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Maestria en Ciencias (Neurobiologia)

Resumen

La potenciacion a largo plazo (PLP) en las astas dorsales de la médula espinal ha sido usada en
numerosos estudios como un modelo de dolor neuropatico. La PLP se realiza por medio de
una estimulacion de alta frecuencia del nervio ciatico (NC) y provoca un incremento en la
eficiencia sindptica que persiste horas o incluso dias. Por otro lado, el ntcleo paraventricular
hipotaldmico (PV) por medio de una proyeccion descendente oxitocinérgica juega un papel
inhibitorio de la informacidon nociceptiva en las astas dorsales. El propodsito de este trabajo es

explorar si esta via puede modular o prevenir la PLP.

Se realizaron registros extracelulares en ratas macho Wistar anestesiadas en los segmentos
espinales L4-L5, en respuesta a la estimulacion plantar. También, en ratas de libre
movimiento, medimos las respuestas conductuales frente a estimulos térmicos y mecénicos.
Utilizamos oxitocina (OT) intratecal o una estimulacion eléctrica del PV antes o después de la

electroestimulacion del NC.

Al realizar la PLP se observd un incremento en el nimero de potenciales de accion y de
frecuencia en las respuestas aversivas en experimentos electrofisiolégicos y conductuales,

respectivamente.

La electroestimulacion del PV, o la administracion intratecal de OT posterior a la PLP
decrementa significativamente el numero de respuestas electrofisiologicas y conductuales.
Pero antes de la estimulacion del NC, se previno la aparicion de la PLP con la aplicacién de

OT o electroestimulando el nucleo PV.

Estos hallazgos describen por primera vez una via descendente capaz de bloquear o incluso

prevenir la aparicion de la PLP.
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Summary

Long term potentiation in spinal dorsal horns has been used in numerous studies as a model of
neuropathic pain. This is a rise of the synaptic efficiency that persists hours or even days and it
occurs between primary nociceptive afferents and second order neurons in the spinal cord,
through a high-frequency electric stimulation of the sciatic nerve. On the other hand,
paraventricular hypothalamic nucleus plays a role in a descendent pathway which inhibits
nociceptive information in the spinal cord. The purpose of this work is to explore whether this

projection can modulate or prevent long term potentiation in spinal dorsal horns.

Extracellular recordings were made in anesthetized Wistar male rats in dorsal horn’s L4-L5
spinal segments, in response of the hindpaws stimulation, and we also measured the behavioral
responses to thermal and mechanical stimuli after a SN electrical stimulation. It was observed
an increased number of action potentials and an increased frequency of aversive responses

using electrophysiological and behavioral experiments.

Electrical stimulation of the ipsilateral paraventricular nucleus or intrathecal administration of
oxytocin after the rise of the long term potentiation strongly decreases the number of action
potentials or aversive responses. In contrast when oxytocin was applied or the paraventricular
nucleus stimulated before the sciatic nerve stimulation, the long term potentiation was

prevented.

These findings suggest that oxytocinergic hypothalamic-spinal pathway can temporally block
or even prevent the long term potentiation. This is relevant because it’s the first time that one

projection is described to prevent a model of neuropathic pain.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

En primer lugar me gustaria hacer una breve descripcion del dolor, sus mecanismos e
implicaciones. Como médico cirujano conozco la trascendencia de este tema, que abarca los
ambitos tanto clinico como social, siendo el motivo de consulta mas frecuente. El estudio y
tratamiento del dolor implica un acercamiento complejo y multidisciplinario, la consideracion
analitica del dolor, desde un punto de vista clinico, ha sido un objetivo a través de la historia de la

medicina que, a pesar del esfuerzo, sigue siendo dificil de alcanzar.

I. DOLOR

El dolor es una experiencia comun en el ser humano. Desde el nacimiento hasta la muerte, el
individuo esta sometido a una interaccion constante entre el entorno y su medio interno, y de
ambas vertientes puede provenir un estimulo que se traduzca en dolor. La vida revela esta

experiencia incluso a los mas afortunados, que limita nuestras actividades y empobrece nuestra

calidad de vida.

Segtin la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP), éste se define como una
sensacion desagradable con experiencia emocional, asociada a un dafo tisular real o potencial
(Merskey y Bogduk, 1986). Asi, esta sensacion es un fendmeno complejo y subjetivo, provocado
por un estimulo sensitivo, y cuya respuesta o percepcion es modificable por la memoria, factores
sociales, emocionales, fisiologicos y psicoldgicos (Merskey y Bogduk, 1986). De esta forma, el
dolor es una entidad en la esfera de la percepcion con caracteristicas multifacéticas, pero
probablemente es la subjetividad del dolor lo que provoca su caracter altamente individual y dificil
de cuantificar. La mejor aproximacion para su evaluacion en el hombre, en la actualidad, es una
escala analdgica visual (Hiskisson, 1974) en la cual el paciente refiere la intensidad de su dolor en
una escala del 1 al 10 y de la misma manera se clasifica como evoluciona a lo largo del tiempo.
Desgraciadamente, esta escala no sirve para comparar la intensidad del dolor entre distintas
personas. Al ser el dolor una manifestacion que un observador es incapaz de apreciar

directamente, es imprescindible considerar a éste como cierto cuando otro lo refiere, o en su



defecto buscar manifestaciones que nos indiquen su existencia. Estos factores, que nos permiten

evaluar al dolor, son una forma de corroborar la evolucion de un proceso nocivo.

El dolor se conoce por la experiencia y se describe por comparacion, es el sintoma mas comun de
enfermedad y es una modalidad de la amplia gama de sensaciones que experimentan los
organismos, tal vez la mas distintiva. Este tiene una funcion protectora: advierte de dafios que
pueden ser evitados o corregidos. Su percepcion se clasifica con base a su intensidad, duracion y

por las causas que lo originan (Merskey y Bogduk, 1986).

Los estimulos que generan dolor son de naturaleza mecanica, térmica, quimica o eléctrica
(Almeida et al., 2004), lo cual ha generado cambios en cuanto a las teorias que tienden a
explicarlo. De esta manera, se propuso originalmente al dolor como un componente cuantitativo
de otras sensaciones. Sin embargo, la descripcion de receptores especificos para el dolor
(nociceptores), sefiala que se trata de una submodalidad especifica dentro del sistema
somatosensorial. En la teoria de la especificidad del dolor, propuesta por Goldscheider en 1885 y
Von Frey en 1894, el dolor era considerado como el resultado final de un proceso de transmision
sensorial, por medio de las terminaciones libres, independiente de otras sensaciones cutaneas, que
variaba segun la magnitud del dafo tisular o de la estimulacion dolorosa (Weddel, 1945). Sin
embargo, esta teoria fue incapaz de explicar una serie de fendmenos clinicos como el dolor
cronico o el miembro fantasma. Tiempo después, en un modelo multidimensional del dolor, se
tomo en cuenta una serie de elementos contextuales y personales que hacian del dolor cronico una

experiencia algo mas compleja que lo propuesto por la teoria de la especificidad.

Los estimulos nociceptivos que llegan a un organismo generan una compleja interaccion entre los
sistemas de entrada y los sistemas de modulacion. El resultado entre estos dos componentes
antagonicos es una experiencia definible mas facilmente de forma cualitativa que cuantitativa. Asi,
una lesion puede o no generar una sensacion dolorosa, lo cual indica la multiplicidad de factores
implicados en el proceso de percepcion. También refleja que el dolor es una sensacion compleja,
donde el estado funcional del organismo es esencial para la correcta interpretacion. De acuerdo
con la definicion de la IASP, la relacion entre dolor y el grado de lesion no es directa. Incluso un

fenomeno doloroso puede ocurrir espontdneamente, sin la presencia de un estimulo nociceptivo.



Se debe entonces hacer una distincion entre nocicepcion y dolor, entendiendo por la primera la
informacion registrada por receptores y transmitida a lo largo del sistema nervioso central, asi
como sus manifestaciones neurofisiologicas, que pueden dar o no como resultado una experiencia
de dolor. Y por la segunda se entiende una experiencia consciente, emocional, afectiva y

generalmente desagradable, producto de un estimulo nocivo.

Loeser y Black (1975) estimaban que la experiencia del dolor posee niveles jerarquicos que se
apoyan, a su vez, en varios sustratos neuroldgicos. En el primero de éstos, la nocicepcion, es
entendida en el sentido clasico de respuesta nerviosa a la estimulacion dolorosa o al dafio tisular.
Actuaria como un sistema de deteccion del dafio periférico. El segundo nivel, el sufrimiento, es
conceptualizado como la respuesta afectiva negativa, generada en los centros nerviosos superiores
por la nocicepcion, que provoca la experiencia de dolor. En un tercer nivel, la conducta es
considerada indicativa de la presencia de sufrimiento, y guarda una relacién directa con la
aparicion y el mantenimiento del dolor. Ahora bien, dicha respuesta de informe también estaria
modulada por el contexto en el que se emite y por el entrenamiento social que con respecto al
dolor el sujeto haya recibido. Es por ello que los mecanismos del condicionamiento y del
aprendizaje social van a modificar la conducta final. En esta teoria, desgraciadamente, no se

mencionan los mecanismos intrinsecos que participan en la percepcion y modulacién del dolor.

Il. DOLOR CRONICO

El dolor, como mecanismo de alarma, debe extenderse en el tiempo lo suficiente para advertir de
la lesion, evitar un dafio mayor y asi dar proteccion al organismo, pero también debe extinguirse
con la terminacién o reparacion del dafio. Cuando no se cumple el proceso de extincidn, se habla
de dolor crénico. Este se ha descrito como continuo, quemante o eléctrico, muestra una
variabilidad de su intensidad en la esfera de la cognicidon, y muchas veces es una expresion
patoldgica en respuesta a los estimulos nociceptivos. Es interesante sefialar que la caracteristica de
alarma no tiene ningun significado funcional, debido a las alteraciones causadas en los sistemas
neuronales encargados del normal procesamiento de la sensacion del dolor (Torregrosa, 1994;
Dagnino, 1994). Seria importante distinguir entre el dolor agudo recurrente y el dolor cronico

agudizado. En el primero existen varios periodos de dolor de corta duraciéon que se repiten



periodicamente durante toda la vida del sujeto o durante un periodo prolongado, como por
ejemplo las cefaleas migrafiosas. En el segundo caso el dolor es continuo, con periodos de
exacerbacion y remision, puede durar meses o afios, acabando en curacion o prolongarse hasta la

muerte del paciente.

Los cambios fisiopatoldgicos de larga duracion en el dolor crénico son provocados tanto por
lesiones en nervios como en el parénquima circundante, llegando a desvincularse de la lesion
inicial y manteniéndose por periodos prolongados (Torregrosa, 1994). Entre las secuelas que dejan
las lesiones del sistema nervioso, estan las sensaciones dolorosas anormales, las cuales persisten
por semanas, meses o incluso afios después de la lesion. El dolor persistente se puede presentar
debido al dafo tisular, producido por activacion directa de las terminaciones libres y
frecuentemente se acompana de inflamacion. Por otro lado, también existe una modalidad
neuropatica, secundaria a una lesion directa de tejido nervioso con o sin afectacion del parénquima

circundante y el dolor es generalmente referido como sensacién quemante o eléctrica.

