal horn neuronal responses, resulting in the production of antinociception
and analgesia. It has been suggested that OT indirectly inhibits sensory
transmission in dorsal horn neurons by exciting spinal inhibitory interneurons.
However little is known about the synaptic interactions at spinal cord level

involved in this phenomenon.

In this work is proposed that oxytocinergic hypothalamo-spinal projection
mediates its antinociceptive effects by activating GABAergic and/or
enkephalinergic dorsal horn inhibitory interneurons. In anaesthetized rats single-
unit extracellular recordings were made from dorsal horn lumbar segments. The
recording electrode was coupled to triple-barrelled glass micropipettes. The
micropippete barrels were filled with bicuculline (GABA, antagonist), naloxone
(opiate antagonist) OT antagonist (AOT) or OT. The drug’s effects on neuronal
responses evoked by peripheral receptive field stimulation before and after

electrical stimulation of ipsilateral NPV were tested.

Data showed that NPV electrical stimulation inhibits neuronal responses evoked
only by A delta and C-fiber activation. The effect of NPV electrical stimulation
was blocked by topical administration of AOT and bicuculline. On the other hand,
naloxone application produced only a slight reduction on the effects caused by
NPV stimulation. Similar results were obtained when instead of NPV stimulation
OT was applied. These results suggest that NPV-antinociceptive effects in the

spinal cord are mediated by opioids and GABA, receptors.
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CAPITULO 1; INTRODUCCION

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) define al dolor como
una experiencia emocional y sensorial asociada con un dafio tisular real o
potencial, o descrita en tales términos (Merskey y Bogduk, 1994). El dolor es
influenciado por experiencias previas por lo que se dice que tiene una
connotacion individual (Merskey y Bogduk, 1994) y tiene como funcion la de
proteger y alertar al organismo de un posible dafio. Dicha funcion aplica para las
manifestaciones agudas como por ejemplo el dolor producido por un pinchazo, el
cual es delimitado en el tiempo y desaparece con la resolucién del proceso de la
lesion; sin embargo, pierde el significado de proteger y alertar al organismo en el
caso del dolor cronico. Este tipo de dolor persiste por un periodo de tiempo
extendido independiente del estimulo y se encuentra asociado a procesos
patolégicos crénicos que causan sufrimiento en las personas (Nathan, 1977;
Merskey y Bogduk, 1994) (para su revision ver Apéndice 1). Al respecto, se
estima que en Estados Unidos el 10% de la poblacién sufre migrafia, 25% sufre
lumbalgia y 75% de las personas que tienen cancer sufren de dolor. Sin
embargo, el dolor crénico no sélo pone en riesgo la integridad fisica y emocional
de la persona, sino que ademas, se vuelve un problema de salud publica muy
costoso. En este sentido, un paciente con dolor crénico puede tener costos en
salud que varian de 500 a 35,000 dolares por afio, sin tomar en cuenta los
procedimientos quirdrgicos, los que aumentarian en mucho los célculos. El costo
anual calculado en la atencidn de problemas de lumbalgia, migrafia y artritis es
de cerca de 40 mil millones de ddlares. Este calculo no incluye los dias laborales
perdidos ni las compensaciones asociadas, que pueden hacer que esta cifra
crezca de modo impredecible, en especial al envejecer la poblacién y aumentar
la expectativa de vida (Latham y Davis, 1994). Por tales razones, el estudio de

los mecanismos de dolor y analgesia que pudieran beneficiar las condiciones
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personales (emocionales y fisicas) y sociales (econdémicas y laborales), debieran
ser preponderantes en la investigacion basica y clinica.

Un estimulo nocivo es capaz de provocar un dafo tisular sin producir dolor
necesariamente. Este tipo de estimulo activa receptores especificos llamados
nociceptores, los cuales generan una experiencia a la que se le denomina
nociceptiva. Del mismo modo, un fendmeno doloroso puede ocurrir
espontaneamente sin la presencia de un estimulo nociceptivo, tal es el caso del
dolor no nociceptivo, provocado por la reduccion del umbral de los receptores
como resultado de una alteracion en el sistema nervioso central (SNC) (Casey,
2000). De esta manera, se hace una diferencia entre los términos nocicepcion y
dolor; el primero, se refiere a las manifestaciones neurofisiolégicas producidas
por el estimulo nocivo y a la identificacion de las caracteristicas propias de éste
(localizacion espacial y temporal, e intensidad, entre otros). Mientras que el
segundo involucra un componente cognitivo-afectivo que le atribuye un aspecto
emocional (aversivo) a dicha experiencia, el cual requiere de la capacidad de
abstraccion y elaboracion de un impulso sensorial (Millan, 1999). Por tales
motivos, cuando se hace referencia al dolor en los animales, se prefiere utilizar
el término nocicepcion, ya que es imposible conocer el componente emocional
gue este le atribuye a cada estimulo. Por las razones antes mencionadas, en el
presente trabajo se abordara el problema del dolor desde el punto de vista de la

nocicepcion.

Un descubrimiento muy importante para el estudio de la nocicepcion, fue el
conocer que habia mecanismos propios del SNC, capaces de modificar la
transmision de la informacion nociceptiva a lo largo de los diferentes relevos
sensoriales en el trayecto hacia la corteza somatosensorial. Una de las primeras
evidencias de esto fue dada por Reynolds en 1969, cuando observd que la

estimulacién eléctrica del mesencéfalo de las ratas disminuia las respuestas a
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estimulos nociceptivos. A dicho fendmeno le denomind analgesia producida por

estimulacion (SPA).

La médula espinal es uno de los sitios donde ha sido ampliamente estudiada la
modulacién de la informacién nociceptiva. Esta modulacion ocurre a través de la
activacion de circuitos espinales (controles segmentales), o a través de la
activacion de neuronas localizadas en estructuras supraespinales las cuales
proyectan directamente a las neuronas de la médula espinal. Si bien estos
circuitos pueden ser independientes, generalmente se interconectan, es decir,
las vias descendentes utilizan los circuitos neuronales intrinsecos de la médula
espinal para ejercer su efecto. Un ejemplo de dicha relacion se observa con las
vias serotoninérgica y noradrenérgica, originadas en la Sustancia Gris
Periacueductal (SGP) y en el Locus Coeruleus (LC) respectivamente, las cuales
utilizan interneuronas GABAEérgicas y encefalinérgicas de la médula espinal para

ejercer su efecto (Westlund et al. 1984a,b).

Evidencias recientes, electrofisioldgicas y conductuales, han permitido proponer
gue las neuronas del Nuacleo Paraventricular del Hipotalamo (NPV) que
proyectan a la médula espinal, modulan las respuestas a estimulos nociceptivos
(Miranda-Cardenas et al. 2006; Condés-Lara et al. 2006). Sin embargo, se
desconocen los circuitos neuronales y los mensajeros quimicos que participan
en la modulacion de dichas respuestas a nivel del asta dorsal. En este sentido,
el objetivo de este trabajo fue analizar si al igual que otras vias descendentes
gue modulan la informacion nociceptiva, la activaciéon de la via oxitocinérgica
hipotadlamo-espinal, utiliza interneuronas espinales encefalinérgicas vy
GABAérgicas para ejercer su efecto. Para este estudio se utilizaron ratas macho
adultas (Wistar), ya que en esta especie se ha caracterizado con detalle la via
oxitocinérgica hipotalamo-espinal en el laboratorio, asi como los efectos

antinociceptivos de la oxitocina.
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Finalmente, el conocer los mecanismos por los cuales los sistemas enddgenos
modulan la informacion nociceptiva puede, eventualmente, ayudar al desarrollo
de nuevos farmacos y terapéuticas con mejores resultados en el control del

dolor, y a un uso mas racional de los farmacos.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

. BASES NEUROFISIOLOGICAS DE LA TRANSMISION DE LA
INFORMACION NOCICEPTIVA

A. ORIGEN Y TRANSMISION DE LA INFORMACION NOCICEPTIVA

La propagacion de la informacién nociceptiva se inicia con la activacion de
receptores especificos denominados nociceptores. Estos receptores se
encuentran ampliamente distribuidos en la piel, mucosa, membranas,
ligamentos, tejido conectivo de visceras, 6rganos, entre otros (Almeida et al.
2004). Los nociceptores son terminales nerviosas libres las cuales se pueden
clasificar de acuerdo al tipo de estimulacion que los activa en dos clases: los
primeros (unimodales), son aquellos que responden a estimulos mecanicos o
térmicos, y se activan por presion o temperaturas extremas y; los nociceptores
polimodales, que responden a una gran variedad de estimulos sensoriales
(temperatura, presion, etc) pero en particular, son sensibles a los efectos
destructivos del estimulo y no presentan relacion con las propiedades fisicas de

la modalidad sensorial (Bessou y Perl, 1969).

La informacion de los nociceptores es transmitida a las neuronas del asta dorsal
de la médula espinal a través de fibras aferentes primarias o neuronas de primer
orden. Existen 2 tipos de fibras por las que se transmite la informacion
nociceptiva: Las fibras Ad, ligeramente mielinizadas de 2-5 um de diametro y que
conducen la informacion a una velocidad entre 4 y 36 m/seg; y C, sin mielina de
0.3-3 um diametro y que conducen la informacién a una velocidad entre 0.4y 2

m/seg (Gasser y Erlanger, 1930).
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B. INTEGRACIQN DE LA INFORMACION SENSORIAL EN EL ASTA
DORSAL DE LA MEDULA ESPINAL

Las neuronas de primer orden proyectan hacia el asta dorsal de la médula
espinal, donde hacen contacto con las neuronas de segundo orden localizadas
principalmente en las laminas I, Il y V de Rexed (laminacion a lo largo de la
meédula espinal con base en la citoraquitectura de las neuronas; Rexed, 1952).
Con base en la recepcion e integracion de los estimulos aferentes, las neuronas
del asta dorsal pueden ser clasificadas en neuronas de proyeccion, las cuales
directamente transmiten la informacion a los centros supraespinales; neuronas
intersegmentales o propioespinales, que integran la informacion en distintos
niveles espinales ipsi y contralateralmente, mediando la inhibicion descendente
gue participa en los mecanismos de sensibilizacion; y en interneuronas, que
pueden ser inhibitorias o excitatorias (Almeida et al. 2004). También pueden
clasificarse con base en el tipo de estimulo al que responden, en nociceptivas
especificas (SN), las que reciben uUnicamente informacion dolorosa; no
nociceptivas (N-NOC), que reciben diferentes estimulos exceptuando los
nociceptivos y, las de amplio rango dinamico (WDR), las cuales son de gran
importancia para la integracion de la informacion y la modulacion de la
nocicepcion ya que en ellas converge informacion sensorial tanto nociceptiva

como no nociceptiva (Craig, 2003).

C. VIAS ASCENDENTES QUE TRANSMITEN LA INFORMACION
NOCICEPTIVA

Después de las interacciones directas e indirectas con las neuronas del asta
dorsal de la médula espinal, la mayoria de los axones de las neuronas de
segundo orden forman fasciculos que son los encargados de transmitir la
informacion nociceptiva a regiones como el tallo cerebral y el diencéfalo. Entre

las areas que reciben informacion nociceptiva se encuentran estructuras como el
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talamo, la SPG, el nacleo parabraquial, la formacion reticular bulbar y pontina, el
complejo amigdalino, el nucleo septal, el hipotdlamo, entre otras (Willis y
Westlund, 1997; Almeida et al. 2004).

Los tractos ascendentes se pueden clasificar filogenéticamente en dos sistemas.
El primero y mas antiguo, viaja a través de la regiéon medial del tallo cerebral y
estd conformado por una rama del tracto espinotalamico, y los tractos
espinoreticular, espinomesencefalico, espinoparabraquio-amigdalino,
espinoparabraquio-hipotaldmico y espinohipotalamico. El otro sistema, mas
reciente, ocupa la region lateral del tallo cerebral y esta integrado por otra rama
del tracto espinotalamico, el tracto espinocervicotalamico y el tracto de las
columnas dorsales (Willis y Westlund, 1997; Almeida et al. 2004). Las vias mas
estudiadas por las que se transmite la informacién nociceptiva son el tracto
espinocervicotalamico, el tracto de las columnas dorsales, el tracto
espinoparabraquial (amigdalino e hipotalamico) y los pertenecientes al sistema
anterolateral (tracto espinotalamico, tracto espinoretiular, tracto
espinomesencefalico). En los siguientes parrafos se hara una breve descripcion

de estas vias.

1. TRACTO ESPINOCERVICOTALAMICO

Es una via por la que se transmite la informacion proveniente de receptores
cutaneos nociceptivos y no nociceptivos. Se origina principalmente a partir de las
neuronas WDR y N-NOC de las laminas Il y V de Rexed (Craig y Tapper, 1978;
Brown et al. 1980). Ascienden por el funiculo dorsolateral ipsilateral, realizando
un primer relevo sinptico en el nacleo cervical lateral (NCL) en los niveles C2-
C3 de la médula espinal. En este nivel decusan por la comisura blanca anterior y
ascienden por el lemnisco medio (Figura 1). Las principales proyecciones de
este tracto van al nudcleo ventral posterior lateral del tdlamo (VPL), aunque
también se han reportado colaterales que van al nacleo del tracto solitario (NTS).
La informacion que es transmitida por esta via esta relacionada principalmente

con la localizacion del sitio donde se recibe el estimulo (componente sensorial-
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discriminativo) y con el contexto emocional relacionado con el estimulo
nociceptivo -generalmente aversivo- (componente motivacional-afectivo) (Millan,
1999).