La principal diferencia entre el dolor somatico y el neuropatico (Tabla 1), es que en el Gltimo no
necesariamente existe un estimulo que provenga de los receptores encargados de recibir los
estimulos dolorosos. Por ejemplo, en las neuropatias periféricas se ven involucradas fibras

aferentes primarias por la seccion o el dafio de las mismas.

Dolor somatico Dolor neuropatico
Estimulo nociceptivo usualmente evidente. Ausencia de estimulo nociceptivo obvio.
Por lo general bien localizados; el dolor A menudo mal localizado.

visceral puede ser referido.
Similar a otros dolores somaticos en la Inusual, diferente al dolor somatico.

experiencia del paciente.

Alivio por analgésicos, antiinflamatorios Alivio parcial con analgésicos narcéticos.

Tabla 1: Caracteristicas del dolor somatico y neuropatico. Modificado de Maciewicz y Martin (1991).

El dolor neuropatico presenta algunas caracteristicas especiales que a continuacion se enumeran:



e Hiperalgesia: Respuesta exagerada en presencia de estimulos dolorosos.

e Alodinia: Sensacion dolorosa provocada por un estimulo inocuo.

e Presentacion espontdnea: El dolor se puede desencadenar sin un estimulo aparente.

e Cambio de tamafio del campo receptivo sensibilizado: La hiperalgesia y la alodinia no solo
se delimitan a la zona afectada, sino que se extienden abarcando un area diferente a la
lesion original, al area sensibilizada se le conoce con el nombre de zona de hiperalgesia

secundaria.

Estos fenomenos se presentan posteriores al trauma y son ocasionados principalmente por un

aumento en la sensibilidad de las neuronas del asta dorsal (Lewis, 1942).

Asi, el dolor crénico es especialmente problematico debido a su severidad y resistencia a los
analgésicos comunes, condicion que afecta del 2 al 3% de la poblacion mundial (Gilron et al.,
2006). Se estima que en los Estados Unidos un paciente con dolor crénico puede tener costos en
salud que varian de 500 a 35,000 ddlares por ano, sin tomar en cuenta los procedimientos
quirurgicos, lo que incrementaria los calculos. El costo anual calculado en atender problemas de
lumbalgia, migrafa y artritis es de aproximadamente 40 billones de dolares. Ademas de los costos
que genera su tratamiento, el dolor crénico es devastador para la calidad de vida personal,
representa pérdidas de miles de horas-hombre al afio, incapacita a la poblacién econdmicamente
activa y en mayor medida a personas de la tercera edad (Latham y Davis, 1994). Asimismo, no
solo modifica la vida personal del paciente sino que también la dindmica familiar y social del

individuo.

El diagnéstico de dolor neuropatico esta basado, principalmente, en los antecedentes del paciente,
y el tratamiento es generalmente paliativo. Entre los tratamientos farmacologicos estan los agentes
que modifican la percepcion del dolor, reduciendo la inflamacion tisular: glucocorticoides,
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) o inhibidores de la sintesis de prostaglandinas. También
son usados los agentes que interfieren con la transmision del dolor (narcéticos) o aumentando su
regulacion descendente (antidepresivos triciclicos). Asimismo son ampliamente utilizados los
inhibidores de la recaptura de acido gamma-aminobutirico (GABA), como la gabapentina. Por

otro lado, los anticonvulsivantes (fenitoina, carbamacepina) pueden modificar las sensaciones de



dolor aberrante procedentes de fuentes neurdgenas, por ejemplo, desmielinizacién de nervios
periféricos, al hiperpolarizar las membranas neuronales. Entre los tratamientos quirdrgicos estan la
neurectomia selectiva, la rizotomia, la talamectomia o la cingulotomia. La terapia es generalmente
combinatoria (Glajchen, 2001). Su correccion depende de la determinacion de su causa y del

alivio de los factores favorecedores y desencadenantes.

Debido a la ineficacia en el tratamiento y rebeldia del dolor cronico, se busca una alternativa
basada en la activacion de mecanismos endogenos que al ser activados puedan suprimir el dolor.
El conocimiento de ellos puede en un futuro llevar a la creacion de un nuevo tratamiento del dolor
neuropatico y asi mejorar la calidad de vida de millones de personas, ademas de evitar las pérdidas

econdmicas que este padecimiento ocasiona.

Seria importante concluir que el dolor es una experiencia subjetiva, de etiologia multiple, que
normalmente funciona como una alarma frente a estimulos nocivos, pero cuando se mantiene mas
tiempo de lo habitual pierde su significado funcional. Es por esto que se requieren diversos y mas
eficaces medios para solucionar el enorme problema de salud que representa. Asi, en el presente

estudio, se analiza la modulacion de la informacion nociceptiva por medio de vias enddgenas.



CAPITULO 2: ANTECEDENTES

l. TRANSMISION DE LA INFORMACION NOCICEPTIVA

Los receptores sensoriales encargados de recibir los estimulos dolorosos se denominan
nociceptores, los cuales son receptores celulares, estructuras u 6rganos sensoriales que transmiten
esta informacion a las neuronas sensitivas de primer orden. Pueden encontrarse en el periostio, la
superficie de la piel, articulaciones, visceras, tendones y musculos (Bessou y Perl, 1969). Los que
se encuentran en la piel se originan de nervios de pequefio calibre, los cuales al llegar a la
epidermis pierden su mielina y se ramifican en plexos amplios (Almeida et al., 2004). El soma de
estas neuronas se sitia en los ganglios de las raices dorsales, a lo largo de la médula espinal. En el
caso de las terminaciones nerviosas correspondientes a la cara, el cuerpo celular se encuentra en el

ganglio del trigémino.

El sistema de aferentes primarias implicado en captar los estimulos nociceptivos estd conformado
por fibras A-Delta ligeramente mielinizadas y fibras C amielinicas (Figura 1) (Fields, 1987), las
cuales se clasifican de acuerdo a sus velocidades de conduccion (Tabla 2); de esta forma, las
primeras transmiten mas rapidamente y son las responsables del dolor agudo y bien localizado;
mientras que las fibras segundas, ademas de tener una velocidad de conduccidon més lenta, son

responsables de un dolor duradero y mal localizado (Bishop, 1944; Dagnino, 1994).

Estimulos Tipo de fibora Diametro (micras) Velocidad (m/s)
A-Beta 5-15 30-50

Térmicos > A-Delta 1-4 12-30

Mecanicos C 0.5-1.5 0.5-2

Quimicos

Eléctricos

Tabla 2: Los nociceptores transmiten la informacion de los diferentes tipos de estimulos por fibras especificas. Las
fibras rapidas A-Delta, mielinicas, y las fibras lentas C, amielinicas son las que transmiten el dolor (modificacion de
Erlanger y Gasser, 1930).



Figura 1: Tipos de fibras responsables de la transmision de informacién aferente,
nétese como las fibras A-Beta tienen mayor calibre y una gruesa capa de mielina, a
diferencia de las fibras A-Delta en las cuales su capa de mielina es delgada, o las
fibras C, completamente libres de mielina.

Los nociceptores son de diferentes tipos y se pueden clasificar, segiin su estimulo desencadenante,

de la siguiente forma:

Unimodales:
e Térmicos: son terminaciones libres que se activan con una temperatura menor a 4°C o
mayor a 42°C en mamiferos (Julious y McCleskey, 2006).
e Mecénicos: se estimulan mediante presion mayor a 75 milimetros de mercurio en

mamiferos (Hamill y Martinac, 2001).

Polimodales:

e Activados por estimulos mecanicos, quimicos, térmicos o eléctricos.

Los primeros dos tipos de nociceptores son las terminaciones libres de fibras A-Delta, de 2 a 5 um
de diametro y con velocidades de 5 a 30 m/s. Estas se clasifican en dos grupos, las de tipo I
corresponden a fibras con mecanoreceptores de alto umbral, las tipo II tienen receptores
mecanotérmicos. Ambas pueden ser sensibilizadas, como se describird més adelante, respondiendo

a estimulos con umbrales menores o incluso no nociceptivos (Millan, 1999).

Por su parte, las fibras C tienen de 0.3 a 3 um de didmetro y conducen a velocidades menores a 1
m/s (Gasser, 1950). Muchas fibras C con receptores de alto umbral responden igualmente a
estimulos nociceptivos variados, esto fue descrito por Bessou y Perl (1969), quienes encontraron
fibras que no presentaban actividad espontanea y se activaban igualmente por estimulos térmicos y

mecanicos, por ello son llamados polimodales.



Otros nociceptores, conocidos como silentes (Tabla 3), se encuentran en 6rganos internos y no son
activados normalmente ante un estimulo doloroso debido a su alto umbral, pero solo en presencia
de inflamacién o de estimulos quimicos que disminuyen su umbral y generan potenciales de
accion (Al-Chaer et al., 1997). Son aproximadamente el 14% de las fibras y con estimulacion

repetida tienen a decrementar su frecuencia de descarga hasta alcanzar periodos de total

inexcitabilidad.
Térmicos: <4, >42°C A-Delta (5-30m/s)
Nociceptores Mecanicos: Presién
Polimodales: variable Fibras C (menos de 1m/s)
Silentes: Alto umbral de disparo, distensién o estimulo quimico.

Tabla 3: Tipos de nociceptores y formas de activacion. Los nociceptores silentes se consideran aparte pues no

comparten las caracteristicas de los térmicos, mecéanicos o polimodales (Al-Chaer et al., 1997).

Las fibras A Beta no participan en la transmision de los estimulos nociceptivos, pero son
fundamentales en los mecanismos de inhibicién nociceptiva a nivel de astas dorsales, como se

vera mas adelante en la teoria de la compuerta (Melzack y Wall, 1965).

A. BASES NEUROQUIMICAS DE LA TRANSMISION DE LA INFORMACION
NOCICEPTIVA

En muchas ocasiones el estimulo nociceptivo, ademas de activar las terminaciones libres, produce
una lesion tisular, que origina la liberacion de diversas sustancias. Estas incluyen bradiquinina,
histamina y prostaglandinas, entre muchas otras (Almeida et al, 2004). Muchos neuropéptidos
prolongan y potencian la informacion nociceptiva, y otros la antagonizan. Por ejemplo, a partir del
acido araquiddnico liberado por dafio tisular y mediante la enzima ciclooxigenasa, se producen

prostaglandinas, las cuales son los mediadores de la inflamacion y logran disminuir el umbral para



la activacion de los nociceptores (Vane et al., 1998). En el caso de la histamina, por si misma
puede activar receptores polimodales, y es probablemente la responsable de la sensacion de
quemadura (Andrew y Craig., 2001). La generacién de un potencial de accién en aferentes
nociceptivas puede deberse a la distorsion mecanica en la terminacion axonal, alteraciones
estructurales en la proteinas de la membrana axonal o cambios en el microambiente del receptor

que generan cambios en el potencial de membrana (Yaksh y Hammond, 1982).

La comunicacién entre los nociceptores y las neuronas del asta dorsal (neuronas de segundo
orden) es mediada por neurotransmisores excitatorios, como son el glutamato y la sustancia P.
Cuando la aferente primaria en la via nociceptiva es estimulada, libera de las terminales
presinapticas el glutamato, que ejerce su accion solo en la neurona postsinaptica, debido a la
recaptura del neurotransmisor. En cambio, la sustancia P no es recapturada y difunde a distancias
mas grandes, pudiendo asi influenciar mas neuronas posinapticas del asta dorsal. Esto sugiere que,
entre las acciones de la sustancia P, esta la de modificar la excitabilidad de las neuronas del asta
dorsal, logrando a la vez una inespecificidad en la localizacion de muchos tipos de dolor (Marx,
1979). La accion del glutamato en las neuronas postsindpticas estd mediada en su mayor parte a
través de receptores ionotrépicos, permitiendo el paso de cationes. Estos receptores son Kainato,
N-metil-D-aspartato (NMDA) y 4cido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato
(AMPA). Por su parte, los receptores a neuroquinina (NK-1) son activados directamente por la
sustancia P liberada en procesos de inflamacion, lo que sugiere su participacion en la transmision
de la informacion nociceptiva (Mantyh et al, 1995). Los receptores a estas sustancias se
encuentran en las neuronas postsindpticas en las primeras cinco laminas de Rexed (1952) en el
asta dorsal de la médula espinal, y estan encargados de mediar la reaccion generada por la

descarga de fibras aferentes primarias nociceptivas.

La activacion de los receptores provoca una serie de respuestas en la neurona postsinaptica, por un
lado el flujo de iones de sodio (Na") entrando por los canales dependientes de voltaje provoca una
despolarizacién (Hodgkin y Katz, 1949) y por otro lado la activacion de los receptores NMDA
provoca un incremento del calcio (Ca™) intracelular, el cual favorece la formacion del complejo
Ca'"-calmodulina la cual activa a la proteina cinasa C (PKC) (Figura 2). Esto provoca la

activacion de mas receptores AMPA fosforildndolos, asi como la activacion de la enzima 6xido
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nitrico sintetasa (NOS) la cual sintetiza 6xido nitrico (NO) (Yoon et al., 1998), el cual puede

mreactivar a la membrana presinaptica para liberar mas glutamato (ver mas adelante).

Por un lado la despolarizacion de la célula nerviosa de segundo orden provoca la continuacion de
la informacion, que asciende por los diferentes tractos de la médula espinal, y por otro lado el NO,
que tiene una vida media corta y no cuenta con un sistema de recaptura, difunde facilmente desde
la neurona de segundo orden hacia el espacio sinaptico, llegando hasta la parte terminal del axon
de la aferente primaria, donde activa la enzima guanilato ciclasa que sintetiza el GMPc, el cual
acttia como segundo mensajero produciendo una nueva liberacion de glutamato. Este efecto es
probablemente uno de los responsables de la hiperalgesia (Haulica et al., 1995) asi como de la
persistencia del dolor. Esta sensibilizacion central es disparada y mediada por fibras A delta y C,

causando una reduccion de los umbrales y, en algunos casos, actividad espontdnea (Mense, 1983).

Figura 2: Paso de informacion nociceptiva entre aferente primaria y neurona de segundo orden. La sinapsis se lleva a
cabo en las laminas superficiales del asta dorsal de la médula espinal. La liberacion de glutamato por la neurona
presinéptica y su acoplamiento a los receptores ionotrépicos provoca la entrada de Ca™ intracelular. Este se une a la
calmodulina formando el complejo Ca™" -calmodulina, el cual ademas de enviar una sefial al niicleo para la sintesis de
ARN mensajero que se transformara en nuevos receptores, provoca la activacion de la proteina cinasa C y una cinasa
de tirosina. Estas proteinas activadas provocan la formacion de la NOS la cual sintetiza NO que actuard como

neurotransmisor retrogrado (Modificado de Kandel et al., 2000).
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B. ASTAS DORSALES Y RELEVO DE INFORMACION

Para que la informacion nociceptiva se procese de forma adecuada en centros superiores, se
necesitan vias de proyeccion. En la region dorsal de la médula espinal se realiza el relevo entre la

aferente primaria y las neuronas de segundo orden.

Las fibras aferentes nociceptivas terminan predominantemente en las astas posteriores de la
médula espinal, en las laminas I, I y V de Rexed (Millan, 1999). En la primera lamina de Rexed,
denominada zona marginal, se releva el impulso tanto de neuronas nociceptivas especificas como
de neuronas que reciben informacion de varios tipos de fibras. Estas neuronas, que reciben entrada
sinaptica convergente tanto de aferentes nociceptivas como no nociceptivas, son llamadas de
amplio rango dindmico (WDR, por sus siglas en inglés. Mendell, 1966). La mayor caracteristica
de este tipo celular es la capacidad de responder segun la intensidad del estimulo, debido a que
muestran una frecuencia progresivamente incrementada de potenciales de accion, desde lo inocuo

hasta lo nociceptivo (Willis, 1985).

La informacion que llega a la ldmina II puede ascender por los diferentes tractos ascendentes o ser
relevada por interneuronas y dirigirse hacia la lamina V, donde hacen relevo nuevamente. En la
lamina V también existen neuronas de amplio rango dindmico, que reciben impulsos de las fibras

A Delta, e indirectamente de fibras C por interneuronas excitatorias (Millan, 1999).

Después de sus interacciones directas o indirectas con las aferentes primarias, los axones de las
neuronas cuyo soma se encuentra en las astas dorsales se proyectan por el funiculo anterolateral o
por el sistema de las columnas dorsales, formando vias aferentes que transmiten los impulsos
nociceptivos a estructuras supraespinales (Mendell, 1966; Willis, 1985). Estas son regiones

pontinas, mesencefalicas, diencefalicas, y diferentes nicleos que se trataran a continuacion.
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C. SISTEMA ANTEROLATERAL (SAL)

Es un haz mixto que contiene fibras espinotalamicas, espinomesencefalicas, espinoreticulares,
espinobublares y espinohipotaldmicas. Se les toma de forma conjunta, pues son los diversos
tractos que viajan juntos por el funiculo anterolateral contralateral, después de su decusacion por
la comisura blanca anterior. Clasicamente, se consideraba que las fibras descritas en el SAL solo
conducian informacion térmica y dolorosa. Sin embargo, ahora se considera que los componentes

del SAL transmiten todas las modalidades sensitivas (Almeida et al., 2004).

Por un lado la via neoespinotalamica se toma como ruta directa de la médula espinal al talamo,
mientras que la via paleoespinotalamica va de forma indirecta, a través de la formacion reticular,

antes de llegar a los ntcleos taldmicos (Kevetter y Willis, 1984).

El tracto espinotalamico del SAL nace de las laminas I, V y VI de Rexed (Kevetter y Willis,
1982), cruza inmediatamente por la comisura blanca anterior y asciende a través del funiculo
anterolateral. La informacion del tracto llega principalmente al nucleo ventral posterolateral
(VPL), ventral posteriomedial (VPM) en caso de la cara y al complejo intralaminar del tdlamo
(Craig, 2003). El tracto espinoreticular del SAL inicia en las laminas V, VI, VII y VIII,
ascendiendo también por el funiculo anterolateral. Este tracto proyecta a las formaciones
reticulares pontina y bulbar (Foreman et al., 1984; Cliffer et al., 1991). El tracto
espinomesencefalico del SAL inicia principalmente de las laminas de Rexed I, II, V y VI,
igualmente asciende contralateralmente por el funiculo anterolateral proyectando a la sustancia

gris periacueductal (SGP) y al coliculo superior (Cliffer et al., 1991).

La informacién que se transmite en las vias espinorreticular y espinomesencefalica promueve la
activacion de sistemas endogenos de modulacién de dolor, debido a que tanto la formacion

reticular como la pontina envian tractos descendentes directos e indirectos (Al-Chaer et al., 1997).
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D. OTRAS VIAS ASCENDENTES

Ademas del SAL se encuentran otros tractos que reciben aferencias a nivel de las astas dorsales y

comunican informacion nociceptiva a niveles superiores:

El tracto de las columnas dorsales, que transmite sensibilidad tactil, vibratoria o propioceptiva, en
su mayor parte inicia desde la aferente primaria, y solo un 10% hace relevo (tracto postsinaptico
de las columnas dorsales) en las laminas III y V de Rexed (Wall, 1970). Asciende por los
cordones posteriores (fasciculos gracilis y cuneatus) ipsilaterales, proyectando hacia los nucleos
homonimos, los que dan origen a fibras del lemnisco medio que se decusan para terminar en el
talamo contralateral. El nucleo gracilis recibe informacion de las regiones lumbro-sacras, por su

parte el cuneatus recibe informacion de las regiones toracicas (Al-Chaer et al., 1997).

El tracto espinoparabraquial parece tomar parte en el componente afectivo y emocional del dolor
por sus proyecciones al sistema limbico. Las neuronas de segundo orden, de las laminas I y II
principalmente, convergen en el nucleo parabraquial, para proyectar después en la amigdala. El
hipotalamo también recibe aferencias, participando en las respuestas autonomicas (simpaticas

principalmente) al dolor (Almeida et al., 2004).

El tracto espinocervicotaldmico transmite informacion nociceptiva que se derivara en los
componentes afectivos y de localizacion. Inicia en las laminas III y V, se mantiene ipsilateral en
sus proyecciones ascendentes, a través del fasciculo dorsolateral, hasta las neuronas de segundo
orden que se localizan en el ntcleo cervical lateral (LCN). Después cruza por la comisura blanca

anterior y envia proyecciones al VPL y al nucleo del tracto solitario (Downie et al., 1988).
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1. INTEGRACION DE INFORMACION NOCICEPTIVA EN CENTROS
SUPERIORES

Los estimulos sensitivos cutaneos y viscerales nociceptivos activan las terminaciones nerviosas de
las neuronas de los ganglios de las raices dorsales de la médula o del ganglio de Gasser del V par
craneal. Tras una sinapsis en la médula (o el bulbo, en caso de provenir de la region de la cara o la

cabeza) las vias ascendentes cruzadas alcanzan el talamo y se proyectan hasta la corteza cerebral.

La informacidn nociceptiva especificamente asciende por el SAL, converge en el nlcleo ventral
posterolateral (VPL) del talamo, organizado de forma somatotopica. De ahi, a través de la corona
radiata, envia proyecciones principalmente a corteza somatosensorial. Adicionalmente existe una
red cerebral nociceptiva que incluye regiones como la corteza somatosensorial primaria y
secundaria, la corteza cingular anterior, el 16bulo de la insula y estructuras subcorticales como

amigdala, tdlamo y ganglios basales (Hofbauer et al., 2001).

1. REGULACION DE LA INFORMACION NOCICEPTIVA

La informacion somatosensorial es susceptible de modificacion desde su generacion en el receptor
periférico y a todo lo largo de los centros superiores, en las diferentes sinapsis existen mecanismos
que regulan la informacion ascendente. Esta regulacion puede exacerbar o disminuir la
informacion obtenida inicialmente en el receptor. A continuacidon daré algunos ejemplos de estos

mecanismos neuronales.

A. WIND UP

La estimulacion repetitiva de fibras C, origina un aumento del tamafio de los campos
receptivos, asi como de la respuesta de las neuronas nociceptivas espinales a los estimulos
periféricos. Este aumento progresivo en el numero de potenciales de accidn, provocados por
estimulos repetitivos, es denominado wind up (Mendell y Wall, 1965 y Figura 3), y esta
mediado por la liberacion de glutamato y sustancia P por medio de las aferentes primarias del
tipo de fibras C, las cuales actian sobre los receptores NMDA y NK-1 de las neuronas de

segundo orden (Dickenson, 1990).
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Neurona presinaptica

Figura 3. Fenomeno de wind up. Potenciales de accion en una aferente
Neurona postsinaptica primaria y sus respuestas correspondientes en la neurona de segundo

' orden. Se observa un incremento gradual y progresivo de las respuestas

postsinapticas provocadas por la neurona de primer orden.