2. TRACTO DE LAS COLUMNAS DORSALES

Por este tracto viajan las proyecciones de aferentes primarias (cutaneas) que
proyectan directamente a los nucleos de las columnas dorsales (NCD), gracilis y
cuneatus. De igual manera, por esta via ascienden axones de neuronas de
segundo orden de tipo WDR, SN y N-NOC localizadas sobre todo en las laminas
lll'y V de Rexed. Estos axones ascienden ipsilateralmente a los NCD, los cuales
reciben informacién de las regiones lumbo-sacras y toracicas respectivamente
(Al-Chaer et al. 1997). Las proyecciones que surgen de los NCD proyectan al
talamo via el lemnisco medial (Figura 1). La lesidon de esta via parece ser una
manera efectiva de aliviar el dolor visceral (mas que la lesién del sistema
anterolateral) por lo que se le considera la principal via aferente en donde se
integra la informacion nociceptiva de origen visceral (Besson y Chaouch, 1987;
Almeida et al. 2004).

3. TRACTO ESPINOPARABRAQUIAL

El ndcleo parabraquial se encuentra situado en las porciones pontinas y
mesencefalicas (Figura 1). Recibe aferencias directas de las neuronas SN de las
laminas | y Il e indirectas de colaterales provenientes de otros tractos que
convergen en el nucleo parabraquial (Bester et al. 2000). Estas neuronas
proyectan principalmente a la amigdala e hipotdlamo y participan en la
regulacion de los sistemas autondmico, neuroendocrino, el componente
motivacional y afectivo, en respuesta sobre todo a dolor visceral causado por
procesos inflamatorios o por estimulos térmicos nociceptivos (Bester et al. 1997;

Buritova et al. 1998).

10
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4. SISTEMA ANTEROLATERAL

El tracto espinotalamico, junto con el espinoreticular y el espinomesencefalico,
viajan juntos por el funiculo anterolateral contralateral y forman el sistema
anterolateral. Este sistema es la principal via por la que se transmite la

informacion nociceptiva a estructuras supraespinales (Almeida et al. 2004).

a)Tracto espinotalamico

Se origina principalmente de las neuronas SN y WDR de las laminas |, V y VI de
Rexed. La gran mayoria de las proyecciones neuronales de este sistema, cruzan
en la comisura blanca anterior y ascienden por el funiculo anterolateral del lado
contralateral (Basbaum y Jessell, 2000). El tracto espinotalamico, proyecta
diferentes nucleos talamicos (Figura 1) entre los que se encuentra el ndcleo
ventroposteromedial (VPM), los nucleos del complejo intralaminar del talamo (CI)
relacionados con el componente afectivo del dolor y principalmente al VPL,
relacionado con el componente discriminativo que permite conocer la
localizacion del estimulo nociceptivo (Albe-Fessard et al. 1985; Almeida et al.
2004).

b) Tracto espinoreticular
Se encuentra formado por neuronas WDR, SN y N-NOC, provenientes
principalmente de las laminas V, VI, VII y VIII de Rexed. Asciende de manera
contralateral y proyecta al tallo encefélico, sobre todo a la formacion reticular
bulbar (FRB) y pontina (FRP) (Figura 1) de las cuales (sobre todo la pontina), se
originan tractos descendentes capaces de suprimir la informacidon nociceptiva.
Por todo esto, la activacion de esta via juega un papel importante en la
respuesta al dolor, ya que ademas de activar componentes vegetativos, activa
también mecanismos enddgenos descendentes capaces de modular la

informacion nociceptiva (Willis y Westlund, 1997; Almeida et al. 2004).
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Talamo

Mesencéfalo

Puente

Bulbo Raquideo

Médula espinal

Figura 1. Principales vias por las que se transmite la informacidn nociceptiva.

CB, Comisura blanca; NCL, nucleo cervical lateral localizado en los niveles
cervicales 1 y 2 (C1-C2); NCD, nucleo de las columnas dorsales; FRB, formacion
reticular bulbar; NP, ndcleo parabraquial; FRP, formacion reticular pontina; SGP,
sustancia gris periacueductal; NT, ndcleos talamicos. Las lineas punteadas indican
los limites entre la médula espinal, el bulbo raquideo, puente, mesencéfalo y talamo.
El sistema anterolateral esta indicado en color rojo (basado en Almeida et al. 2004).
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c) Tracto espinomesencefalico
Este tracto tiene su origen en las neuronas WDR, SN y N-NOC principalmente
de las laminas |, Il, V, VI de Rexed. De acuerdo con el sitio de origen de la
proyeccion se pueden considerar dos sistemas: el haz espinoanular, originado
de las neuronas nociceptivas y WDR que proyecta a la SGP (Figura 1); y el haz
espinotectal, que alcanza las laminas profundas del coliculo superior (Millan,
1999). Las proyecciones que alcanzan a la SGP en la porcién dorsal al surco
limitante tienen un efecto excitatorio sobre la transmisién aferente nociceptiva,
mientras que las que proyectan mas ventralmente activan mecanismos
inhibitorios. Al igual que el tracto espinoreticular, la activacion de este tracto
permite una respuesta mas completa al dolor, promoviendo respuestas

autonomicas, cardiovasculares, motivacionales y afectivas (Fields, 1987).

Il. MODULACION DE LA INFORMACION NOCICEPTIVA

La informacion nociceptiva no siempre llega a las cortezas sensoriales. Esto es
debido a que existen diversos mecanismos propios del SNC capaces de
modificar la transmision de la informacion nociceptiva. Aunque los mecanismos
espinales son muy importantes en dicha modulacion, es importante resaltar que
esto ocurre a lo largo de toda la via, desde los nociceptores (para su revision ver
Apéndice 2) hasta las cortezas sensoriales. Sin embargo, los sistemas
moduladores descendentes que llegan a la médula espinal, juegan un papel
relevante en la modulacion selectiva de la informacion dolorosa. Esto se basa en
el hecho de que la informacién nociceptiva y la no nociceptiva viajan a través de
fiboras aferentes primarias diferentes, por lo que la modificacion de una

modalidad sin afectar otra es mas facil a nivel espinal.

Un ejemplo de como el SNC modula la nocicepcion, se observa cuando en

condiciones de estrés las reacciones normales provocadas por estimulos
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dolorosos (reflejo de retirada, escape, etc.) pueden resultar desfavorables para
la preservacion del organismo, por lo que la supresion de dichas reacciones

favorecen las respuestas apropiadas a las demandas en un ambiente extremo.

Algunas de las estructuras que participan en la modulacién de la nocicepcion
son activadas por las vias ascendentes que transmiten la informacién
nociceptiva. Uno de los sitios iniciales de dicha modulacioén se da a nivel espinal,
utilizando principalmente 2 mecanismos: Un control segmental, en el que
participan circuitos locales de la médula espinal y otro a través de la proyeccion
de neuronas localizadas en estructuras supraespinales (vias descendentes). A

continuacion se describen con mas detalle estos mecanismos de control.

A. CONTROLES SEGMENTALES

A mediados del siglo XX, Melzack y Wall (1965) propusieron que la informacion
tactil no nociceptiva (mediada por fibras AB), modula la informacion nociceptiva
gue llega a la médula espinal. Esta regulacion se lleva a cabo debido a que las
aferentes nociceptivas y no nociceptivas, que establecen conexiones excitatorias
con neuronas WDR, activan también de manera convergente interneuronas
inhibitorias. Estas interneuronas son capaces de modular las respuestas de las
aferentes nociceptivas (fiboras C) cuando las aferentes no nociceptivas se
activan. Es decir, la activacion de una modalidad sensorial no nociceptiva
“cierra” y las aferentes nociceptivas “abren” una compuerta que determina la
intensidad del dolor. A este postulado le denominaron “teoria de la compuerta”.
Esta teoria proporciond la base neurofisiolégica de las conductas estereotipadas
gue se dan en respuesta a un estimulo nociceptivo, como el reflejo de retirada o
el “sobarse”, ya que en ambas respuestas se activan las fibras no nociceptivas.
Asi mismo, el conocimiento de este circuito promovio la implementacion en el
uso clinico de la estimulacion eléctrica transcutanea como una meétodo para el
alivio del dolor (Besson y Chaouch, 1987; Millan, 1999).
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Las interneuronas que participan en los procesos de modulacion de la
nocicepcion a nivel de la médula espinal son principalmente encefalinérgicas y
GABAérgicas, las cuales se encuentran localizadas sobre todo en las laminas |,
ILy I, II, IV y X de Rexed respectivamente, (Ruda, 1982; Wisden et al. 1991,
Todd et al. 1992; Todd y Spike, 1993; Bernardi et al. 1995, Yoshimura y Furue,
2006). Estas neuronas establecen conexiones con las terminales de las
aferentes primarias (conexiones presinapticas), con interneuronas excitadoras
asi como con las neuronas de segundo orden (conexiones postsinapticas)
(Figura 2).

Las interneuronas encefalinérgicas, pueden actuar a nivel presinaptico (Ma et al.
1997) o postsinaptico (Ruda, 1982). Al respecto Besson y Chaouch (1987),
demostraron que el mecanismo mediante el cual las encefalinas modulan la
transmision nociceptiva de forma presinaptica, es disminuyendo la liberacion de
neurotransmisor en las terminales y, postsinapticamente por una
hiperpolarizacion de las neuronas de proyeccion. Los receptores a los que se
une la encefalina (u, 8 y x) pertenecen a la familia de los receptores a opiaceos
(Martin, 1984; Yaksh y Wilson, 1985 ). En este sentido, Fields y Basbaum (1985)
demostraron que la administracion intratecal de agonistas opiaceos como la
morfina, disminuyen la respuesta a estimulos nociceptivos en las neuronas del
asta dorsal. Del mismo modo, la aplicacion de Naloxona (Nalx) (antagonista
inespecifico de los receptores a opiaceos —, 8, k, y 6—) intratecal en ratas que
no cursan por un proceso de dolor, produce un incremento en las respuestas
neuronales, lo cual sugiere un efecto tonico inhibitorio sobre las neuronas de la

meédula espinal (Magnuson y Dickenson, 1991).

Las interneuronas GABAérgicas actian generalmente sobre las neuronas de
segundo orden y aferentes primarias, incluyendo las que transmiten la
informacion nociceptiva (Ad y C) (Desarmenien et al. 1984a; Bernardi et al. 1995;

Seagrove et al. 2004). En la médula espinal se encuentran receptores

15



Modulacion oxitocinérgica del dolor ANTECEDENTES

ionotrépicos (GABA,) o metabotropicos (GABA, y GABA,) los cuales estan

distribuidos sobre todo en las laminas | y Il de Rexed (Bernardi et al. 1995;

Simeone et al. 2003; Zheng et al. 2003). Respecto al receptor GABA_, poco se

conoce acerca de su papel funcional debido en parte a su similitud

farmacoldgica con el receptor GABA, (Zheng et al. 2003; Heinke et al. 2004). El
receptor GABA,, ademas de encontrarse en fibras aferentes primarias, se

encuentra en los axones de vias descendentes que llegan a la médula espinal,
por lo que se le ha sugerido un papel en la modulacién de los neurotransmisores
0 neuropéptidos que son liberados por activacion de las vias descendentes

(Simeone et al. 2003). Finalmente, el receptor GABA, es el mas abundante y el

que tiene una mayor participaciéon en la modulacién de la nocicepcién. La
activacion de este receptor promueve el paso de iones cloro a través de la

membrana. A diferencia de otras neuronas, las fibras aferentes primarias,

presentan en su membrana un cotransportador de Na - K -2¢I gue le permite
acumular CI- en el interior de la célula (Alvarez-Leefmans et al. 1998). De esta
manera, la activacion de este receptor produce la salida de cargas negativas
(CI) y por lo tanto la depolarizacion de las aferentes primarias (PAD)
(Desarmenien et al. 1984b). Dicha depolarizacion produce un decremento en las
respuestas neuronales al disminuir la liberacién del neurotransmisor producido

por la inactivacion de canales de calcio dependientes de voltaje (Dunlap, 1998).

Diversos grupos han intentado esclarecer la participacion del GABA en la
modulacién nociceptiva. En este sentido, Seagrove et al. 2004, observaron que

la aplicacion intratecal de un antagonista del receptor a GABA, (bicuculina),

producia un incremento en la frecuencia de disparo de las neuronas del asta
dorsal de la médula espinal, sugiriendo una inhibicion ténica GABAérgica. Por
otro lado, en procesos patolégicos que producen inflamacion, se ha observado
un aumento en la inmunoreactividad a encefalinas, GABA y sus receptores en

neuronas del asta dorsal de la médula espinal (Castro-Lopes et al. 1994),
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sugiriendo con esto un importante papel en la modulacion de la informacion

nociceptiva.

B. VIAS DESCENDENTES

El concepto de una red especifica e independiente que modifica el dolor, fue
primero sugerida por las observaciones de que la estimulacion eléctrica del
mesencéfalo en la rata era capaz de suprimir las respuestas a estimulos
nociceptivos (Reynolds, 1969). Esta inhibicion era selectiva para la informacién
sensorial nociceptiva, ya que las ratas fueron capaces de deambular y responder
a estimulos inocuos. Este fendbmeno denominado analgesia producida por
estimulacién (SPA) se observa también en humanos (Richardson y Akil, 1977;
Baskin et al. 1986) permitiendo que la activacion de los sistemas enddgenos
moduladores de la informacion nociceptiva, sea utilizada como una herramienta
terapéutica para aliviar el dolor. Algunas de las vias moduladoras que participan
en dicha modulacibn son la serotoninérgica, la noradrenérgica, y mas

recientemente la oxitocinérgica, las cuales seran descritas a continuacion.

1. VIA NORADRENERGICA

Una via descendente que modula las respuestas nociceptivas en la médula
espinal se origina en los grupos celulares A5, A6 (locus coeruleus, LC) y A7
(subcoeruleus) del puente (Westlund et al. 1984a,b). El papel de la via
noradrenérgica en la modulacién de la nocicepcion, ha sido probado en diversos
estudios conductuales. De esta manera, la aplicacién intratecal de noradrenalina
tiene un efecto antinociceptivo cuando se mide con la prueba de retirada de la
cola en la rata (Concepcion et al, 1984; Vaida et al. 1986). Asimismo, El uso de
agonistas y antagonistas noradrenérgicos, ha dejado claro que la activacién de
los receptores a2 produce una profunda analgesia en animales normales y que,
bajo condiciones patoldgicas como la inflamacion es ain mas potente (Kingery
et al. 2000).
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A pesar de que las terminales noradrenérgicas se encuentran distribuidas en
todas las laminas de la médula espinal, estas terminales se encuentran mas
concentradas en las laminas superficiales (I y Il), en la zona intermediolateral
(IML) y en el asta ventral, en donde establecen singpsis axo-sométicas, axo-
dendriticas y axo-axonicas (Hagihira et al. 1990; Willis, 1992). Las sinapsis en el
asta dorsal se establecen principalmente con interneuronas de la sustancia
gelatinosa, con fibras aferentes primarias nociceptivas y con neuronas del tracto
espino-talamico (Willis, 1988; Yoshimura y Furue, 2006; Millan, 2002). Los
principales receptores adrenérgicos pueden ser divididos en 3 grupos: al, a2y
B, sin embargo, los receptores tipo B no han sido encontrados en la médula
espinal. Los receptores ol se encuentran principalmente en interneuronas
inhibitorias encefalinérgicas, GABAérgicas y glicinérgicas. Su activacion
promueve la apertura de canales de Ca*? y la activacion de fosfolipasa C (PLC)
por lo que se le atribuye un efecto facilitatorio. Los receptores a2 se encuentran
en interneuronas glutamatérgicas asi como en las fibras C y Ad. La activacion de
estos receptores produce un efecto inhibitorio ya que se encuentran acoplados a
una proteina Gi/o la cual es la responsable de la apertura de canales de K*. De
esta manera se explica su efecto modulador de las respuestas nociceptivas. Por
una parte, disminuye la liberacion de glutamato de las interneuronas
glutamatérgicas, asi como de las fibras aferentes nociceptivas (principalmente
actua sobre las fibras Ad) a través de la activacion del receptor a2 y por otra,
activa interneuronas inhibitorias a través de la activacion de receptores ol

(Westlund, 1984b; Olave y Maxweel, 2003 a,b; Yoshimura y Furue, 2006).

2. ViIA SEROTONINERGICA

Las fibras serotoninérgicas se originan en nucleos localizados dentro de la
Médula Rostral Ventromedial (RVM) entre los cuales la principal fuente de fibras
serotoninérgicas a la médula espinal es el Nucleo Magno del Rafe (NMR)

(Pomeroy y Behbehani, 1979). Al igual que las fibras noradrenérgicas, éstas
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descienden a la médula espinal a través del funiculo dorsolateral donde se
bifurcan y contactan con neuronas localizadas principalmente en las laminas |, Il
y V principalmente, aunque también se pueden encontrar en la lamina X, en la
zona IML y en el asta ventral (Basbaum y Fields, 1984; Millan, 2002). Los
estudios conductuales en los que se estimuld eléctricamente el NMR, asi como
en los que se aplicaron agonistas o antagonisas del receptor a serotonina, han
mostrado generalmente un efecto inhibitorio (El-Yassir et al. 1990), aunque
algunas veces también se ha reportado un efecto facilitatorio (Rocha-Gonzalez,
et al. 2005). Poco se conoce acerca de los mecanismos celulares que podrian
estar mediando dichos efectos. En este sentido, existe una gran poblacion de
interneuronas que son activadas por serotonina en las ldminas superficiales
(Millar y Williams, 1989). La mayoria de las interneuronas de esta lamina son
GABAérgicas, glicinérgicas y encefalinérgicas. De esta manera, la estimulacion
de la RVM produce un incremento de glicina la cual inhibe las respuestas de las
neuronas nociceptivas (Sorkin et al. 1993). Mas aun, la activacion de los
receptores 5"HT3 localizados principalmente en interneuronas encefalinérgicas,
permite el paso de cationes a través de este receptor-canal, produciendo un
efecto facilitatorio sobre la transmisién sinaptica. Sin embargo, la activaciéon de
los receptores 5"HT3 inhibe la transmision de informacidn nociceptiva, ya que las
interneuronas encefalinérgicas disminuyen la liberacién del glutamato de las
aferentes nociceptivas (Fonseca et al. 2001). Los efectos encefalinérgicos han
sido también probados en estudios conductuales en donde la aplicacion de
antagonistas opiaceos es capaz de bloquear los efectos antinocicetivos de la
serotonina. (Budai y Fields, 1998; Cannon et al. 1982). Estos resultados
sugieren que los aminodacidos inhibitorios (GABA vy glicina), asi como las

encefalinas pueden estar contribuyendo a los efectos de la via serotoninérgica.

Ha sido motivo de controversia la existencia de un efecto directo de la serotonina

sobre las aferentes nociceptivas (presinaptico), debido en gran parte a que no se
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ha podido caracterizar molecularmente ni farmacologicamente el tipo de receptor
presente en las aferentes. Sin embargo, la activacién de fibras Ad y C por la
estimulacién de la raiz dorsal es inhibida con serotonina aun suprimiendo los

efectos postsinapticos (Yoshimura y Furue, 2006).

Una caracteristica que distingue a la via noradrenérgica de la serotoninérgica es
que la activacion de la primera modifica preferencialmente las respuestas
nociceptivas de las fibras Ad, mientras que la segunda modula las respuestas
provocadas por la estimulacién de las fibras Ad y C por igual. En la figura 2, se
muestra un diagrama de los posibles mecanismos que subyacen la modulacion
de las respuestas nociceptivas por parte de la via noradrenérgica y

serotoninérgica.

Vias descendentes

(NA 'y 5'HT)
N:euronai dr? Aferentes
proyeccio primarias
nociceptivas
AS/C

Interneurona excitadora
(glutamatérgica)

Interneurona inhibitoria
(GABAérgica,
Glicinérgica
o encefalinérgica)

Figura 2. Circuitos locales que ocurren en las laminas superficiales del asta
dorsal de la médula espinal. La informacién nociceptiva viaja a través de fibras
aferentes A5 y C las cuales contactan con interneuronas excitadoras (via
polisinaptica) o con neuronas de proyeccibn (via monosinaptica). Las vias
descendentes moduladoras que liberan noradrenalina (NA) o serotonina (5'HT),
pueden modular las respuestas nociceptivas a través de la activacion de
interneuronas inhibitorias, o de la inhibiciébn de interneuronas excitadoras, neuronas
de proyeccion, o aferentes nociceptivas.
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3. VIA OXITOCINERGICA

La existencia de una via descendente hipotdlamo-espinal originada en el nucleo
paraventricular del hipotalamo (NPV) fue primero propuesta por Kabat et al. en
1935 y Magoun en 1940. Tiempo después, mediante el uso de técnicas de
inmunoreactividad y con marcadores retrogrados se demostro que la via era
directa (Kuypers y Maisky, 1975; Saper et al. 1976), y que los principales
péptidos liberados eran vasopresina (VP), neurofisinas (NF), y oxitocina (OT)
(Swanson y McKellar, 1979; Sofroniew et al. 1981), siendo esta ultima la mas
abundante (Cecheto y Saper, 1988). Diversos autores han mostrado que la
estimulacion del NPV (Condés-Lara et al. 2006; Miranda-Céardenas et al. 2006;
Shiraishi et al. 1995), asi como la aplicacion de OT (Arletti et al. 1993; Yang,
1994; Condés-Lara et al. 2006; Miranda-Cardenas et al. 2006; Xu y Wiesenfeld-
Hallin, 1994), son capaces de disminuir las respuestas electrofisiologicas y

conductuales al dolor.

A continuacion se describen los componentes de esta via y su participacion en la

modulacién nociceptiva.

a) La oxitocinay su receptor

La OT fue el primer neuropéptido cuya estructura se determind (Du-Vigneaud et
al. 1953) a pesar de que sus efectos periféricos endocrinos sobre la glandula
mamaria y el Utero ya se habian descrito 50 afios antes. Es un nanopétido el
cual es sintetizado como prohormona y almacenado en asociacion con la NF 1,
junto con la que se colibera. La OT, al igual que la VP es sintetizada en los
ndcleos hipotalamicos supradptico y paraventricular, siendo este ultimo el
principal nuacleo encargado de su sintesis (Armstrong, 1998). Las neuronas del
NPV pueden ser clasificadas de acuerdo a su tamafio en magnocelulares (24-25
um) y parvocelulares (16-18 um) y, de acuerdo a las proyecciones neuronales en

3 grupos: las que proyectan a la neurohipofisis (principalmente magnocelulares);
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las que proyectan a la eminencia media (magno y parvocelulares); y las que
proyectan a regiones extrahipotalamicas (principalmente parvocelulares). Una de
las estructuras que recibe proyecciones parvocelulares oxitocinérgicas
(ipsilaterales en la rata), es la médula espinal (Saper et al. 1976), la cual recibe
inervacion principalmente de la zona dorsomedial, ventromedial y del subnudcleo

posterior (Sawchenko y Swanson, 1982).

Hasta la fecha se conoce un sélo receptor a OT, el cual ha sido clonado y
secuenciado. Comparte un 35-50% de homologia con los diferentes receptores
de vasopresina. Es un receptor de 7 dominios transmembranales acoplado a
una proteina Gqg/G11, la cual activa a la PLC que a su vez hidroliza al
fosfatidilinositol produciendo diacilglicerol y trifosfatidil inositol. Este dltimo incide
sobre los receptores intracelulares de calcio produciendo un aumento de calcio

intracelular (Gimpl y Fahrenholz, 2001).

El mRNA del receptor a OT se encuentra ampliamente distribuido a lo largo de
todo el SNC de la rata (putamen, amigdala, hipocampo, talamo, hipotalamo,
médula espinal, entre otros). La activacion del receptor produce efectos muy
variados con relacion al sistema autbnomo, funciones somaticas, reproductivas,
conducta materna, memoria y aprendizaje, entre otras (para revision ver Gimpl y
Fahrenholz, 2001).

b) La oxitocina como modulador de la informacién nociceptiva en la
médula espinal

Las terminales hipotaldmicas inmunoreactivas a OT terminan principalmente en
las laminas superficiales (I y Il de Rexed), zona intermedia lateral y medial
(lamina VII de Rexed) (Swanson y McKellar, 1979), en donde han sido también
descritos los sitios de union a OT (Reiter et al. 1994). Estas laminas se

encuentran relacionadas con la integracion y transmisibn de estimulos
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nociceptivos y respuestas autonomicas. Las fibras oxitocinérgicas establecen
sindpsis principalmente con las neuronas de la lamina Il (Rousselot et al. 1990),
en donde han sido descritas un gran nimero de interneuronas: excitadoras
glutamatérgicas e inhibidoras GABAérgicas, asi como encefalinérgicas y
glicinérgicas, que participan en la modulacién de la informacion aferente vy
eferente de la médula espinal (Price et al. 1979; Besson y Chaouch, 1987; Willis
y Westlund, 1997).

Por otro lado, la administracion de OT de manera sistémica (Xu y Wiesenfeld-
Hallin, 1994), intracerebroventricular (Arletti et al. 1993) e intratecal (Yang,
1994), reduce de manera significativa la respuesta conductual al dolor. En este
sentido, datos recientes de nuestro grupo han mostrado que la estimulacién
eléctrica del NPV o la aplicacion intratecal de OT reducen las respuestas a
estimulos nociceptivos. Estos efectos fueron observados tanto en estudios
conductuales realizados en ratas que cursaban por dolor neuropatico (Miranda-
Cérdenas et al. 2006), como en registros electrofisioldgicos en la médula espinal
(Condés-Lara et al. 2006), ademas de que fueron revertidos con la aplicacion

intratecal del antagonista de OT (AOT).