El wind up es una caracteristica que presentan ciertas neuronas del asta dorsal y se encuentra al
realizar una estimulacion repetida con frecuencias entre 0.3 y 3 Hz en las fibras C. Después de
varios estimulos, el nimero de los potenciales de accion se incrementan progresivamente en las
neuronas de las astas dorsales, pues sufren un efecto de sumacion espacial y temporal. Los
potenciales de accion extras después de varios estimulos pueden tener latencias superiores a lo
esperado para fibras C, que son las fibras mas lentas (Gasser, 1950). Es asi que, después de ese
periodo de latencia, aun se pueden encontrar potenciales de accion. Como su latencia no
corresponde a ningun tipo de fibra, se le conoce como postdescarga. Es comun encontrar un
incremento en la postdescarga en neuronas que desarrollan wind up. Su existencia podria deberse
a la activacion sindptica recurrente provocada por el NO, tiempo después de la despolarizacion
original (Stanfa et al., 1996). O bien a la acumulacién de glutamato con la consecuente y

progresiva activacion de los receptores NMDA (Dickenson, 1995).

B. POTENCIACION A LARGO PLAZO (PLP)

Si se realiza una estimulacion a frecuencias mayores que las necesarias para desenmascarar las
neuronas que generan wind up (>20 Hz), se puede provocar otro mecanismo que también facilita
la transmision de informacion en la médula espinal. Este mecanismo es denominado potenciacion
a largo plazo, la cual se define como la sumacion temporal que produce la estimulacion de altas

frecuencias, que realiza modificaciones en las sinapsis resultando en un aumento de la eficacia
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sinaptica que persiste horas, dias, e incluso se vuelve permanente (Bliss y Lomo, 1973). Esta larga

duracion es una de las caracteristicas que distingue la PLP del wind up. (Tabla 4).

wind up Potenciacion a Largo Plazo
Induccion Estimulacion de baja frecuencia. Estimulacion de alta frecuencia.
Mecanismo Participacion del NO y Glutamato. | Participacion de NO vy glutamato,

Sintesis de nuevos receptores NMDA y

AMPA.
Aparicion Inmediata, aumenta a cada nuevo | Incremento después de varios minutos
estimulo. de la induccion.

Mantenimiento | Solo mediante estimulos continuos | Autonomo, no necesita la continuacidon

a baja frecuencia. de estimulos.

Duracion Breve, desaparece segundos | Larga, puede durar horas e incluso dias.
después de terminar la
estimulacion.

Tabla 4: Diferencias entre wind up y PLP.

Esta facilitacion se puede lograr en diferentes lugares del SNC, con un aumento en las respuestas,
derivadas de la misma estimulacion original. La PLP inicia con un incremento en la concentracion
de Ca™’, tanto en la célula presinaptica como en la postsinaptica. Después, en la neurona de
segundo orden se sintetizan receptores NMDA y NK-1 adicionales, (Britton, 1996). También
receptores NMDA y AMPA secuestrados en el citosol son llevados a la membrana celular con el
consecuente incremento de sensibilidad al neurotransmisor. EI NO participa igualmente como

neurotransmisor recurrente (Zhuo et al., 1998).

Los receptores NMDA estan asociados con el desarrollo de varios tipos de PLP. Procesos como
aprendizaje y memoria (PLP en hipocampo: Bliss y Lemo, 1973), asi como con estados de dolor
cronico (PLP en astas dorsales de la médula espinal), son eventos que los incluyen. Asi por
ejemplo, los antagonistas de receptores NMDA, como el MK-801 o la ketamina bloquean la
induccién pero no el mantenimiento de una PLP, previniendo, en caso de las astas dorsales, la

hiperalgesia inducida por lesion de las fibras C (Ma y Woolf, 1995).
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C. ELECTROESTIMULACION DEL NERVIO CIATICO

La estimulacion eléctrica de alta frecuencia de las fibras A-Delta y C (de 20 a 200 ciclos por
segundo), produce una PLP que puede ser registrada en neuronas de las astas dorsales. La
realizacion y duracion de la potenciacion depende criticamente de la frecuencia e intensidad de la
estimulacion y de los fenomenos de inhibicién (Sandkiihler, 2000). La maxima expresion de una
PLP puede tomar solo pocos minutos después de una electroestimulacion tetdnica o requerir mas
de 1 hora en estimulacion nociceptiva normal, y puede durar de 8 a 12 horas presente en las astas
dorsales o periodos mas largos en hipocampo, en procesos relacionados con memoria (Lynch,
2004). Liu y Sandkiihler (1997), realizando una estimulacién eléctrica de alta frecuencia en el
nervio ciatico (NC), observaron un incremento gradual en la amplitud del potencial de campo
intraespinal provocado por la activacion de las fibras C, de hasta 200%. Este incremento inicio
aproximadamente a la media hora a partir de los trenes de pulsos y se mantuvo hasta la

finalizacion del experimento, 8 horas después.

En experimentos conductuales se ha visto que después de una fuerte excitacion en un pequenio
nimero de fibras C se produce dolor intenso a los pocos minutos y con hiperalgesia que dura
varias horas. Si se excita una cantidad mayor de fibras nociceptivas, se produce hiperalgesia que
puede durar incluso semanas (Torregrosa, 1994; Dagnino, 1994). Asimismo Ying et al. (2006),
estimulando eléctricamente el NC en animales con libre movimiento produjo un aumento del
150% en la sensibilidad, al estimular mecénicamente con filamentos de Von Frey. Esta
hiperalgesia correlaciona con el incremento en el potencial de campo en fibras que transmiten la

informacion nociceptiva observado en el grupo electrofisiologico de Sandkiihler (2000).
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IV. VIAS DESCENDENTES Y MODULACION DE DOLOR

A. PERIFERICA

Existen diversos sistemas o pararreceptores encargados de modular la informacién aferente, es
este tipo de regulacion el que permite adaptar los drganos especiales sensoriales a diferentes
intensidades de estimulos. Tal es el caso del parpado o de las células mioepiteliales del iris que
regulan la cantidad de luz que incide en la retina. Igualmente lo es el musculo tensor del timpano,

que al contraerse disminuye la intensidad de la vibracion en el oido medio.

El filtrado de la informacién sensorial en general, asi como la nociceptiva, puede ocurrir antes del
receptor: El grosor de la piel en diferentes zonas del cuerpo modifica la percepcion del mismo. En
la neurona de primer orden el impulso nociceptivo puede verse modificado por cambios en la
temperatura, vascularizacion y alteraciones quimicas del lugar donde se produce la activacion
nociceptiva. Asi determinados estimulos, generalmente inocuos, pueden provocar dolor en ciertas
circunstancias debido a la sensibilizacion de los correspondientes receptores o a la activacion de

un sustrato neuronal no involucrado habitualmente en la transmision nociceptiva.
Evidencias recopiladas en los tltimos 50 afios han postulado a la médula espinal como un lugar
importante para esta modulacion de informacidn nociceptiva. Clasificandola con base a su origen,
la modulacion puede ser segmentaria (local), o por vias descendentes.

B. CENTRAL

B.I MODULACION SEGMENTARIA

Ocurre por circuitos intrinsecos de la médula espinal, confinados al mismo nivel o en niveles

cercanos a donde se recibe la informacion nociceptiva.
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Entre los mecanismos de control segmental se encuentra la teoria de la compuerta (Figura 4),
descrita por Melzack y Wall (1965), la cual postula que la estimulacion de fibras gruesas (no
nociceptivas) excita interneuronas inhibitorias, las cuales actiian sobre las células de proyeccion al
talamo, modulando asi los impulsos de las fibras delgadas (nociceptivas). Las fibras delgadas, por
su parte, pueden inhibir a las interneuronas espinales generando la persistencia del dolor. Este

sistema se postula a todos los niveles de la médula espinal.

Figura 4: Esquema que ilustra la teoria de la compuerta (Melzack y
Wall, 1965). El asta dorsal de la médula espinal presenta aferencias
activadas por informacién mecanica no nociceptiva (fibras A-Beta), y
nociceptivas (fibras C), las cuales realizan sinapsis con una
interneurona (I) antes de hacer relevo con la neurona de segundo
orden. Al estimular la fibra A-Beta, ésta activa (E) a la interneurona
la cual a su vez inhibe la transmision de informacidn nociceptiva de
la fibra C en la neurona WDR. Por otro lado la activacion de las
fibras C puede inhibir (I) a la misma interneurona y hacer persistente

la activacion de la neurona WDR.

B.2 MODULACION POR VIAS DESCENDENTES

La teoria del control central de la transmision aferente propuesta por Hernandez-Peon y Hagbarth
(1955), se basa en la observacion de que las funciones sensoriales podian ser deprimidas por
estimulacion de la formacion reticular. Este descubrimiento generd una gran linea de investigacion
sobre los mecanismos neuronales capaces de modular la informacion sensorial. Asi, en relacion
con el dolor, una de las primeras evidencias de esta modulacion sobre la informacion nociceptiva
fue dada por Reynolds (1969), quien describié como la estimulacion eléctrica del mesencéfalo,
particularmente de la sustancia gris periacueductal, producia analgesia en ratas. Este fendmeno fue
posteriormente confirmado al observar que permanecen las respuestas a estimulos no
nociceptivos (Mayer, 1971; Mayer y Lieberkind, 1974). La existencia de esta Analgesia por

estimulacion y el hecho de que invariablemente se producia a partir de la estimulacion de regiones
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cerebrales homologas en diferentes especies animales, constituyd una poderosa evidencia a favor

de la existencia de un sistema modulador del dolor. Mas tarde, se comprob6 que la administracion

de naloxona bloqueaba la analgesia producida por estimulacion eléctrica y que la inyeccion de

morfina en la sustancia gris periacueductal (SGP) daba lugar a la aparicion de analgesia

(Liebeskind y Besson, 1973).

A partir de estas y otras evidencias se puede clasificar dentro en varios grupos los distintos

sistemas descendentes que modulan la informacion nociceptiva:

B.2.1

B.2.2

SISTEMA CORTICOFUGAL
Formado por las proyecciones de las neuronas de las regiones paracentral y parietal
inferior del cortex (corticofugal directo) que descienden, fundamentalmente, por la via
piramidal contralateral para terminar en el asta posterior de la médula (Miller 1987,
Willis et al., 1997). Su mecanismo de modulacién parece estar relacionado con la
influencia presindptica sobre las aferencias primarias del tipo que describe la teoria de
la compuerta. También por dos vias descendentes paralelas, una actuando a través de
las neuronas reticuloespinales y otra a través de las neuronas endorfinicas de la SGP
(corticofugal indirecto). Su efecto parece estar relacionado con modificaciones en la

apreciacion de la estimulacion nociceptiva ligadas a cambios de atencion.