Asimismo, mediante registros electrofisiolégicos de la médula espinal en el
animal integro (Condés-Lara et al. 2003) o en rebanadas (Robinson et al. 2002),
se observd que la transmision sinptica sensorial mediada por glutamato era
disminuida por la aplicacion de OT. Por otro lado, trabajos realizados en
neuronas en cultivo del asta dorsal de la médula espinal de ratas neonatas,
muestran una facilitacion en la frecuencia de ocurrencia de las corrientes
postsinapticas glutamatérgicas espontaneas al aplicar OT (Jo et al. 1998). Estos
resultados no son contradictorios, ya que ambos efectos fueron obtenidos en
preparaciones diferentes, lo cual podria explicar las diferencias. Es decir,

mientras que el grupo de Robinson (2002) observé los efectos sobre la actividad
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sinaptica entre las aferentes primarias y neuronas del asta dorsal, Jo y
colaboradores (1998) analizaron la actividad sindptica entre neuronas del asta
dorsal. Estas observaciones son importantes, ya que entre las neuronas del asta
dorsal se encuentran interneuronas inhibitorias, o que sugiere que las vias
descendentes oxitocinérgicas indirectamente inhiben la transmisién sensorial
(entre fibras aferentes primarias y el asta dorsal), a través de la activacion de
interneuronas espinales inhibitorias. Debido a que el GABA y las encefalinas
participan en los efectos antinociceptivos de otras vias descendentes, en este
trabajo se analiz6 si estos neuroquimicos participaban en la modulacion de la

nocicepcion producida por la activacion de la via hipotalamo-espinal.
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CAPITULO 3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estudios electrofisiolégicos y conductuales sefialan que la activacion de la via
oxitocinérgica hipotalamo-espinal tiene un efecto analgésico. Del mismo modo,
resultados recientes de nuestro grupo han mostrado que la aplicacion intratecal
de OT, asi como la estimulacion eléctrica del NPV, disminuyen la informacion

nociceptiva de las neuronas del asta dorsal de la médula espinal.

En otros sistemas descendentes como el serotoninérgico y el noradrenérgico,
las interneuronas inhibitorias encefalinérgicas o GABAérgicas participan en la
modulacién de la transmisién de informacion nociceptiva. Asimismo, se ha
postulado que en la modulacién de la informacion nociceptiva por efecto de la
aplicaciéon de OT, participen también interneuronas inhibitorias. En este sentido,
en la presente tesis se estudio la participacion de interneuronas encefalinérgicas

y GABAérgicas en el efecto antinociceptivo de la OT en la médula espinal.
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CAPITULO 4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

l. HIPOTESIS

El GABA y/o las encefalinas participan en el efecto antinociceptivo producido por

la estimulacion del NPV o la aplicacion de OT a nivel de la médula espinal.

II. OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacion del GABA y de las encefalinas en la inhibicion de las
respuestas nociceptivas mediadas por la via descendente oxitocinérgica

hipotalamo-espinal, en neuronas del asta dorsal de la médula espinal de la rata.

lll. OBJETIVOS PARTICULARES

e Explorar si el AOT bloquea el efecto antinociceptivo provocado por la
aplicacion topica de OT o por la estimulacion del NPV, en neuronas del

asta dorsal de la médula espinal de la rata.

e Analizar el efecto de la BIC sobre el efecto antinociceptivo provocado por
la estimulacion del NPV o por aplicacion tépica de OT, en neuronas del

asta dorsal de la médula espinal de la rata.

e Evaluar el efecto de la naloxona sobre el efecto antinociceptivo provocado
por la estimulacion del NPV o por la aplicacion topica de la OT, en

neuronas del asta dorsal de la médula espinal de la rata.
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CAPITULO 5. MATERIAL Y METODOS

|. PREPARACION EXPERIMENTAL

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (200-300 grs.), las cuales fueron
anestesiadas con una mezcla de 3% de halotano, 60% de 6xido nitroso y 30%
de oxigeno. Una vez anestesiadas, se les realizd una traqueotomia y se conectd
a una bomba de respiracién artificial con el fin de controlar el ritmo respiratorio y
la anestesia. Los animales fueron colocados en un aparato estereotaxico (David
Kopf modelo 1730) donde la cabeza y las vértebras fueron fijadas. La
temperatura de los animales se mantuvo constante (38°C), se monitored la
frecuencia cardiaca y el electroencefalograma para valorar el estado general de
la rata y la profundidad de la anestesia. Se realizd6 una craneotomia y se colocé
un electrodo bipolar (Phymep) en el NPV de lado izquierdo (Ap: 7.12, L: 0.45,
H:2; Paxinos y Watson, 1998). Posteriormente, se realiz6 una laminectomia
exponiendo los segmentos espinales L3 y L4 (ensanchamiento lumbar). Todos
los experimentos se realizaron conforme a las directrices aceptadas por la
Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) (Zimmermann, 1983) y
los lineamientos del Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia de la

Universidad Nacional Autbnoma de México.

ll. REGISTRO Y ESTIMULACION

Se realizaron registros extracelulares unitarios de las neuronas del asta dorsal
de la médula espinal en los segmentos L3 y L4 (ipsilateral al sitio de
estimulacién del NPV). Se utilizaron pipetas de borosilicato con una resistencia
entre 7-10 MQ (diametro de la punta 0.7um), las cuales fueron llenadas con azul
de pontamina disuelta en 1M de KCI. Las neuronas registradas que recibian
informacion periférica, fueron localizadas por estimulacién mecéanica de la pata
trasera ipsilateral. Se analizaron Unicamente aquellas neuronas que presentaron

respuestas de fibras AB, Ad y C, es decir aquellas que recibian tanto informacién

27



Modulacion oxitocinérgica del dolor MATERIAL Y METODOS

no nociceptiva como nociceptiva (WDR). Para esto, una vez localizado el campo
receptivo periférico, se estimulé (frecuencia de estimulacién 0.5Hz) con pulsos
crecientes de corriente eléctrica (iniciando con 0.1mA que es la intensidad
cercana al umbral de activacion de las fibras AB) hasta que se observaron las
respuestas de fibras C. La intensidad se fijo 3 veces la necesaria para activar las
fiboras C (mé&ximo 1.5 mA) con la finalidad de asegurar las respuestas a
estimulos dolorosos (y no dolorosos) a lo largo de todo el protocolo
experimental. Las respuestas neuronales se registraron por 120 segundos, el
cual ha sido reportado por Condés-Lara y colaboradores (2006) como tiempo
suficiente para observar la recuperacion de las respuestas disminuidas por el

efecto de la activacion de la via oxitocinérgica.

Los estimulos eléctricos utilizados para la estimulacién del NPV, consistieron en
trenes de pulsos de 6 segundos de duracidén (con pulsos bipolares de 1 ms) a
una frecuencia de 60Hz y con una intensidad de 300uA. Estos parametros
fueron probados por Yirmiya y colaboradores (1990), quienes mostraron que la
estimulacién eléctrica del NPV es capaz de inhibir las respuestas de retirada de
la cola en ratas, producidas por la aplicacion de un estimulo nociceptivo térmico.
De la misma manera, Shiraishi y colaboradores (1995) reportaron que la
estimulacién eléctrica del NPV con los mismos pardmetros, incrementa la
latencia de retirada en la prueba de la plancha caliente. Finalmente, en nuestro
laboratorio, hemos descrito previamente que tanto las respuestas de retirada de
la pata en ratas que cursan por un dolor neuropatico, como las respuestas
nociceptivas en neuronas del asta dorsal, son proporcionales al tiempo e

intensidad de estimulacion del NPV (Condés-Lara et al. 2006).
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lIl. APLICACION DE LOS FARMACOS

La aplicacion de los farmacos se realizd con pipetas triples de inyeccion
(didmetro interno: 2um; diametro externo: 3um; distancia entre las pipetas de
inyeccién: 2um), las cuales se acoplaron a una pipeta de registro (distancia entre
la pipeta de registro y las de inyeccidon: 4um). Las pipetas triples fueron
conectadas individualmente a picobombas de inyeccion (PV830 WPI) con las
cuales se aplicaron volumenes entre 200-300pl. La inyeccién de volumenes
similares de solucién salina no parecen tener ningun efecto sobre la actividad
neuronal (datos no publicados de nuestro laboratorio). Esta técnica permite
hacer aplicaciones topicas muy cercanas a la neurona registrada y administrar
los farmacos sélo en las regiones cercanas a los sitios de registro (no en toda la
médula espinal como ocurre con la aplicacion intratecal). Las pipetas de
inyeccion  fueron llenadas  con OT (10°M  -Syntocin-), OTA
(d(CH,),[Tyr(Me)?,Thr4,tyr-NH,°JOVT) (10°M —gentilmente donada por el Dr.
Maurice Manning de la Medical College of Ohio), BIC (antagonista del receptor a

GABA,) (10°M -Sigma Aldrich-) y Nalx (antagonista inespecifico de los

receptores a opiaceos ny «) (13M -Sigma Aldrich-).

IV. ANALISIS DE LOS REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS

Las neuronas que se registraron son del tipo WDR, es decir, reciben informacion
de diversas aferentes primarias (AB, Ady C). La activacion repetitiva de fibras C
genera una respuesta tipica retardada conocida como posdescarga (PD) la cual
fue observada en la mayoria de las neuronas WDR registradas. Los
componentes de las respuestas producidas por la activacion de las fibras
AB,Ady C se analizaron por separado con ayuda del programa SPIKE 2,
realizando histogramas postestimulo. De esta manera fue posible cuantificar el
namero de respuestas correspondientes a la activacién de las diferentes fibras
aferentes por medio de su latencia de respuesta (Ap, 0-20 ms; Aj, 20-90 ms; C,
90-300 ms; y PD, 300-1000 ms).
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V. HISTOLOGIA

Se realiz6 la reconstruccién histolégica de los sitios de estimulacion, haciendo
lesiones electroliticas en el NPV por efecto de la aplicacion de corriente directa
(100pA por 10s). Asi como de los sitios de registro, inyectando azul de
pontamina por microiontoferesis a través de los electrodos de registro

conectados a una fuente de corriente directa (15-20pA por 15 min).

VI. ANALISIS ESTADISTICO

Las respuestas neuronales se contabilizaron y compararon antes y después de
la estimulacion del NPV, o de la aplicacion tépica de OT, y se analizaron con una
t de Student pareada. Se analizaron las respuestas neuronales en ausencia y
presencia de los farmacos (BIC, AOT y Nalx) con y sin la estimulacion del NPV.
Esto permitio distinguir los efectos en la actividad neuronal producidos
unicamente por la estimulacion del NPV y los producidos por la aplicacion de los
farmacos. El andlisis poblacional del efecto del AOT, BIC y Nalx sobre la
modulacién de la informacién nociceptiva se analiz6 con una t de Student
pareada. Los resultados son mostrados como porcentaje de cambio = error
estandar (EE). Se consideré como diferencia estadisticamente significativa una
p<0.05. A manera de ejemplo, en la Tabla 1 se muestra para diez experimentos
el numero de potenciales de accion en diez respuestas antes y después de la
estimulacién del NPV. Para cada experimento, se calculé el porcentaje de
cambio de las respuestas neuronales provocadas por la estimulacion de las
fibras AB, A5, Cy PD.
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AB AS [¢ PD

Exp |antes | desp. | % % |[antes|desp.| % % |antes|desp.| % % antes | desp. % %
No. | NPV [ NPV | Ctrl | Norm | NPV | NPV [ Ctrl | Norm | NPV [ NPV | Ctrl | Norm | NPV | NPV | Ctrl Norm
1 32 33 | 1031 ] +3.1 | 11 4 [363] -637 | 36 18 [ 50.0 | -50 11 5 454 | -54.6
2 81 74 91.3 | -8.7 2 1 50.0 ] -50 164 71 432 | -56.8 | 127 31 244 | -75.6
3 59 49 [ 830 | -17 10 4 [40.0] -60 82 35 | 426 | 574 | 31 6 19.3 | -80.7
4 21 17 | 809 | -19.1 | 17 13 [76.4] -236 | 46 5 108 | -89.2 | 45 11 244 | -75.6

5 75 68 90.6 | -94 [ 10 0 0.0 [ -100 | 72 31 | 430 | -57 36 9 250 | -75
6 29 21 724 | -276 | 28 0 0.0 | -100 | 11 4 363 | 637 [ 36 16 44.4 | -55.6
7 100 | 92 92.0 -8 8 6 [750] -250 | 191 [ 78 | 40.8 | -59.2 | 154 25 16.2 | -83.8
8 46 52 | 113.0| +13 | 22 8 |363]| -63.7 | 144 | 58 | 40.2 | -59.8 [ 362 0 0.0 | -100
9 58 60 |1034 | +34 3 0 0.0 | -100 | 51 2 39 | -961| 45 20 444 | -55.6
10 97 | 109 | 1123 | +123| 7 3 [428] -57.2 | 58 11 | 189 | -81.1 | 58 10 17.2 | -82.8
prom 942 | -5.8 35.6 | -64.4 33.0 | -67.0 26.1 | -73.9
+EE +42 | +4.2 +9.0| #9.0 +49 | £49 +46 | +4.6

Tabla 1. Cuantificacion del porcentaje del cambio de las respuestas neuronales por
efecto de la estimulacién del NPV. Los potenciales de accién fueron separados y
cuantificados con base en su latencia en AB, Ad, Cy PD. Se calculo el porcentaje de cambio
del numero de potenciales de accion para cada neurona (Exp No), antes y después de la
estimulacion del NPV. La tabla muestra el promedio y EE de los porcentajes de cambio para 10
neuronas registradas (%Ctrl), asi como el porcentaje de cambio normalizado (prom — 100;
%Norm).
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CAPITULO 6. RESULTADOS

Se utilizaron 64 ratas en las cuales se realizé el registro electrofisiologico de 90
neuronas del tipo WDR. De estas neuronas 49 fueron probadas con la
estimulacién del NPV, a 28 se les administr6 tépicamente OT, a 34 BIC, a 31
AOT y a 37 Nalx. Las neuronas que se incluyeron para el andlisis fueron
aguellas cuyas respuestas neuronales fueron moduladas por la estimulacién del
NPV o por la aplicacion tépica de OT. 77 neuronas mostraron una disminucion

en su actividad y 13 (silentes) se activaron.

|. EFECTO DE LA ESTIMULACION ELECTRICA DEL NPV SOBRE LAS
RESPUESTAS NEURONALES

En la Figura 3A, se muestra un registro electrofisioldgico tipico de una neurona
gue responde a la estimulacién eléctrica de su campo receptivo periférico y que
a juzgar por el numero de potenciales de accion mostrado como un histograma
postestimulo (Figura 3B y 3C), disminuye las respuestas a estimulos
nociceptivos, después de la estimulacion del NPV. El analisis poblacional de las
neuronas registradas, muestra que la estimulaciéon del NPV tuvo un efecto
selectivo sobre las respuestas correspondientes a fibras A3, C y la
postdescarga, sin observarse un cambio significativo sobre las respuestas de
fibras Ap (p<0.05. t Student pareada) (Figura 3D).
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Figura 3. Efecto de la estimulacion del NPV sobre las respuestas neuronales
producidas por la activacion del campo receptivo periférico.

En A, el primer trazo indica la estimulacion del campo receptivo periférico, y el segundo
trazo muestra el registro de una neurona la cual se inhibe cuando se estimula el NPV. En B
y C. se ilustra una sola respuesta (trazo superior) y el histograma postestimulo (tamano del
bin 0.05s) (trazo inferior) antes y después de la estimulacion del NPV. En D, se grafica el
promedio y el error estandar de las respuestas Az, Ad, C y postdescarga de las neuronas
registradas antes y después de la estimulacion del NPV. Nitese que el efecto del NPV no
modifica las respuestas del componente Ap i *p<0.05; t de student pareada).
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. PAPEL DEL AOT Y BIC SOBRE EL EFECTO PRODUCIDO POR LA
ESTIMULACION DEL NPV O LA APLICACION TOPICA DE OT

La disminucién en las respuestas de fibras nociceptivas por efecto de la
estimulacién del NPV (Figura 4A) fue menor cuando se administro el AOT antes
de la estimulacion del NPV (Figura 4B). Asimismo, la aplicacion tépica de BIC
sobre la misma célula (Figura 4C), al igual que el AOT, fue capaz de disminuir el
efecto de la estimulacién del NPV. El promedio del porcentaje de la disminucién
de las respuestas provocadas por la estimulacién del NPV, en presencia de AOT
y BIC se muestra en la Figura 5. Como se puede observar la estimulacién del
NPV, asi como la aplicacion tépica de OT (Figura 6), disminuyeron de manera
significativa las respuestas de fibras Ad, C, asi como la postdescarga, sin afectar
las respuestas del componente AB. Sin embargo, cuando se registro la actividad
unitaria en presencia del AOT o BIC no se observé ningun efecto producido por

la estimulacién del NPV o la OT (Figura 5y 6).
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Figura 4. Efecto de la estimulacion del NPV sobre las respuestas nociceptivas en
neuronas del asta dosal registradas en presencia de AOT y BIC.

En A, By C; 1indica el tiempo de inyeccion de los farmacos; 2, es &l trazo de la estimulacion
del campo receptivo; 3, son las respuestas neuronales a la estimulacion del campo receptivo
periférico; v 4, el histograma de frecuencia de las respuestas de la célula registrada. Notese
que el efecto la estimulacion del NPV (A) no se observa cuando se registra en presencia de
AQT (B) y BIC (C).
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Figura 5. El AOT y la BIC bloquean la inhibicion de las respuestas neuronales
provocadas por la estimulacion del NPV,

En la grafica se observa el efecto de la estimulacion del NPV (primera serie de barras)
sobre la respuesta de las fibras aferentes primarias (A8, AS. C) y postdescarga (PD). asi
como el efecto del AOT (segunda serie de barras) y BIC (tercera serie de barras) sobre
dicha inhibicion. La linea punteada representa el 100% de las respuestas previas a la
estimulacion del NPY. Notese, que la aplicacion de AOT y BIC bloquea la disminucion de
las respuestas de fibras C y postdescarga (*p<0.05; t de student pareada).
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Figura 6. La inhibicion de las respuestas por efecto de la aplicacion topica de OT es

bloqueada cuando se registra en presencia de BIC.
La aplicacion de OT disminuye las respuestas neuronales de las fibras Ad y C, sin modificar

de manera significativa las Ap y postdescarga (PD: primera serie de barras). Dicha inhibicion
no se observo cuando se registro en presencia de AOT o BIC (segunda y tercera serie de
barras respectivamente). La linea punteada representa el 100% de las respuestas previas a

la aplicacion de OT (*p<0.05; t de student pareada).
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En 13 casos fue posible el registro simultdneo de 2 neuronas, una de ellas
respondia a la estimulacion periférica y la otra era silente. Después de estimular
el NPV, la primera disminuy6 sus respuestas nociceptivas y la segunda se activo
(Figura 7). Cuando las neuronas se registraron en presencia de BIC se observé
un ligero incremento en las respuestas de la neurona que se activé y un bloqueo

(casi total) del efecto del NPV sobre las aferencias nociceptivas.

La estimulacion del NPV (sin la estimulacién del campo receptivo periférico), es
capaz por si sola de activar a la neurona silente (Figura 7 y Figura 8). Como era
de esperarse, esta activacion no se observd cuando se aplicé AOT previo a la

estimulacion del NPV (Figura 8).
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Figura 7. Efecto de |Ia
estimulacion del NPV en un
registro de 2 células en
presencia de BIC.

En A, By C, 1indica la duracion
de la inyeccion de los farmacos;
2, trazo de la estimulacién del
campo receptivo; 3, respuestas
neuronales a la estimulacion del
campo receptivo periférico; 4,
histograma de frecuencia de las
respuestas de la célula registrada
que responde a la estimulacion
periférica; y 5, histograma de
frecuencia de las respuestas de
la célula registrada que no recibe
informacion periférica.  La
estimulacion del NPV produce la
disminucion de las respuestas
neuronales provocadas por la
estimulacion  periférica vy la
activacion de neuronas que no
responden al campo receptivo. Al
registrar en presencia de BIC (B),
la neurona que respondia al
campo receptivo no mosiré una
disminucién en las respuestas de
igual magnitud ni temporalidad
que en A, mientras que la
neurona que se activaba por
efecto de la estimulacion del NPV

siguio activandose. La
estimulacion del NPV, en
ausencia de estimulos

periféricos, es capaz por si sola
de activar la neurona que estaba
silente (C).
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. PAPEL DE LA NALX SOBRE EL EFECTO ANTINOCICEPTIVO DE LA
ESTIMULACION DEL NPV O POR LA APLICACION TOPICA DE OT

La estimulacion del NPV disminuye el nimero de respuestas neuronales de las
fibras A3, C y PD sin afectar las respuestas de fibras Ap. Este efecto se mantuvo
cuando las neuronas fueron registradas en presencia de Nalx (Figura 9). Sin
embargo, el andlisis cuantitativo de los componentes de las respuestas
provocadas por la estimulacion periférica, muestra que el efecto de la
estimulacién del NPV es menor (15%) cuando se registré en presencia de Nalx

(Figura 9).

De igual manera, la modulacion de las respuestas nociceptivas por efecto de la
administracion tépica de OT sigui6 observdndose cuando se registr6 en
presencia de Nalx (Figura 10). El andlisis poblacional de las respuestas
neuronales, muestra que al igual que con la estimulacion del NPV, la Nalx no es
capaz de bloquear el efecto de la aplicacion de OT, aunque dicho efecto es

significativamente menor (15%) (Figura 10).
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Figura 9. El efecto antinociceptivo producido por la estimulacion del NPV es
menor cuando se registra en presencia de naloxona.

Respuestas neuronales ftipicas (trazo superior) a la estimulacion eléctrica del campo
periférico, antes (izquierdo) y después (derecho) de estimular el NPV en ausencia
(A) o presencia de naloxona (B). En C, se muestra el analisis de 20 neuronas en el
cual se observa que el efecto producido por la estimulacion del NPV es menor en
presencia de naloxona (# p<0.05; t de student pareada). La linea punteada
representa el 100% de las respuestas previas a la estimulacion del NPV. Notese
que a pesar de la reduccion del efecto antinociceptivo, dicho efecto es significativo
con respecto al control (*p<0.05; t de student pareada).
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IV. EFECTO DE LA BIC, AOT Y NALX SOBRE LAS RESPUESTAS
NEURONALES

Con la finalidad de explorar si en nuestras condiciones experimentales los
distintos farmacos utilizados producian un cambio en las respuestas neuronales,
se analizaron los efectos de la aplicacion de BIC, AOT y Nalx en ausencia de la
estimulacién del NPV. La administracion de AOT o Nalx no produjeron ningan
cambio significativo, sin embargo, la aplicacién de BIC fue acompafiada de un
incremento significativo en las respuestas producidas por la estimulacién de
fibras Ad (Tabla 2).

%0 de cambio Normalizado

AOT BIC NALX
(n=9) (n=15) (n=20)
AB -6,4+4.6 40+4.8 6.7+34
Ad 17.7+9.8 150.3+438 * -20.4+10.3
C -6.8+3.3 125+85 -1.0+6.9
PD -0.8+4.7 276+ 17.7 11.7+12.8

Tabla 2. Resumen del porcentaje de cambio observado en las respuestas
neuronales producidas por la aplicaciéon de AOT, BIC y NALX en ausencia de la
estimulacio del NPV. Las respuestas neuronales no se modificaron por efecto de la
aplicacion de AOT o Nalx. Sin embargo, la aplicacion de BIC produjo un incremento en
las respuestas neuronales mediadas por fibras Ad (prom = EE,*p<0.05; t de student
pareada).
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El resumen de los efectos descritos anteriormente se muestra en la Tabla 3.

Estimulos % de cambio Normalizado
AB Ad C Postdescarga n
NPV -34+23 |-625+x47*| -62.0+3.0* -67.0+3.1* 49
NPV + BIC -3.3+£4.9 129+ 217 -139+11.8 3.5+13.0 21
NPV + AOT -0.2+5.8 -195+12.6 -254+5.9 29+153 21
NPV + NALX | -2.0+3.0 |-43.3+85*| -49.1+45* -44.4 + 7.8* 20
oT -47+19 |-66.1+59*| -69.1+28* -65.0 + 9.5* 28
OoT + AOT 6.0+9.6 -15.8+45 -20.2+6.4 -149+9.0 10
OT + BIC 1.8+8.38 -9.8+15.2 20+13.2 20.1+19.2 13
OT +NALX | -54+29 |-469+86*| -406+6.6* | -70.6+8.7* 17

Tabla 3. Resumen del porcentaje de cambio observado en las respuestas neuronales
producidas por la estimulacién del NPV o la aplicacién de OT en presencia y ausencia de
AOT, BIC y NALX. Nétese que la inhibicion producida por la activacion de la via oxitocinérgica
hipotdlamo-espinal es bloqueda casi en su totalidad por la aplicacién de AOT y BIC pero no por
la aplicacién de Nalx (prom + EE, *p<0.05; t de student pareada).

V. LOCALIZACION DE LOS SITIOS DE REGISTRO

En la figura 11, se esquematiza la localizacion de los sitios de registro de 13
neuronas representativas registradas con BIC y 12 registradas con Nalx. En

general, los sitios de registro se distribuyeron a lo largo de toda el asta dorsal.

Figura 11. Localizacién
de algunos sitios de

registro
Sitios representativos de la
@ BIC localizacion de las

neuronas registradas en
presencia de BIC (circulos),
NALX (triangulos) o ambos
(cuadrados), marcadas
iontoforéticamente con azul
de pontamina momentos
después del registro.