SISTEMA MESENCEFALOFUGAL
Integrado por un conjunto de neuronas dispuestas alrededor del acueducto de Silvio,
por ello llamada sustancia gris periacueductal. Esta recibe impulsos que ascienden por
el asta dorsal del SAL, ademas de los procedentes del sistema limbico y diencéfalo,
especialmente hipotdlamo (Bandler y Keay, 1996). Las proyecciones de la SPG
descienden y tienen un relevo a nivel bulbar, fundamentalmente en el nicleo magno
del rafe. Desde alli los axones se proyectan a través de los cordones posterolaterales
(fasciculo dorsolateral) hasta el asta posterior medular, donde hacen sinapsis con las
neuronas nociceptivas de las laminas I, II, V y VI, sobre las que ejercen una accion

inhibidora. Esta proyeccion esta mediada por serotonina (Oliveras et al., 1984; Fields,
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1987; Mogil et al., 1996), y activa interneuronas encefalinérgicas del asta dorsal, las

cuales inhiben la transmision de la informacion nociceptiva en este nivel.

B.2.3 SISTEMA RETICULOFUGAL
Se origina en neuronas de gran tamafio, localizadas en la zona media de la formacion
reticular pontobulbar, que descienden a través de los haces dorsolaterales medulares y
terminan en el asta posterior a nivel de las interneuronas. Estas interneuronas ejercen
una accion inhibidora sobre los aferentes nociceptivos periféricos a través de la
liberacion de adrenalina, dopamina y encefalinas. Se ha encontrado que este sistema de
control descendente se activa ante la elevacion de la concentracion de catecolaminas en
plasma, asi como en la distraccion. Su mayor eferencia se originada en el locus
coeruleus, que en su proyeccion inicial utiliza noradrenalina para mediar sus efectos,

para finalmente hacer sinapsis con interneuronas encefalinérgicas de la médula espinal.

Por otro lado, se ha descrito que un sistema descendente originado en neuronas oxitocinérgicas del
nucleo paraventricular del hipotdlamo (Magoun et al., 1940), también se encuentra participando en
la modulacion segmental de las respuestas neuronales nociceptivas (Shiraishi et al., 1995; Yirmiya
et al., 1990; Condes-Lara et al., 2003; Miranda-Cardenas et al., 2006, Condes-Lara et al., 2006).

Este sistema hipotalamo-medular es el objeto de estudio de la presente tesis.

En resumen, se puede afirmar la existencia de un sistema endogeno capaz de activarse ante la
presencia de estimulos nociceptivos, estimulacion eléctrica, administracion de opiaceos,
situaciones de estrés y otros factores responsables de la modulacion normal del dolor. Dicha
modulacién tendria lugar a varios niveles (bulbar, mesencefalico, cortical y medular) interviniendo
en ella neurotransmisores como la oxitocina, serotonina, noradrenalina, encefalina y

probablemente el sistema colinérgico.
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V. HIPOTALAMO Y OXITOCINA

Al hipotalamo se le relaciona mayormente con la integracion y el control del sistema nervioso
autonomo, asi como al inicio de los ejes neuroendocrinos para mantener la homeostasis. Los
mecanismos de modulacion del dolor se pueden considerar una parte de la homeostasis, al permitir

que la alarma, debida al dafio, mantenga las dimensiones adecuadas.

El hipotalamo es una porcion del diencéfalo, localizada como lo dice su nombre, por debajo del
talamo. Forma el piso y parte de la pared lateral del tercer ventriculo en cada uno de sus lados y
esta protegido parcialmente por la silla turca. Estd dividido en las regiones preoptica, supradptica,
tuberal y mamilar. La region supradptica, denominada asi por estar encima del quiasma Optico, es
en la que se encuentran los nticleos paraventricular, supradptico, supraquiasmatico e hipotalamico
anterior. El nucleo paraventricular (PV) consta de dos regiones: una parvocelular y otra
magnocelular, que tienen caracteristicas fisioldgicas diferentes. Las neuronas de la region
magnocelular, envian sus axones principalmente a la porcion posterior de la hipofisis (Gimpl y
Fahrenholz, 2001) donde la oxitocina (OT) y la vasopresina se almacenan y desde donde es
liberada al torrente sanguineo. Las neuronas de la region parvocelular envian axones a diferentes
lugares como hipocampo, sistema limbico y tallo cerebral. También se ha demostrado una
proyeccion directa a la médula espinal, con fibras predominantemente oxitocinérgicas (Saper et
al., 1976). Estas proyecciones llegan a las laminas I y II principalmente, aunque también a la zona

intermediolateral y medial o lamina VII de Rexed (Swanson y McKellar, 1979).

Por su parte, la OT es un neuropéptido de 9 aminoécidos, con un puente disulfuro entre dos
cistinas en posicion 1 y 6 (Du Vigneaud et al, 1953). Es un neuropéptido relacionado
filogenétiamente con la vasopresina, en distintas especies, los genes de OT y vasopresina estan en
el mismo locus cromosdmico pero son transcritos en direcciones opuestas. La distancia entre los
genes varia, siendo de 3 a 12 kilobases en el ser humano y en la rata. Este tipo de arreglo
gendmico puede resultar de la duplicaciéon de un gen comun ancestral, para después tener la

inversion de uno de los genes (Gimpl y Fahrenholz, 2001).

23



Se sabe que hay una gran homologia entre los receptores de OT y vasopresina, pero la afinidad de
la vasopresina en el receptor de la OT es muy baja: se necesita 100 veces la cantidad de
vasopresina para mimetizar el efecto, por lo cual la vasopresina se considera un agonista parcial de
la OT (Chini et al., 1996). El sitio de uniéon del agonista para los péptidos parece estar localizado
en una invaginacion estrecha, delimitada por un arreglo en forma de anillo en los dominios

transmembranales (Barberis et al., 1998).

El gen humano que produce la OT es llamado OT-neurofisina I, localizado en el cromosoma
20p13 en seres humanos (Rao et al., 1992), el cual transcribe 3 exones: en el primero se encuentra
la hormona y los primeros nueve residuos de la neurofisina, mientras que los otros dos exones
contienen el resto de los residuos que después componen a la neurofisina, es por ello que al ser

transcrito el gen se produce una preprohormona.

Esta preprohormona es sujeta a cortes y modificaciones, mientras es transportada por los axones a
la region donde serd liberada. Entonces la OT y la neurofisina son guardadas en vesiculas en los
axones terminales hasta que un impulso nervioso permite su liberacion. Al parecer la principal
funcién de la neurofisina, una proteina de 93-95 aminodacidos, es servir de transporte antes de ser

liberada. No se conocen otras funciones para este péptido (Renaud y Bourque, 1991).
La OT tiene una vida media de 20-30 minutos, dependiendo de la especie considerada. Es
sintetizada por las neuronas del nucleo PV del hipotalamo principalmente, en donde dos
poblaciones de neuronas oxitocinérgicas han sido identificadas:

e Neuronas de la region magnocelular, que liberan la OT a la circulacion general.

e Neuronas de la region parvocelular envian axones a diferentes sitios del SNC.
Debido a que la OT no atraviesa la barrera hematoencefalica (Takagi et al., 1985), no hay relacion

entre la liberacion de OT plasmatica y su efecto a nivel central (Takagi et al., 1985; Harris et al.,

1981). Asi, las proyecciones de las neuronas oxitocinérgicas de la region parvocelular serian las
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encargadas de modular la informacion nociceptiva a nivel de las astas dorsales superficiales

(Rousselot et al., 1990).

Los receptores a OT se han detectado en todos los segmentos de la médula espinal (Reiter et al.,
1994), restringidos a las ldminas superficiales y a la zona intermedio lateral de las astas dorsales

(Gimpl y Fahrenholz, 2001).

Existen diferentes vertientes en cuanto al mecanismo por el cual la OT actiia inhibiendo la
informacion nociceptiva en las astas dorsales de la médula espinal: Yu et al., (2003) ha postulado
que el mecanismo de accion de la OT esta mediado por opioides. También existen evidencias de
que la OT bloquea los efectos del glutamato liberado por las aferentes primarias (Condes-Lara et
al., 2003) y de que la proyeccion descendente hipotalamo-espinal media sus efectos
antinociceptivos a través de la activacion de interneuronas inhibitorias gabaérgicas en el asta
dorsal (Rojas-Piloni et al., 2007). Este sistema es difuso y proyecta a diferentes niveles de la

médula espinal (Condes Lara, 2007).

Estas neuronas oxitocinérgicas, con proyecciones a las ldminas superficiales del asta dorsal, han
sido la preocupacion desde hace varios afios del laboratorio de mi adscripcion y son las que

ocupan mi trabajo de tesis de maestria.
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CAPITULO 3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio del tratamiento del dolor neuropéatico es uno de los mayores desafios en el manejo del
dolor cronico y una de las areas mas prometedoras en la investigacion biomédica. Esto es debido a
su rebeldia al tratamiento y porque atin no se comprende bien su falta de regulacion homeostatica.
Aunque el dolor neuropatico es uno de los tipos de dolor mas frecuentemente encontrado en la

practica clinica, el éxito en su tratamiento permanece atn distante en muchas ocasiones.

Diversos autores han propuesto a la PLP en la médula espinal como un modelo tanto conductual
(Ying, 2006) como electrofisiologico (Liu y Sandkiihler, 1997) de dolor neuropatico. Por otro
lado, estudios conductuales y electrofisiologicos (Condes et al., 2003; Miranda-Cardenas et al.,
2006, Condes-Lara et al., 2006, Rojas-Piloni et al., 2007) muestran que tanto la administracion de
OT como la estimulacion eléctrica del nucleo PV, inhiben selectivamente las respuestas
nociceptivas en el asta dorsal de la médula espinal al activar la via oxitocinérgica hipotalamo-
espinal. Sin embargo, ain no se comprende perfectamente de que manera esta via oxitocinérgica

modula las respuestas nociceptivas en presencia de dolor cronico y neuropatia.

Con la intencion de explorar los mecanismos endogenos que modulan la sensacion de dolor,
mediados por la via descendente hipotdlamo-espinal, se decididé estudiar los efectos de la
estimulacion eléctrica del nacleo PV, asi como los de la aplicacion de OT intratecal, en la fase
maxima de una PLP realizada en las astas posteriores de la médula espinal. Ademas, en esta tesis
también se han analizado las respuestas nociceptivas conductuales en animales con libertad de
movimiento frente a un dolor neuropatico y el efecto conductual que tiene en la PLP la presencia

de OT intratecal y la estimulacion eléctrica del PV.
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1))

2)

CAPITULO 4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

La estimulacion eléctrica del PV, asi como la OT intratecal, provocardn una disminucion
en las respuestas nociceptivas durante la fase maxima del la PLP.
La estimulacion eléctrica del PV, asi como la OT intratecal previas a la electroestimulacion

del NC, prevendran la aparicion de la PLP.

OBJETIVO GENERAL

Determinar los efectos de la administracion de OT, asi como de la estimulacion eléctrica del

nucleo PV, sobre el desarrollo de la PLP provocada por la electroestimulacion del NC.

A.

I.OBJETIVOS PARTICULARES

EXPERIMENTO ELECTROFISIOLOGICO

Caracterizar los efectos de la PLP, provocada por la electroestimulacion del NC, sobre las
respuestas neuronales nociceptivas.

Cuantificar los efectos de la estimulacion del nucleo PV asi como de la administracion
intratecal de OT una vez establecida la PLP, al valorar las respuestas neuronales de las astas
dorsales de la médula espinal.

Cuantificar los efectos de la estimulacion del nucleo PV asi como de la administracion
intratecal de OT previo al establecimiento en una PLP, valorando las respuestas neuronales

de las astas dorsales de la médula espinal.
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B.

a)

b)

EXPERIMENTO CONDUCTUAL

Caracterizar los efectos de la PLP provocada por la electroestimulacion del NC valorando las
respuestas nociceptivas conductuales.