A NALX
[ BIC y NALX
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CAPITULO 7. DISCUSION

En el presente trabajo se muestra que la estimulacion eléctrica del NPV
disminuye significativamente las respuestas neuronales producidas por la
activacion de las fibras Ady C. Este mismo efecto se observa cuando se aplica
OT en la vecindad de la neurona registrada (Figuras 3, 5y 6). Los efectos de la
estimulacién del NPV asi como la aplicacion de OT fueron bloqueados en
presencia de AOT o BIC (Figuras 5y 6) y ligeramente reducidos en presencia de
Nalx (Figuras 9 y 10). Los resultados sugieren que la estimulacion del NPV, a
través de la liberacion de OT, activa interneuronas GABAérgicas las cuales
producen una disminucion en las respuestas nociceptivas mediadas por fibras

Aoy C, y que la naloxona modula dicho efecto.

l. LA OT COMO UN MODULADOR DE LA NOCICEPCION

La OT en el SNC es producida y liberada por las neuronas del NPV vy
supraéptico del hipotalamo (Armstrong, 1998). Las neuronas del NPV proyectan
ipsilateralmente (en la rata) a la médula espinal, en donde hacen sinapsis (axo-
dendriticas) (Rousselott et al. 1990) principalmente con las neuronas del ndcleo
intermediolateral, y las de las laminas | y Il del asta dorsal (Saper et al. 1976;
Sawchenko y Swanson, 1982) en donde han sido también descritos los sitios de
union a OT (Reiter et al. 1994). Estas zonas estan relacionadas con respuestas
autonomicas y con la modulacion de la informacion nociceptiva respectivamente,
lo que ha sugerido que la OT participa tanto en la modulacion de la transmision

de informacién nociceptiva como en la respuesta vegetativa al dolor.

Diversos grupos han mostrado el efecto analgésico de la OT y de la estimulacion
eléctrica del NPV utilizando diversos modelos conductuales. En éstos, se ha
evaluado su efecto midiendo la magnitud y nimero de respuestas provocadas
por estimulos nociceptivos en condiciones normales (Agren et al. 1995; Arletti et
al. 1993; Lundeberg et al. 1994; Shiraishi et al. 1995; Uvnas-Moberg et al. 1992;
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Yirmiya et al. 1990; Condés-Lara et al. 2006), asi como durante el desarrollo del
dolor inflamatorio (Lundeberg et al. 1993; Petersson et al. 2001; Yu et al. 2003) o
neuropatico (Condés-Lara et al. 2005; Miranda-Cardenas et al. 2006). En este
sentido, Miranda-Cardenas et al. (2006), utilizando un modelo de dolor
neuropatico producido por la ligadura floja del nervio ciatico (unilateral),
observaron que la aplicacion intratecal de OT asi como la estimulacion eléctrica
del NPV, disminuyeron el nimero de respuestas de retirada de la pata cuando
ésta fue estimulada mecéanicamente con filamentos de Von Frey, o térmicamente
con acetona. En concordancia con nuestros resultados (Figura 5 y 9) Miranda-
Céardenas et al. (2006) observaron que los efectos antinociceptivos de la via
hipotalamo-espinal fueron bloqueados por el AOT y reducidos en presencia de

Nalx.

Actualmente, existe poca evidencia electrofisiolégica acerca de la modulacion de
la informacion nociceptiva por efecto de la estimulacion del NPV, o la aplicacion
de OT. En este sentido, recientemente resultados de nuestro grupo (Condés-
Lara et al. 2006), mostraron que la estimulacion eléctrica del NPV, asi como la
aplicaciéon intratecal de OT disminuyeron las respuestas producidas por la
activacion de fibras Ad y C, sin afectar las respuestas AB,y que tales efectos
eran revertidos cuando se aplicaba (intratecalmente) AOT. Estos resultados
concuerdan con los nuestros (Figura 3, 5y 6), sugiriendo que tanto la aplicacién
intratecal de OT, como la aplicacion topica es capaz de modular la informacién

nociceptiva a nivel espinal.

El efecto analgésico de la OT ha sido también reportado en otras areas del SNC.
Al respecto, Lund et al. (2002) observaron que las ratas que recibian
estimulacion tactil repetida (“masajes”), mostraban un aumento en la latencia a
estimulos térmicos nociceptivos (analgesia). Este efecto analgésico fue atribuido
a la accién de la OT, pues observaron gue la estimulacién sensorial incrementa

la inmunoreactividad a la OT en la SGP y en el plasma y, que el efecto
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analgésico observado era mimetizado cuando se aplicaba la OT directamente en
la SGP.

Il. MECANISMOS DE ACCION DE LA OT

A pesar de la diversidad de trabajos en los que se ha abordado el papel
antinociceptivo de la OT sobre la conducta, pocos son los que han intentado
esclarecer los mecanismos neuronales mediante los cuales este péptido ejerce
su efecto en la médula espinal. Al respecto, evidencias electrofisiolégicas
obtenidas en cultivos de neuronas de las laminas I-1ll del asta dorsal (Jo et al.
1998) asi como en rebanadas de médula espinal (neuronas de la lamina II)
(Freund-Mercier, 2006), han mostrado que la OT incrementa la frecuencia de las
corrientes postsinapticas espontaneas y miniatura mediadas por el receptor a
glutamato tipo AMPA. Por otro lado, realizando registros electrofisiologicos en
rebanadas de médula espinal y en experimentos con animal integro, se ha
observado que la OT disminuye la transmision glutamatérgica entre las fibras
aferentes primarias y las neuronas del asta dorsal de la médula espinal
(Robinson et al. 2002; Condés-Lara et al. 2003). Estos resultados aunque
contradictorios pueden ser explicados por las diferentes aproximaciones
metodoldgicas utilizadas, ya que mientras los primeros registran interneuronas
del asta dorsal, los segundos registran el efecto sobre las neuronas de segundo
orden que reciben entrada sinaptica de aferentes sensoriales.

La activacion de los receptores a oxitocina en la médula espinal y en otras areas
del SNC (Di Scala-Guenot et al. 1994; Gimpl y Fahrenholz, 2001; Lambert et al.
1994; Raggenbass et al. 1992) produce un aumento del calcio citosolico (bien
por la liberacion de calcio de los reservorios intracelulares por efecto de la
activacion de proteinas G, o por la activacién de canales de calcio dependientes
de voltaje, por accion de la activacion de canales de Na’ resistentes a TTX)
(Huber et al. 2005; Raggenbass et al. 1992; Zaninetti et al. 2000). Debido a esto,
el papel funcional que se le ha atribuido a la OT es excitatorio, por lo que se ha

propuesto que la OT ejerce su efecto inhibitorio sobre las fibras nociceptivas de
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manera indirecta a través de la activacion de interneuronas inhibitorias
(Robinson et al. 2002).

Esta propuesta concuerda con los resultados obtenidos al registrar 2 neuronas
(Figura 7), en donde una neurona silente sin campo receptivo aparente, se
activd cuando la neurona que recibia informacion sensorial se inhibio por efecto
de la estimulacion del NPV. Estos efectos fueron bloqueados cuando se registro
en presencia de AOT (Figura 5 y 6) dejando clara la participacion de la OT. La
BIC bloqued unicamente el efecto sobre las neuronas que recibian informacién
sensorial (Figura 5 y 6), sugiriendo fuertemente que las neuronas que se
activaron con la estimulacién del NPV eran interneuronas GABAérgicas que

producian la disminucion de las respuestas nociceptivas.

El efecto de la aplicacion topica de la OT o la estimulacion del NPV, no afecto de
manera significativa las respuestas mediadas por fibras Ap (Figura 3 y 6), las
cuales se encargan de transmitir informacion de tipo cutanea no nociceptiva. Sin
embargo, su efecto fue especifico sobre fibras Ad y C, las cuales se encargan de
transmitir informacion nociceptiva. Estos resultados sugieren que el efecto de la
OT se da a nivel presinaptico, sobre las aferentes nociceptivas (Ad y C), ya que
un efecto directo sobre las neuronas de segundo orden, estaria acompafiado de
una reduccion en la respuesta de las fibras AB. Esto sugiere un acoplamiento
entre la via oxitocinérgica hipotalamo-espinal, interneuronas inhibitorias del asta

dorsal y las fibras aferentes nociceptivas.

Algunas neuronas registradas como la que se muestra en la Figura 3, presentan
un fendbmeno de facilitacion denominado wind-up, el cual es un incremento
progresivo de las respuestas de fibras C por efecto de la estimulacion repetitiva
y constante de las mismas (Mendell y Wall, 1965). Los mecanismos que
subyacen la generacion del wind-up no han sido completamente esclarecidos.
Sin embargo, se ha mostrado que el establecimiento del wind-up depende de la

activacion de los receptores a glutamato tipo NMDA (Dickenson y Sullivan, 1990)
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y que es debido en parte, a una modificacion en la excitabilidad de las neuronas
de segundo orden (Cervero et al. 1984). El papel funcional del wind-up es aun
desconocido, sin embargo ha sido interpretado como un mecanismo para la
amplificacion de la informacion nociceptiva en la médula espinal, el cual esta
relacionado con el inicio y mantenimiento de la sensibilizacion central que lleva
al establecimiento de dolor cronico (Dickenson et al. 1997; Herrero et al. 2000).
En este sentido los resultados obtenidos por nuestro grupo (Condés-lara et al.
2006) y en el presente trabajo, muestran que la OT es capaz de bloquear
momentaneamente el wind-up (Figura 3A). Dicho efecto puede deberse
probablemente a la supresion de las respuestas de fibras C, ya que como se
menciond anteriormente, para el establecimiento del wind-up es necesario una
activacién constante y repetitiva de fibras C. Estos resultados tienen una
relevancia importante en el estudio del dolor crénico, ya que el bloqueo de
mecanismos plasticos como el wind-up, puede ser una poderosa herramienta

para evitar el establecimiento del dolor crénico.

Los efectos antinociceptivos provocados por la activacion de la via oxitocinérgica
hipotalamo-espinal no mostraron una correlacién con los sitios de registro de la
actividad neuronal (Figura 11). Esto sugiere que el mecanismo de modulacion de
la informacidén nociceptiva descrito en este trabajo se lleva a cabo en neuronas

WDR de toda el asta dorsal de la médula espinal de la rata.

lIl. PARTICIPACION DE INTERNEURONAS INHIBITORIAS ESPINALES EN
EL CIRCUITO HIPOTALAMO-ESPINAL

GABA
El GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio del SNC. Sus acciones son

mediadas principalmente a traves de la activacion de los receptores GABA, y
GABA, los cuales se encuentran localizados en las aferentes primarias y las

neuronas del asta dorsal (Désarmenien et al. 1984a; Feltz et al. 1984, Price et al.

1984). Estos receptores se encuentran distribuidos principalmente en neuronas
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de las ldminas superficiales del asta dorsal (Barber et al. 1978; Bernardi et al.
1995), donde se encuentran modulando diferentes tipos de informacion sobre
todo a nivel presinaptico (Seagrove et al. 2004). Désarmenien y colaboradores

en 1984, demostraron que los receptores GABA, y GABA, coexistian en las

fibras aferentes primarias Ad y C. Asimismo, diversos grupos han observado que

la aplicacion de agonistas GABA, (como el muscimol) o GABA , (baclofen) en la

médula espinal tiene efectos antinociceptivos (Roberts et al. 1986; Aley y
Kulkarni, 1989; Hammond et al. 1993) sugiriendo que el GABA juega un papel
importante en la modulacién de la informacion nociceptiva. Estos resultados
concuerdan con nuestros hallazgos, pues, la aplicacion tépica de BIC en
ausencia de la estimulacion del NPV (Tabla 2), fue capaz de incrementar (mas
de 150%) las respuestas neuronales mediadas por fibras AS, debido

probablemente a una deshinibicion de estas fibras.

Recientemente, Freund-Mercier et al. (2006) utilizando la técnica de patch clamp
en rebanadas de médula espinal de la rata, observaron que la OT facilitaba la
transmision sindptica GABAérgica y glutamatérgica, sin modificar la glicinérgica.
Por otro lado, en la inhibicion presinaptica clasica descrita en la médula espinal,
se ha propuesto la participacion de interneuronas GABAérgicas. La activacion de

los receptores GABA, produce una depolarizacion de las aferentes primarias lo

cual se traduce en una reduccion en la liberacion del neurotransmisor, y por lo
tanto en una inhibicion de las respuestas que se transmiten por estas fibras

(para revision ver Rudomin y Schmidt, 1999).

En este sentido, los presentes resultados muestran por primera vez que la
modulacién de la informacién nociceptiva mediada por la activacion de la via
hipotalamo-espinal depende de la participacién de interneuronas GABAérgicas,
ya que al registrarse las células en presencia de BIC no se observd ningun
efecto de la estimulacion del NPV (Figura 4, 5y 6).

Encefalinas
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La participacion de las encefalinas en la modulacion de la nocicepcion a nivel de
la médula espinal ha sido ampliamente estudiada en diversos modelos animales
(Yaksh y Rudy, 1976), asi como en humanos (Cousins y Mather, 1984; Onofrio y
Yaksh, 1990). Las principales vias descendentes que activan a las interneuronas
encefalinérgicas en la médula espinal son las noradrenérgicas, originadas en el
LC, y las serotoninérgicas de la FRB (Budai y Fields, 1998). Las encefalinas
modulan la excitabilidad neuronal ejerciendo su efecto sobre las fibras aferentes
primarias (disminuyendo la liberacion del neurotransmisor) (Moises et al. 1994;
Taddese et al. 1995) o sobre las neuronas nociceptivas del asta dorsal
(hiperpolarizandolas) (Glaum et al. 1994). Sin embargo, este no parece ser el
unico mecanismo mediante el cual las encefalinas ejercen su efecto
antinociceptivo en la médula espinal. En este sentido, resultados farmacoldgicos
apoyan la existencia de un sinergismo entre los sistemas encefalinérgico y
GABAérgico. Asi, el efecto antinociceptivo del baclofen (antagonista GABA ;) se
revierte cuando se da un pretratamiento con Nalx (Aley y Kulkarni, 1989). De
igual manera, la aplicacion de benzodiazepinas -las cuales actian
principalmente sobre receptores GABA, — potencian el efecto antinociceptivo de
los opiaceos a nivel espinal (Roberts et al. 1986). Estos resultados se
complementan con diversos estudios morfolégicos en los cuales se ha mostrado
la coexistencia de la inmunoreactividad a encefalinas y GABA en neuronas
superficiales del asta dorsal (Todd et al. 1992; Jo et al. 2004). Ademas, Gong et
al. (1997) mostraron que las terminales axdénicas GABAégicas contactan con
algunas neuronas superficiales que expresan el receptor opiaceo u. Mas aun, las
corrientes mediadas por GABA, son potenciadas por agonistas de receptores
opiaceos -u en las neuronas del asta dorsal de la médula espinal (Wang vy
Randic, 1994).

Diversos autores han propuesto que el sistema encefalinérgico se encuentra
activado de manera tonica tanto en condiciones fisioldgicas como en casos de
dolor cronico (Jones y Gebhart, 1987; Onofrio y Yaksh, 1990), y que la presencia
de Nalx excita a las neuronas por efecto de una desinhibicién. Sin embargo, los
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resultados obtenidos por la aplicacion topica de Nalx en ausencia de la
estimulacion del NPV (Tabla 2), no muestra cambios significativos en las
respuestas neuronales. Estas diferencias pueden deberse a que las aplicaciones
gue se utilizaron en el presente trabajo son tdpicas y por lo tanto ejercen su
accion solo en la vecindad de las neuronas registradas, a diferencia de las
aplicaciones intratecales en donde los farmacos difunden a lo largo de la médula
espinal. De esta manera, podemos distinguir los efectos directos sobre la via
hipotalamo-espinal, de los indirectos sobre otros sistemas descendentes
moduladores o intrinsecos de la médula espinal.

Los resultados del presente trabajo muestran que la aplicacion topica de Nalx no
es capaz de bloquear el efecto antinociceptivo de la OT en su totalidad, pero si
disminuye la antinocicepcion de manera significativa (~15%) (Figuras 9y 10). La
aplicacién de Nalx en ausencia de OT (Tabla 2), no fue capaz de modificar las
respuestas neuronales (Tabla 2), sugiriendo que el efecto de la Nalx no se debe
a una deshinibicion del sistema encefalinérgico, sino que, participa de manera
directa en la via hipotalamo-espinal (posiblemente actuando de manera

sinérgica con el GABA).

Resultados obtenidos por otros grupos han mostrado que el efecto
antinociceptivo de la aplicacion intratecal de OT, medido como un aumento en la
latencia de retirada de la cola (Yang, 1994) o la pata (Arletti et al. 1993) ante
estimulos térmicos nociceptivos, es bloqueado cuando se administra
simultdneamente un antagonista opiaceo (Nalx o naltrexona). Estos resultados
no son contradictorios con los nuestros, ya que las aplicaciones intratecales
producen efectos mas generalizados, pudiendo actuar de manera indirecta sobre

otras vias descendentes.
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IV. ACTIVACION FISIOLOGICA DE LA VIA HIPOTALAMO-ESPINAL

Los estados que de manera fisiolégica activarian la via oxitocinérgica
hipotalamo-espinal han sido poco estudiados. Al respecto se ha descrito que la
estimulacién mecanica vaginocervical (VC) activa a las neuronas del NPV via el
nervio vago y el NTS (Komisaruk y Whipple, 2005). De manera interesante, entre
los efectos sensoriales generados por la estimulacion VC, que de manera
natural se da durante la cépula o el parto, esta la produccion de un efecto
analgésico (Komisaruk y Larsson, 1971; Komisaruk, 1982). Poco se conoce
acerca de los mecanismos por los cuales la estimulacion VC produce un efecto
antinociceptivo. En este sentido, Johnson y Komisaruk (1996), utilizando la
técnica de autoradiografia para la 2-Deoxyglucosa, mostraron que la
estimulacion VC suprime las respuestas neuronales provocadas por
estimulacién nociceptiva en las ldminas | y Il de la médula espinal. Estos autores
proponen que la estimulacion VC ejerce su efecto a través de la inhibicion
presinaptica de las terminales de aferentes primarias.

Algunos de los principales neurotransmisores que se han propuesto como
mediadores de la analgesia producida por la estimulacion VC son la serotonina y
norepinefrina. Esta hipotesis se basa en el hecho de que los niveles de ambos
neurotransmisores aumentan sus concentraciones en la médula espinal durante
dicha estimulacion. De la misma manera, la supresion de la sintesis de
norepinefrina reduce los umbrales de vocalizacion producidos por la
estimulacién vaginal y los antagonistas serotoninérgicos atentan dicho efecto
antinociceptivo (Steinman et al. 1983). Adicionalmente, Sansone et al. (2002)
mostraron que la estimulaciéon VC aumenta significativamente la concentracion
de OT en la médula espinal, y que dicho efecto es independiente de la liberacién
hipofisiaria de OT. Estos resultados permiten sugerir una posible interaccion
entre las vias moduladoras que, en conjunto modularian las respuestas

nociceptivas, asi como las vegetativas al dolor.
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Bajo condiciones de estrés o de adaptacién a un medio extremo o demandante,
un animal que reacciona de manera normal al dolor (reflejo de retirada, escape,
entre otros) podria estar en desventaja. Durante el estrés, estas reacciones al
dolor son suprimidas a favor de una conducta que favorezca la supervivencia. El
curso temporal de dicha analgesia producida por estrés puede durar de minutos
a horas, dependiendo sobre todo de la severidad del estimulo (Basbaum vy
Jessell, 2000).

Actualmente existe evidencia de que el estrés estimula tanto mecanismos
opiaceos como no opiaceos. En este sentido, Robinson et al. (2002) utilizando
técnicas inmunocitoquimicas, describieron que los estimulos estresantes son
capaces de activar a las neuronas del NPV (Robinson et al. 2002). Por otro lado,
la analgesia producida por estrés parece depender de igual modo de la
presencia de OT, pues la aplicacion intratecal del AOT, o la deficiencia del gen
de OT en un ratén knockout atenta la antinocicepcion producida por el estrés
(Robinson et al. 2002).

El efecto de la aplicacion del AOT en la médula espinal en ausencia de la
estimulacién del NPV administrado intratecalmente (Condés-Lara et al. 2006) o
tépicamente (Tabla 2), no produjo ningin cambio significativo en las respuestas
neuronales sugiriendo que la via oxitocinérgica hipotdlamo-espinal no se

encuentra activada de manera ténica.

El NPV es un centro regulador de la analgesia (Truesdell y Bodnar, 1987;
Yirmiya et al. 1990; Shiraishi et al. 1995; Miranda-Cérdenas et al. 2006; Condés-
Lara et al. 2006). Ademas de la OT, otros péptidos liberados por el NPV han sido
relacionados con la modulacion de la informacion nociceptiva, tal es el caso de
la leu-encefalina, B- endorfina y la vasopresina (VP). En este sentido Yang et al.
(2006a,b) observaron que la estimulacion del NPV con glutamato producia un
incremento en el umbral al dolor, y que dicho efecto disminuia cuando se

administraba intracerebroventricular un anticuerpo de leu-encefalina y de B-
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endorfina, y completamente revertido con la administraciéon de un anticuerpo
contra VP. Ademas, la inyeccion intracerebroventricular de VP incrementa el
umbral al dolor. Sin embargo, la administracion intratecal de VP o el anticuerpo
de VP no modificé el umbral al dolor. Estos resultados han sugerido que el NPV
modula las respuestas nociceptivas a diferentes niveles del SNC utilizando

diferentes péptidos, entre los que destacan la OT y VP.

A continuacién se muestra un modelo en el que se propone el posible circuito
neuronal que, con base en nuestros resultados y en la literatura, explica los
efectos antinociceptivos producidos por la activacion de la via hipotalamo-

espinal.
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Figura 12. Posible mecanismo mediante el cual la activacion de la via hipotalamo-espinal
modula las respuestas de aferentes nociceptivas A8 y C. La informacién nociceptiva y no-
nociceptiva converge en las neuronas de amplio rango dinamico (WDR) del asta dorsal, las cuales
proyectan a diferentes nucleos de relevo (relevo) por medio del sistema anterolateral (SAL) y de las
columnas dorsales (CD), originando la sensacién dolorosa. Existen vias descendentes (VDM) que
modulan las aferencias nociceptivas. Asimismo, las neuronas del Nucleo Paraventricular de
Hipotalamo (NPV) envian proyecciones oxitocinérgicas al asta dorsal en donde contactan
interneuronas inhibitorias GABAérgicas, las cuales inhiben selectivamente a las fibras Ad y C.
Nétese que las interneuronas GABAérgicas que median el efecto de la OT pueden ser las mismas
que utilizan otras vias descendentes moduladoras.
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CAPITULO 8. CONCLUSIONES

1. La estimulacién del NPV y la aplicacion tépica de OT disminuyen las
respuestas neuronales mediadas por la activacion de fibras Ad y C.

2. La disminucion de las respuestas de fibras Aé y C por estimulacion del
NPV o por la inyecciéon de OT, es bloqueada al registrarse en presencia
de AOT.

3. La BIC bloguea la inhibicion de las respuestas de fibras nociceptivas Ad y
C producida por la estimulacion del NPV o la inyeccion de OT.

4. La Nalx reduce el efecto de la OT o la estimulacion del NPV sobre las
respuestas nociceptivas.
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APENDICE 1: TIPOS DE DOLOR

Cada individuo aprende el significado de la palabra dolor a través de la
experiencia personal; tiene mdltiples causas, diversas caracteristicas
anatomicas, fisiopatologicas, y variadas interrelaciones con aspectos
psicoldgicos y culturales. La Asociaciéon Internacional para el Estudio del Dolor
(IASP) ha desarrollado una taxonomia del dolor que permite clasificarlo de
acuerdo a 5 caracteristicas: el sistema involucrado, las caracteristicas
temporales del dolor, la intensidad declarada por el paciente, y la etiologia. Las
clasificaciones mas utilizadas son las que clasifican al dolor por su temporalidad
en agudo y cronico, y por el sistema involucrado en somatico y neuropatico
(IASP, 1986; Bonica, 1990; Ferrante, 1993).

CLASIFICACION CON BASE EN SU TEMPORALIDAD

DOLOR AGUDO: Es aquel que se produce cuando un estimulo nocivo (lesiones
tisulares, viscerales o musculares, entre otros) es capaz de activar a receptores
especificos del dolor (nociceptores). También puede deberse a una funcién
anormal de musculos o visceras que no necesariamente produce dafio tisular
efectivo, aun cuando su prolongacion podria hacerlo. El dolor agudo, es limitado
en el tiempo, suele asociarse con dafio tisular bien definido y la patologia es
aparente rapidamente. Se presenta mientras dure el estimulo nociceptivo y una
vez que este cesa, los nociceptores afectados regresan a su umbral de reposo
(Bonica, 1990).

Si bien los factores psicoldgicos tienen una gran influencia en la manera en que
se experimenta el dolor agudo, con raras excepciones éste obedece a causas
psicopatologicas o ambientales. Esto contrasta con el dolor crénico, en el que

los factores psicoldgicos juegan un papel principal. El dolor agudo, tiene como

57



Modulacién oxitocinérgica del dolor APENDICES

funcion la de proteger y alertar al organismo de un posible dafio. En este
sentido, el dolor limita la actividad, previniendo un dafio mayor o ayudando a la
curacion (Fields, 1987).

Fisiologicamente, el dolor agudo genera una respuesta sistémica y local, con
cambios inflamatorios, autondémicos, endocrinos e inmunoldgicos (Janig y

Levine, 2006) importantes que se detallan en la Tabla 4.

1. Respuestas autonémicas (segmentarias y suprasegmentarias)

a) Aumento del tono simpatico lo cual produce:
-Vasoconstriccion arterial y venosa.
-Aumento del gasto cardiaco.
-Aumento en la presién arterial.
-Aumento del indice metabdlico y consumo de energia.
-Disminucién del tono gastrointestinal.
-Retencién urinaria.

b) Aumento del tono de musculos esqueléticos.