Cuantificar los efectos de la aplicacion intratecal de OT, asi como la estimulacion
eléctrica del nucleo PV, una vez establecida la PLP, en las respuestas nociceptivas
conductuales.

Cuantificar los efectos de la aplicacion intratecal de OT, asi como la estimulacion
eléctrica del nucleo PV, antes de establecer una PLP, en las respuestas nociceptivas

conductuales.
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CAPITULO 5. MATERIAL Y METODOS

I. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Los experimentos se llevaron a cabo con ratas macho de la cepa Wistar, de 250 a 300 g,
mantenidos en un ambiente a temperatura constante y con un ciclo de luz-oscuridad 12-12 hrs
(luces encendidas de 7 a 19 hrs), asi como agua y comida sin restriccion. Se utilizé esta cepa
debido a que en ella tanto la via oxitocinérgica hipotalamo-espinal, como los efectos
antinociceptivos de la OT se han descrito con anterioridad (Condes et al., 2003; Miranda-Cardenas

et al., 2006, Condes-Lara et al., 2006, Rojas-Piloni et al., 2007).

Los experimentos se dividieron como se expone en la Tabla 5, a continuacion:

(" a) Curativo Aplicacion de OT
Estimulacién del nucleo PV

Grupo Electrofisiologico <

b) Preventivo { Aplicacion de OT

- Estimulacion del nucleo PV
(" a) Curativo Aplicacion de OT
Estimulacion del nucleo PV
Grupo Conductual N
b) Preventivo Aplicacion de OT
\

Tabla 5: Descripcion de los diferentes paradigmas experimentales.
A GRUPO ELECTROFISIOLOGICO
En este grupo se estudiaron 45 ratas macho de la cepa mencionada y se analizaron el mismo

nimero de neuronas en registros extracelulares con la finalidad de conocer los efectos de la

estimulacion del NC sobre las células en estudio. De la misma forma, esta situacion permitio
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valorar los efectos de la aplicacion topica de OT o de la activacion de la via hipotalamica espinal
sobre las respuestas a la estimulacion del campo receptivo periférico que activa a las neuronas
registradas. Los experimentos se realizaron en animales anestesiados con una mezcla de 1.5% de
halotano, 66% de 6xido nitroso y el resto de oxigeno. Durante todo el procedimiento experimental
se verificaron los gases y mediante una bomba acoplada a una cénula y por medio de una
traqueotomia, la respiracion fue asistida. La temperatura corporal se mantuvo constante por medio
de un serpentin circulante de agua a 37° C. También se verifico durante toda la sesion
experimental la frecuencia cardiaca, y el electrocorticograma permitio valorar la profundidad de la

anestesia y el estado general de las ratas.

I. COLOCACION DEL ELECTRODO DE ESTIMULACION EN EL NUCLEO PV

Después de colocar a la rata anestesiada en el aparato estereotaxico, se retird la piel y el tejido
celular subcutaneo de la parte superior del craneo. Se us6 un taladro dental para realizar dos
pequefios agujeros donde se colocaron electrodos de plata con punta roma para registrar el
electrocorticograma. La sutura lambda fue tomada como punto de referencia externo para verificar
las coordenadas basadas en el atlas estereotaxico para la rata de Paxinos y Watson (1998. Eje AP:
7.2 mm, lateral: 0.45 mm, altura: 2.0 mm), establecidas para realizar la craneotomia y colocar un
electrodo bipolar en el nucleo PV izquierdo. Durante un breve periodo de tiempo, el electrodo
bipolar fue posicionado 1 mm por arriba del PV y se colocod en su lugar cuando la preparacion
experimental estuvo lista, es decir, en el momento en que se caracterizé la actividad eléctrica de

una célula de la médula espinal en registro.

II. REGISTRO EXTRACELULAR EN LA MEDULA ESPINAL

Los animales de experimentacion fueron fijados de la columna vertebral por medio de un
sujetador metalico y se expuso la médula espinal por medio de una laminectomia en el
ensanchamiento lumbar (L4 — L5). Los registros de la actividad unitaria extracelular se realizaron
por medio de micropipetas de vidrio con una resistencia de 8§ a 12 MQ, conteniendo azul de
pontamina al 4% en una solucién de KCI 1M. Se estudiaron tinicamente neuronas de amplio rango

dindmico, registrando y amplificando las sefiales electrofisiologicas, al tiempo en que se filtraban
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las frecuencias por debajo de 300 y superiores a 3000 Hz. Las micropipetas se colocaron en el asta
dorsal izquierda, descendiendo lentamente por medio de un micromanipulador, hasta que fueron
registrados los potenciales de accidon correspondientes a una neurona. Entonces se procedid a
buscar la zona periférica que al ser estimulada provocara respuestas neuronales que fueran
registradas en la micropipeta. Cuando se determino el campo receptivo de la neurona registrada, se
colocaron dos electrodos en la piel y el tejido subcutdneo de la regioén plantar y se estimulo el
campo periférico correspondiente, por medio de pulsos eléctricos de 1 milisegundo de duracion a
0.5 Hz, provenientes de una unidad de aislamiento. La estimulacion eléctrica fue determinada
dando pulsos progresivamente mas intensos, entre 0.1 y 1.5 mA con un intervalo de 0.1 mA cada
vez, hasta alcanzar el umbral de activacion de las fibras C. Una vez alcanzado ese umbral, se
aplicaron 20 estimulos, con una intensidad 3 veces mayor a la necesaria para activar las fibras C,
cada 10 minutos. Entonces se clasificaron las respuestas electrofisioldgicas de neuronas de amplio

rango dinamico de las astas dorsales de la médula espinal con base a sus latencias.

III. ELECTRODO DE ESTIMULACION EN EL NERVIO CIATICO

Se realiz6 una incision en la parte lateral del muslo izquierdo, se disecd por planos hasta visualizar
el nervio ciatico, el cual se cubrié con aceite mineral y se coloco en la regiéon media del NC un
electrodo bipolar de plata para realizar la electroestimulacion, cerrando posteriormente por planos
y conectando el electrodo bipolar a una unidad de aislamiento. Después de realizar 3 series de
estimulacion en el campo periférico, se realizd una estimulacion eléctrica del NC utilizando 20
trenes de estimulos con pulsos de 1ms a 100 Hz y con una duracion de 2 segundos, con un
intervalo de 10 segundos entre cada tren. Estos mismos parametros fueron utilizados por Ying et

al (2006) para generar una PLP de las respuestas nociceptivas en la rata.

IV. ESTIMULACION DEL NUCLEO PV

Para cuantificar los efectos de la estimulacién del nucleo PV una vez establecida la PLP, se
estimuld eléctricamente este nicleo 90 minutos después de la estimulacion eléctrica del NC, con
un tren de pulsos de 1ms a una frecuencia de 60 Hz y 6 segundos de duracion. Por otra parte, para

cuantificar los efectos de la estimulacion del nticleo PV previos al establecimiento en una PLP se
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procedid a estimular este nucleo durante un segundo a 60 Hz con pulsos de 1 milisegundo, previo
a cada uno de los 20 trenes de estimulacion del NC. En ambos casos se realizo la
electroestimulacion por medio de un electrodo bipolar y con una intensidad de 300 pA (Yirmiya et
al., 1990; Condes-Lara et al., 2006; Rojas-Piloni et al, 2007). De esta forma, se cuantificd el
nimero de respuestas obtenidas al estimular el campo periférico 1 minuto después de la
estimulacion del nicleo PV y se continud estimulando el campo periférico cada 10 minutos con

los mismos parametros.

V. ADMINISTRACION DE OT EN LA MEDULA ESPINAL

Con el objeto de conocer los efectos de la OT en la fase maxima de la PLP se administro ésta de
forma intratecal (50 puL, 10 uM) a los 90 minutos de la estimulacion eléctrica del nervio ciatico.
También se estudid el efecto de la OT previo a la estimulacion del NC, al administrar la misma
cantidad de OT intratecal después de las 3 series de estimulacion control y 15 minutos antes de la
estimulacion eléctrica del NC. En ambos casos, posterior a la administracion intratecal de OT se
continud estimulando el campo periférico cada 10 minutos, finalizando el registro 130 minutos

después de la estimulacion del NC.

VI.  LOCALIZACION DE LOS SITIOS DE ESTIMULACION Y REGISTRO

Al final de cada experimento se realizoé una lesion electrolitica en el nticleo PV por medio de la
aplicacion de corriente directa (100 pA por 10 segundos). Ademas se realizd un marcaje
iontoforético en los sitios de registro de las astas posteriores con el azul de pontamina contenido
en la micropipeta, la cual fue conectada a una fuente de corriente directa (15-20pA por 15

minutos), para su posterior verificacion histologica.

VII.  ANALISIS DE LOS REGISTROS DE LA ACTIVIDAD UNITARIA EXTRACELULAR

Las sefiales electrofisiologicas registradas se digitalizaron utilizando el sistema Spike 2 para
almacenar y analizar las respuestas obtenidas en el grupo electrofisioldgico. De esta forma se

construyeron histogramas de frecuencias periestimulo. Las respuestas se separaron por su
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velocidad de conduccion, y se valoraron los potenciales de accidon que ocurrieron en una latencia
especifica (A-Beta 0-20 ms; A-Delta 20-90 ms; fibras C, 90-300 ms; y postdescarga, 300-800 ms).
Se contabiliz6 el numero de respuestas correspondientes a la activacion de las diferentes fibras a

intervalos de 10 minutos, para analizar sus variaciones a través del tiempo.

VIII. ANALISIS ESTADISTICO

Se cuantificd el niimero de respuestas neuronales correspondientes a cada tipo de fibra, y se
compardé el numero de potenciales de accion segun el tipo de fibra, se consideré como diferencia
estadisticamente significativa una p<0.05. Debido a que los datos son continuos y cumplen con
una distribuciéon normal, se utilizaron en los grupos electrofisioldgicos dos tipos de pruebas
estadisticas, para comparar las diferencias en los puntajes de los distintos grupos experimentales:
un test de Student no pareado, para comparar entre grupos experimentales y controles, y una
ANOVA de una via con post-hoc de Tukey cuando fue necesario comparar entre mas de dos
grupos. Los resultados fueron mostrados como porcentaje de cambio + error estdndar (EE), se

considerd como diferencia estadisticamente significativa una p<0.05.

B. GRUPO CONDUCTUAL

En este grupo se estudiaron 64 ratas macho de la cepa Wistar, en las cuales se analizaron los
efectos conductuales (reflejo de retirada por estimulacion en las patas posteriores) frente a
estimulos nociceptivos térmicos y mecanicos, antes y después de la estimulacion del NC. La
preparacion de los animales se apegd a los lineamientos recomendados por la IASP
(Zimmermann, 1983) y por el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia de la Universidad

Nacional Auténoma de México.

Ademas, este grupo conto6 con los siguientes subgrupos de falsos operados:

1) Con exposicion del NC pero sin realizar la electroestimulacion.

2) Colocacion de la canula intratecal, pero inicamente administrando solucién salina a través
de ella.