2. Respuestas endocrinas:
a) Aumento de ACTH, cortisol, ADH, GH, AMPc, catecolaminas,
aldosterona, glucagon.
b) Disminucién de insulina, testosterona.

Tabla 4. Respuestas sistémicas y locales que se presentan durante el dolor agudo.

Cuando el dolor agudo persiste y es intenso puede convertirse en una
enfermedad, con efectos potencialmente dafinos que se manifiestan con una

respuesta neuroendocrina generalizada que involucra diversos sistemas.

DOLOR CRONICO: La persistencia del estimulo, de la enfermedad, o de ciertas
condiciones fisiopatoldgicas, puede conducir al establecimiento de un dolor
cronico. Bonica (1990) lo define como aquel dolor que persiste por mas de un
mes del curso habitual de una enfermedad aguda o del tiempo razonable para

gue sane una herida, o aquel asociado a un proceso patolégico crénico que
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causa dolor continuo o recurrente. El dolor crénico tiene efectos fisiolégicos,
psicoldgicos y conductuales sobre el paciente y su familia, ademas de un costo
social enorme. Podria decirse que mientras el dolor agudo es un sintoma de una
enfermedad o traumatismo, el dolor crénico constituye una enfermedad en si
mismo. La mayoria de los pacientes con dolor crénico no manifiestan las
respuestas autonémicas y el patrén neuroendocrino caracteristicos del dolor
agudo, a menos que existan exacerbaciones. Cuando el dolor es continuo o casi
continuo, la respuesta se extingue apareciendo diversos cambios, muchos de
ellos desencadenados por la inactividad que se observa frecuentemente en los
pacientes con dolor crénico. Hay pérdida de masa y de coordinacion muscular,
osteoporosis, fibrosis y rigidez articular. La menor fuerza muscular puede llevar a
una alteracion respiratoria restrictiva. Hay un aumento de la frecuencia cardiaca
basal y una disminucién de la reserva cardiaca. En el sistema digestivo se
observa una disminucion de motilidad y secrecion, constipacion y desnutricion.
Con frecuencia se observa retencion urinaria e infecciébn. También suele haber
depresion, confusion, alteraciones del suefio y disfuncion sexual. La respuesta
inmunitaria esta alterada por el estrés y la desnutricion. Estas consecuencias
fisicas y psicolégicas, frecuentemente devastadoras, pueden observarse en

practicamente todos los pacientes con dolor crénico.

CLASIFICACION DEL DOLOR CON BASE EN EL SISTEMA INVOLUCRADO

El dolor puede ser primariamente somatico o neuropatico.

a) Dolor somatico: Es aquel que aparece cuando un estimulo potencialmente
dafino para la integridad fisica excita los nociceptores. Estrictamente, debiera
incluir el dolor originado en cualquier parte del cuerpo excepto los nervios o el
sistema nervioso central. Sin embargo, frecuentemente se habla de dolor

somatico propiamente cuando los receptores estdn en la piel, masculos o
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articulaciones, y de dolor visceral cuando los receptores activados por el

estimulo estdn en una viscera. El dolor somatico es habitualmente bien

localizado y el paciente no tiene grandes dificultades en describirlo (Bonica,
1990; Fields, 1987).

Dolor visceral: En sus etapas tempranas, el dolor visceral puede ser
dificil de identificar, debido en parte a la baja densidad de inervacién
sensorial en las visceras y a la extensa divergencia de la entrada de la
informacion visceral al SNC. El dolor visceral es vago, difuso y genera
una sensacion pobremente definida. Asimismo la distension anormal,
la contractura intensa o la anoxia de la musculatura de una viscera

son algunos de los estimulos que pueden producir este tipo de dolor.

A diferencia de otros tipos de dolores, el dolor de un 6rgano visceral
puede ser experimentado en un sitio del cuerpo cuya inervacion entra
a la médula espinal en el mismo nivel que la inervacion de la viscera
relacionada (dolor referido). La convergencia de las fibras aferentes
somaticas y viscerales en las mismas neuronas sensoriales de la
médula espinal, dan lugar a una mala interpretacion por los centros
cerebrales superiores. Por ejemplo, el estimulo de receptores en el
miocardio activa aferentes viscerales que terminan en los cuatro
primeros segmentos medulares toracicos; esta informacion converge
sobre las mismas neuronas que reciben los estimulos cutaneos, por lo
gue el dolor es referido muchas veces al hombro y brazo izquierdo
(Bonica, 1990; Janig y Levine, 2006).

El dolor referido es puntual, mejor localizado y se ve acompafado de
menor respuesta neurovegetativa y emocional, es similar al dolor

somatico profundo del que debe ser diferenciado. El dolor visceral

60



Modulacién oxitocinérgica del dolor APENDICES

puede ser asociado con hiperalgesia (incremento en la sensibilidad al
estimulo nociceptivo y disminucion del umbral al dolor) del tejido del

area dolorosa.

b) Dolor neuropatico: Se debe generalmente a dafio en las neuronas
periféricas o a la lesibn en niveles superiores del SNC que provocan la
generacion, propagacion o percepcion anormal de sefiales. Aunque es
posible que sea idiopatico, el dafio neuronal puede ser consecuencia de
causas iatrogénicas (cirugia, radiacion, efecto adverso de medicamentos
como agentes quimioterapéuticos, antivirales empleados para tratar la
infeccion por VIH, entre otros) o enfermedades (por infiltracién y compresién

tumoral o evento cerebrovascular) (Fields, 1987).

Como consecuencia del dolor neuropatico, la regién corporal se vuelve mas
sensible a los estimulos (mecanicos o térmicos) lo que provoca dolor crénico
severo, hiperalgesia y alodinia (respuestas dolorosas a estimulos no
nociceptivos). La sensibilizacion periférica puede contribuir al desarrollo de
hiperalgesia secundaria y sensibilizacion central. El paciente frecuentemente
usa términos como: quemante, punzante o como piquetes. Otras palabras
empleadas para describirlo son calor, frio, comezon, dolor sordo, ardor. Los
sintomas pueden ser focales o mas generalizados (Bonica, 1990; Janig y
Levine, 2006). Las principales diferencias entre el dolor somatico y el

neuropatico aparecen resumidas en la Tabla 5.
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Dolor Somético Dolor Neuropatico
Estimulo Generalmente evidente | No hay estimulo obvio
nociceptivo
Localizacién Bien localizado Generalmente difuso

Visceral puede ser

referido

o Similar a otros en la distinto
Caracteristicas o .
experiencia del paciente

Efecto de Bueno Alivio parcial
narcoticos

Efecto de 20% - 30% 60%
placebos

Tabla 5. Comparacion entre el dolor somatico y neuropatico.
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APENDICE 2: MEDIADORES QUIMICOS DEL DOLOR

El estudio del dolor ha centrado gran parte de sus esfuerzos en la identificacion
de los mediadores quimicos involucrados en la generacion, transmision y
modulacion de las respuestas nociceptivas. De tal manera, que el estudio de
estos mediadores y moduladores del dolor ha permitido entender los
mecanismos involucrados en los procesos de dolor anormales o patologicos. En
las siguientes tablas (6 y 7) asi como en la Figura 13, se resumen los efectos de
los principales mediadores quimicos del dolor que a nivel periférico activan y
modulan la actividad de los nociceptores, y que a nivel del asta dorsal estan

involucrados en la transmision de la informacion nociceptiva.

MEDIADOR
QUIMICO ORIGEN BLANCO EFECTO
-Sensibilizacion de
nociceptores (activacion
Bradicinina Tejido dafiado Nociceptor de la PLC y PKC,
(Receptores B1/B2). | modulacién de canales
TRPV1)
-Activacion de fibras C
Nociceptores y Cels. | oo ihilizacion de
N ~ del ganglio de raiz : .
Protones Tejido dafado e nociceptores a estimulos
dorsal (activacion de MECANICOS
Canales TRPV1)
, Incrementa la respuesta
: Mastocitos y : ;
Serotonina Nociceptores de los nociceptores a la
plaguetas bradicini
radicinina
Eicosanoides Nociceptores y
; . Incremento en la
(prostaglandinas, _ aferentes articulares S
Tejido inflamado . excitabilidad de los
tromboxanos y (actuan sobre Na, .
) nociceptores
leucotrienos) 1.8)
Cels. del ganglio de
Adenosina y fosfatos | Tejido inflamado o | raiz dorsal (actian |Activacion de
de adenosina dafiado, plaquetas | sobre receptores |nociceptores
P2X)
Vasos sanguineos y
. . . nociceptores Activacion de fibras C y
Histamina Mastocitos . . -
(actban sobre vasodilatacion
receptor H1)
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Citocinas

Macrofagos

Receptores en
Nociceptores

Sensibilizacién de
nociceptores (efecto
directo sobre
nociceptores o indirecto
através de la
estimulacion de la
liberacion de
prostaglandinas)

Aminoacidos
excitadores

Macréfagos, cels.
dendriticas
dérmicas,
epidérmicas, de
Schwan 'y
nociceptores

Nociceptores y cels.
del ganglio de raiz
dorsal (actian sobre
receptores
ionotrépicos iGlu y
metabotrépicos
MGIuR1 y mGIuR5

Activacion directa de
nociceptores

Factor de
crecimiento nervioso
(NGF)

Macréfagos, tejido
inflamado

Mastocitos,
nociceptores y cels.
del ganglio de raiz
dorsal (actuan sobre
los receptores Na,
1.8 0 TrkA)

Liberaciéon de histamina
y serotonina por los
Mastocitos.
Sensibilizacién de
nociceptores

Opioides

Keratinocitos,
macrofagos,
monocitos y

linfocitos

Nociceptores
(acttian sobre
receptores py x)

Analgesia periférica

Capsaicina

extracorpOrea
(Chile)

Nociceptores
(acthan sobre
receptores TRPV1)

Sensibilizacion de
nociceptores e
hiperalgesia térmica

Acetilcolina

No determinado
hasta el momento

Receptores
nicotinicos y
muscarinicos

Receptores nicotinicos:
sensibilizacién de
aferentes C;
receptores muscarinicos:
Desensibilizacion de
aferentes C

GABA

No determinado
hasta el momento

Aferentes no
mielinizadas (acttan
sobre receptores
GABA,)

Efecto bimodal: bajas
concentraciones atentian
y altas concentraciones
incrementan conductas
asociadas a dolor

Somatostatina

No determinado
hasta el momento

Aferentes no
mielinizadas (acttan
sobre receptores
SSTR2A)

Mantienen un control
tonico inhibitorio en los
nociceptores cutaneos

Tabla 6. Mediadores quimicos que modulan la actividad de los nociceptores y
aferentes periféricas. (Basado en McMahon et al. 2006; Meyer et al. 2006).
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Figura 13. Resumen de los principales mediadores quimicos que modulan la actividad
de las terminales nociceptivas. CRH, hormona liberadora de corticotropina; GIRK, proteina
G acoplada a canles de K+ rectificadores; iGLUR, receptor a glutamato ionotrépico; IL-1p,
interleucina 1B; IL-6, interleucina 6; 5 HT serotonina, MGLUR, receptor a glutamato
metabotrépico; NGF, factor de crecimiento nervioso; PAF, factor activador de plaquetas; PGE,
prostaglandina E,; PKA, proteina cinasa A; PKC, proteinas cinasa C; SP, Sustancia P;
SSSTR2A, receptor a somatostatina 2A; TNF-a, factor de necrosis tumoral o; TrKA, tirocina
cinasa A; TTXr, canales de sodio resistentes a tetradotoxina; p, receptor opiaceo u. (Tomado
de Mever et al. 2006).
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MEDIADOR
QUIMICO ORIGEN BLANCO EFECTO
Transmision
Neuronas del asta . . :
> sinptica excitatoria
dorsal (proyeccion,
. . entre neuronas del
L interneuronas)(actian .
Aferentes primarias asta dorsal, asi
Glutamato sobre receptores

interneuronas

ionotrépicos -NMDA,
AMPA y Kainato- y
metabotrépicos

como entre
aferentes primarias
y neuronas de
proyeccion

Substancia P

Aferentes primarias
nociceptivas

Neuronas de
segundo orden en el
asta dorsal (actuan
sobre receptores a
neurocininas
NK1/NK2)

Modulacién de la
excitabilidad de
neuronas del asta
dorsal y neuronas
de proyeccién

Interneuronas del

Aferentes primarias e

Transmision

GABA y Glicina interneuronas del Lo TR
asta dorsal sinaptica inhibitoria
asta dorsal
. Sistemas Neuronas de las .,
Monoaminas L Modulacion de las
descendentes laminas I-1l del asta

(serotonina 'y
norepinefrina

serotoninérgicos y
norepinefrinérgicos

dorsal de la médula
espinal

respuestas
nociceptivas

Péptidos opioides
endogenos

Interneuronas del
asta dorsal

Receptores u, o y
K en interneuronas
excitatorias del asta

dorsal y aferentes

primarias
nociceptivas

Inhibicién de la
transmision de
informacion
nociceptiva

Tabla 7. Mediadores quimicos que modulan

la transmision de

nociceptiva a nivel de la médula espinal. (Basado en Todd AJ y Koerber R. 2006).
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