3) Colocacion del electrodo bipolar en el nucleo PV, pero sin realizar la electroestimulacion.
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L. COLOCACION DE LA CANULA INTRATECAL

Se realizaron mediciones control de las latencias a los estimulos nociceptivos en todos los
animales durante tres dias. Posteriormente, se eligieron al azar los animales control,
experimentales y falsos operados, en estos dos Ultimos subgrupos los animales se anestesiaron por
medio de la aplicacion intraperitoneal de ketamina-xilacina 7:1. Cada una de las ratas se coloco en
el aparato estereotaxico, para hacer una incision en la region posterior del cuello y asi visualizar el
espacio atlantooccipital, por donde se introdujo una canula de polietileno (PE10) en el espacio
subaracnoideo hasta llegar al nivel del ensanchamiento lumbar (L4-L5), dicha canula tuvo la
finalidad de efectuar inyecciones intratecales en este nivel. Se verificé la posicion de la canula de
forma funcional, aplicando 8 puL de lidocaina simple al 2% y observando el déficit motor temporal
en los miembros inferiores. Posteriormente, al momento de la perfusion, se verifico la posicion de

la punta de la canula de forma visual.

1. COLOCACION DEL ELECTRODO DE ESTIMULACION EN EL NUCLEO PV

5 dias posteriores a la colocacion de la canula intratecal se anestesiaron nuevamente los animales
con ketamina-xilacina 7:1, se colocaron en el aparato estereotaxico y se realiz6 una incision a lo
largo de la sutura interparietal. Se wusaron las mismas coordenadas que en el grupo
electrofisioldgico para realizar una craneotomia y colocar un electrodo bipolar en el nucleo PV
izquierdo. El electrodo fue posteriormente fijado con acrilico dental y se realiz6 el cierre de la piel

y tejido subcutaneo alrededor del electrodo.

III. ESTIMULACION EN EL NERVIO CIATICO

Al dia siguiente de la colocacion del electrodo en el nicleo PV, los animales se anestesiaron de
forma gaseosa y se realizo la misma intervencion quirtrgica para la exposicion del nervio cidtico
y la misma electroestimulacién que con grupo electrofisioldgico. Después se suturaron por planos

los diferentes muisculos, y en la piel se utilizé sutura no absorbible.
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IV. ESTIMULOS MECANICOS Y TERMICOS

A partir de la estimulacion eléctrica del NC se cuantificaron diariamente, por espacio de 10 dias,
las respuestas de retirada a estimulos nociceptivos en la superficie plantar de las patas posteriores,
provocadas por la estimulaciéon mecénica, por medio de filamentos de Von Frey, o térmica por
medio de la evaporacion de acetona (alodinia por frio). Los resultados de las pruebas fueron

comparados con los obtenidos en animales control o falsos operados.

Se coloco a los animales en experimentacion en cubiculos individuales de acrilico con piso de
malla metalica la cual permite acceso a las patas posteriores. Después de un periodo de
habituacion (10 minutos) se procedid a estimular las plantas de las patas posteriores con los
diferentes filamentos de Von Frey graduados en gramos fuerza (g) en al menos seis ocasiones con
intervalos de cinco segundos entre cada aplicacion, o se aplico una gota de acetona en el dorso de
las patas posteriores para después evaluar la reaccion al estimulo, permitiendo asi observar el
desarrollo de la alodinia y de la hiperalgesia en los animales neuropaticos y comparar los valores
con los obtenidos al administrar en forma intratecal OT, antagonistas especificos de la OT o la

estimulacion del nucleo PV.

V. ESTIMULACION DEL NUCLEO PV Y APLICACION INTRATECAL DE OT

Se realizaron dos sesiones de estimulacion nociceptiva por dia, siendo utilizada la primera para
registrar el curso temporal. En la segunda sesion, aproximadamente 30 minutos después, en un
subgrupo se aplicé OT intratecal (8uL, 10uM) o fue estimulado el nucleo PV previo a los
estimulos térmicos y mecanicos con los mismos pardmetros utilizados en el grupo
electrofisiologico. También se utilizé vasotocin tirosilamida, un antagonista especifico de la OT
(AOT) (CHy)s[Tyr(Me),, Thrs, Tyr-NH;], el cual es un péptido que no compite con el sitio de
union de la OT (Elands et al., 1998).

Para conocer los efectos de la aplicacion de OT previo a la electroestimulacion del NC, se aplico
¢ésta por medio de la canula intratecal (8uL, 10uM), 15 minutos antes de electroestimular el NC.
Posteriormente en este subgrupo solo se aplicaron los estimulos mecdnicos y térmicos, sin

estimular eléctricamente el nticleo PV o la aplicacion de farmacos intratecales.
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VI.  LOCALIZACION DE LOS SITIOS DE ESTIMULO Y APLICACION INTRATECAL

Transcurridos los 10 dias de experimentos se aplico una sobredosis de pentobarbital a los animales
de experimentacion. Al entrar éstos en anestesia profunda se realiz6 una lesion electrolitica en el
nucleo PV por medio de la aplicacion de corriente directa (100pA por 10 segundos), para su
posterior fijacion, extraccion de encéfalo y su verificacion histologica. El lugar de aplicacion
intratecal fue verificado visualmente en la médula espinal por medio de la inyeccion de Sul de

azul de pontamina posterior a la perfusion.

C. HISTOLOGIA

Una vez realizadas en los grupos electrofisiologico y conductual las lesiones electroliticas en el
nucleo PV y/o los marcajes con azul de pontamina en las astas posteriores de médula espinal, se
realizd la fijacion de los tejidos con formaldehido al 10%, para después efectuar cortes
histologicos de cerebro y médula espinal (40 micras). Asi, se realizaron las reconstrucciones de los

sitios de estimulacion y registro.

D. ANALISIS ESTADISTICO

Se cuantificaron las respuestas a estimulos mecanicos y térmicos. En los primeros se midio el
umbral en gramos hasta el retiro de la pata. En el caso de los estimulos térmicos se analizo el
porcentaje de respuestas positivas. Esta retirada puede manifestarse levantando la pata lenta o
rapidamente, acompafiado o no de sacudidas, lamidas de la pata, conducta de escape o
vocalizacion. Debido a que los datos son discretos y que no cumplen con una distribucion normal,
se utilizaron en los grupos conductuales dos tipos de pruebas estadisticas: un test de Mann-
Whitney para comparar entre grupos experimentales y controles, y una ANOVA no paramétrica
de Kruskal-Wallis con post-hoc de Dunn’s cuando fue necesario comparar entre mas de dos

grupos.
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CAPITULO 6. RESULTADOS

I.  GRUPO ELECTROFISIOLOGICO

Se cuantificaron los registros electrofisiologicos obtenidos en 45 neuronas de amplio rango

dindmico, en las cuales se registraron sus respuestas y se analizo el efecto de la estimulacion

del nucleo PV o la aplicacion de OT en diferentes paradigmas experimentales.

Subgrupo n Descripcion

PLP + PV 15 | La estimulacion eléctrica del nucleo PV se realizd 90 minutos

después de la electroestimulacion del NC.

PLP +OT 9 | La administracion de OT intratecal se realizo 90 minutos después de

la electroestimulacion del NC.

PV previo a NC 7 | La estimulacion eléctrica del nlcleo PV, precedid a la

electroestimulacion del NC.

OT previo a NC 7 | La administracion de OT intratecal se realizo 15 minutos previa a la

electroestimulacion del NC

Control 7 | Se colocaron electrodos, pero no se realizd estimulacion eléctrica

del NC ni del ntcleo PV, tampoco se administré OT intratecal.

A. POTENCIACION A LARGO PLAZO

La caracterizacion de la PLP con registros electrofisiologicos, se realizd con el primer subgrupo
(PLP + PV), en donde se analizé el nimero de potenciales de accion unitarios obtenidos como
respuesta de 20 estimulos al campo receptivo neuronal. De esta manera, cada secuencia de 20
estimulos constituy6 una serie; para calcular las respuestas control se promediaron las 3 series de
estimulaciones al campo periférico con un intervalo de 10 minutos entre cada serie. Este valor
promedio fue normalizado al 100%. Después se realizo la evaluacion de los efectos causados por
la electroestimulacion del NC, estimulando el campo periférico cada 10 minutos, durante 80

minutos (Figura 5). Los datos asi obtenidos fueron almacenados para su posterior analisis.



Figura 5. Arriba: Linea de
tiempo del grupo
electrofisiologico: realizacion
de 3 controles, para
posteriormente  estimular el

NC y continuar con registros

€0 0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000 en astas dorsales Cada 10

minutos, a la vez que se

Control %HM estimula el campo periférico.
Abajo: Registros en momentos
PLP mostrando 12 respuestas

30 min PLP

80 min PLP

provocadas por la estimulacion
del campo periférico. Se puede
observar un incremento gradual
y uniforme en el numero de

estas respuestas.

Se pudo observar que posterior a la estimulacion eléctrica de alta frecuencia del NC, hubo un

incremento gradual en el niimero de respuestas neuronales provocadas por la estimulacion del

campo receptivo periférico en todas las neuronas registradas. Este incremento fue del 74.70% al

minuto 80, en contraste con el subgrupo control que mantuvo sus respuestas cercanas a los niveles

basales (Figura 6), econtrandose una diferencia significativa desde el minuto 40 posterior a la

estimulacién del nervio ciatico.
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Figura 6: Porcentaje de cambio,
respecto al basal (100%), del total de
las respuestas registradas en médula
espinal después de la
electroestimulacion del NC (rojo),
comparada contra los experimentos
controles (azul). Media£EE. *p<0.05,

T de Student no pareada.
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El anélisis fuera de linea permitio separar las respuestas neuronales de acuerdo a su velocidad de
conduccion, y se valoré el nimero de potenciales de accion que ocurrieron en las latencias
correspondientes a la activacion de las fibras A-Beta, A-Delta y C, ademas de la postdescarga. De
esta manera, se compararon las respuestas provocadas por la estimulacion de cada tipo de fibra

antes y después de la estimulacion del NC.

Las respuestas provocadas por la estimulacion de las fibras A-Beta no sufrieron un incremento con
respecto a su nivel basal, a los 80 minutos de la electroestimulacion del NC. En el caso de las
respuestas provocadas por la estimulacion de las fibras A-Delta se encontrd un incremento gradual
y progresivo, después de la estimulacion del NC, el cual fue estadisticamente significativo
(p<0.05) a partir del minuto 40; este aumento progresivo en el porcentaje de respuestas fue de
60.014+31.64%, a los 80 minutos de la estimulacion del NC. En las respuestas provocadas por la
activacion de fibras C se observo un aumento del 44.28+13.10% con respecto a su nivel basal, la
diferencia estadistica (p<0.05) se encontr6 desde el minuto 30 después de la estimulacion del NC.
En la postdescarga el incremento fue de 184+98% al minuto 80 y la diferencia estadistica (p<0.05)

se observo a partir del minuto 30 posterior a la estimulacion del NC (Figura 7).
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Figura 7: Comparacion porcentual de las respuestas provocadas por la estimulacion de las diferentes fibras (A-Beta,
A-Delta y C, asi como postdescarga). Notese que, en el caso de las fibras A-Beta, no existen cambios significativos, a
diferencia de las fibras A-Delta (cambio significativo desde el minuto 40), C (significancia desde el minuto 30) y

postdescarga (diferencia significativa desde el minuto 30). MediatEE. *p<0.05, T de Student no pareada.



B. EFECTOS DE LA ESTIMULACION ELECTRICA DEL NUCLEO PV SOBRE LAS
RESPUESTAS NEURONALES (SUBGRUPO PLP + PV)

En el subgrupo PLP + PV (n=15) una vez transcurridos 90 minutos desde la electroestimulacién
del NC, se estimulo eléctricamente el nucleo PV ipsilateral. De esta manera comparamos el
numero de respuestas 10 minutos antes, 1 minuto y 10 minutos después de la estimulacion del
nicleo PV. Asi, encontramos un decremento transitorio en el nimero de potenciales de accion
correspondientes a las respuestas provocadas por la estimulacion de fibras aferentes nociceptivas,

sin modificar las respuestas no nociceptivas (Figura 8).

PLP + PV Figura 8: Curso temporal en
350% porcentajes de una PLP segun el
300% —e—post.p | tipo de fibra, estimulando
Zg 250% eléctricamente el nucleo PV al

] .
E 200% Ad minuto 90. Se observa un
@ . ——C decremento en todas las fibras
g 120% hasta aproximadamente el 50%,
§ 100% ——Ab excepto en las A-Beta. Debido a
50% que las barras de error se
0% sobrelapan no se han incluido en

NC 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 esta figura.
Minutos (PV)

La estimulacion eléctrica del nucleo PV provocd un decremento transitorio, estadisticamente
significativo (p<0.05): 70.33+7.73% en las respuestas provocadas por la estimulacioén de fibras A-
Delta, 64.55+7.60% en las respuestas secundarias a la activacion de fibras C, y 79.96+29.4% en la
postdescarga. No se encontrd diferencia estadistica en las respuestas provocadas por estimulacion
de fibras A-Beta. Sin embargo, 10 minutos posteriores a la estimulacion del nicleo PV, el numero
de respuestas provocadas por la estimulacion de las fibras nociceptivas regresaron al nivel que

presentaban al minuto 80 (Figura 9).
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C. APLICACION DE OT POSTERIOR AL DESARROLLO DE UNA POTENCIACION A
LARGO PLAZO (SUBGRUPO PLP + OT)

En el subgrupo (PLP + OT; n=9) el efecto de la OT (50 pL, 10 uM) fue analizado al aplicarlo

intratecalmente 90 minutos después de la estimulacion al NC. De esta forma, se observo

decremento en las respuestas de las fibras que transmiten informacion nociceptiva el cual se

revirtié completamente 40 minutos después de la aplicacion de OT (Figura 10).
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Figura  10:  Curso
temporal de la PLP por
tipo de fibra. Al minuto
90 se aplico 90 OT
intratecal. Se observa
un decremento en todas
las fibras por debajo de
los valores encontrados
antes de estimular el
NC, exceptuando las
fibras A-Beta.
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Hasta el minuto 80 posterior a la electroestimulacion del NC, no se registré un incremento en las
respuestas provocadas por la estimulacion de las fibras A-Beta, a diferencia de las respuestas
secundarias a la activacion de las fibras A-Delta, con un incremento de 148.8+72.6%, C
(129.4+£51%) y en la postdescarga (181.8+75.5%) en donde se encontré una franca diferencia

estadistica (p<0.05).

Después de la aplicacion de la OT se observd un decremento gradual en el porcentaje de las
respuestas, llegando a su punto minimo 20 minutos después de la aplicacion de OT. Las respuestas
provocadas por la estimulacion de las fibras A-Beta no presentaron disminucion, mientras que en
las respuestas de las fibras A-Delta, C y en la postdescarga el decremento fue de 164.8%, 143.2%
y 230.6% respectivamente (p<0.05). 60 minutos después de la aplicacion de la OT, se

recuperaron los valores observados antes de la aplicacion de OT (Figura 11).

200% ApllCHClon de OT Figura 11: Comparacion de las
(s
respuestas 10 minutos antes de

o 350% , ) ,
2 aplicar la OT, asi como 20 minutos y
$ 300% J I = 10 min , ) _
=3 -l- antes 40 minutos después. Se aprecia una
LY 0 1 1 |
p 250% diferencia  significativa en las
. 200% - I [ . : respuestas de las fibras A-Delta, C
& * % 20 min » LY
g 150% ——— | W | @ desp en la postdescarga. Media+EE,
o
& 100% — I — T o A B I = *p<0.05 al comparar 20 minutos

50% - L L1 — S T "™A40min | después vs 10 minutos antes y 40

des .
0% P minutos después. ANOVA, Tukey
A-Beta  A-Delta  FibrasC PD post-hoc.
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D. PREVENCION DE LA POTENCIACION A LARGO PLAZO

En esta parte se englobaron los resultados de los subgrupos OT previo a NC y PV previo a NC. En
el primer subgrupo la aplicacion de OT se realiz6 de forma intratecal 15 minutos antes de realizar
la PLP. Asi mismo en el segundo la electroestimulacién del NC fue precedida por un estimulo

eléctrico en el nucleo PV ipsilateral.

D1. PREVENCION POR APLICACION INTRATECAL DE OT

Se analizaron los registros electrofisiologicos de 7 neuronas de amplio rango dindmico, realizando
3 series de estimulacion control para obtener el nivel basal. Posteriormente, se aplico
intratecalmente 50 pL de OT (10 uM) 15 minutos antes de realizar la electroestimulacion del NC.
De esta manera, se estimuld el campo periférico a intervalos de 10 minutos de la misma forma que
los grupos anteriores, para posteriormente realizar un andlisis fuera de linea de las respuestas
neuronales obtenidas.

Se observo que, en presencia de OT, posterior a la estimulacion eléctrica de alta frecuencia del NC
las respuestas totales provocadas por la estimulacion del campo receptivo se mantuvieron iguales a
los valores encontrados en el subgrupo control (Figura 12) encontrando una diferencia
significativa al comparar el subgrupo PLP contra el subgrupo OT previo a NC a partir del minuto

20 posterior a la electroestimulacion del NC.

Control  =fl=PLP #—OT previo a NC
200%

* * Figura 12: Porcentaje del total de las
T k *

180%

respuestas registradas en médula

160%

espinal al realizar una PLP, comparada

140% contra el subgrupo control y al aplicar

OT intratecal 15 minutos antes de

120%

realizar una electroestimulacion del
NC. Media£EE. *p<0.05 en PLP vs.
OT previo a NC. ANOVA, Tukey

post-hoc.
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Figura 13: Comparacion en porcentaje de las respuestas provocadas por la activacion de las fibras A-Beta, A-Delta y
C, ademas de la postdescarga, al aplicar OT intratecal antes de la estimulacion eléctrica al NC. Notese que no hay una
diferencia entre los grupos en las fibras A-Beta, sin embargo, se encuentra diferencia significativa a partir del minuto
20 en las respuestas provocadas por la activacion de las fibras A-Delta y C y a partir del minuto 10 en la postdescarga.

Media+EE, *p<0.05 en subgrupo NC vs. NC + OT. ANOVA, Tukey post-hoc.

Al realizar una separacion de los diferentes componentes de las respuestas a los estimulos del

campo periférico, segiin su velocidad de conduccion, (fibras A-Beta, A-Delta y C, asi como
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postdescarga) y comparar las respuestas de cada tipo de fibra con los datos obtenidos con los
subgrupos PLP + PV y control (Figura 13), se encontr6 que las respuestas provocadas por la
activacion de las fibras A-Beta no se modificaron. Sin embargo, las respuestas correspondientes a
la activacion de las fibras A-Delta y C mostraron un decremento significativo (p<0.05) desde el
minuto 20 de la estimulacion del NC, al comparar con el subgrupo que desarroll6 la PLP. En la
postdescarga encontramos una disminucion significativa desde el minuto 10 posterior a la
estimulacion eléctrica del NC. Al comparar el subgrupo OT previo PLP con el subgrupo control se
encontrd una diferencia en los minutos 10 y 20 para las respuestas provocadas por la estimulacion

de a las fibras A-Delta, y para el minuto 20 en el caso de la postdescarga.

Si se observa el porcentaje de respuestas obtenidas 90 minutos después de la estimulacion del NC,
podemos apreciar una diferencia de los subgrupos OT previo NC y Control, contra el subgrupo
donde se desarroll6 la PLP, excepto en las respuestas secundarias a la activacion de las fibras A-

Beta. No se observo diferencia alguna entre los subgrupos control y OT previo NC (Figura 14).

Figura 14: Grafica en porcentaje de los
H Control PLP B OT previo NC

450% cambios ocurridos en el nimero de
400% * potenciales de acciéon 90 minutos
350% después de estimular el NC. Noétese que
300% en el subgrupo donde se aplico OT,
250% previa a la estimulacion del NC, las
200% i * 1 respuestas no se incrementaron. Se

aprecia una diferencia significativa en el

150% I
porcentaje de respuestas entre el

100% - I T T T
50% - | subgrupo que desarroll6 la PLP y en el
i que se aplico OT. Media+EE, *p<0.05
- "
AP AS C

0%
Post-D | ® PLP vs OT previo NC. ANOVA,

— Tukey post-hoc.
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D2. PREVENCION POR ESTIMULACION ELECTRICA EN EL NUCLEO
PARAVENTRICULAR

En el subgrupo PV previo NC (n=7) se analizaron los registros electrofisiologicos, tomando las 3
primeras secuencias de estimulos como control y comparandolos contra las respuestas obtenidas
después de estimular eléctricamente el NC condicionado por la estimulacion eléctrica en el nticleo
PV (ver métodos). De esta forma se realizaron series de estimulacion del campo periférico a
intervalos de 10 minutos durante 130 minutos, y se contabilizé el nimero de respuestas neuronales

obtenidas en cada serie.

Se observo que las respuestas totales provocadas por la estimulacion del campo receptivo no se
incrementaron respecto a los grupos control, pero si se encuentra una diferencia significativa al
comparar el subgrupo PLP contra el subgrupo PV previo a NC desde el minuto 20 posterior a la

estimulacion del NC (Figura 15).

Control . . .
200% ontro * ¥ Figura 15 Porcentaje de cambio
180% PLP T * * T respecto al control (100%), del total
. *
Le0% =d=PVprevioaNC T " | | de las respuestas registradas en
140% *_ " 1 médula espinal al realizar una PLP,
comparada contra el subgrupo control
120%
y al realizar una estimulacion
100% _ _
eléctrica del PV justo antes de la
80% . .
’ electroestimulacion del NC.
0,
60% Media+EE. *p<0.05 en PLP vs. PV
40% ' ' ' ' ' ' ' ' previo a NC . ANOVA, Tukey post-
Estim 10 20 30 40 50 60 70 80

hoc
NC

También se realizd una separacion de los diferentes tipos de respuestas segin su velocidad de
conduccion y se compararon las respuestas de cada tipo de fibra contra el subgrupo que desarroll6
la PLP y el subgrupo control. En las respuestas provocadas por la activacion de las fibras A-Beta

no se encontr6 una diferencia. Sin embargo, en las respuestas secundarias a la estimulacion de las
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fibras A-Delta y C asi como en la postdescarga, se obtuvo una diferencia (p<0.05) a partir del

minuto 10, al comparar el subgrupo PV previo PLP con el subgrupo que desarrollo la PLP (Figura

16).
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Figura 16: Comparacion en porcentaje de las respuestas provocadas por la activacion de las fibras A-Beta, A-Delta, C
y postdescarga, al estimular eléctricamente el ntcleo PV antes de electroestimular el NC. Notese que no hay una
diferencia entre los grupos control y experimentales en el caso de las fibras A-Beta, a diferencia de lo encontrado en
las respuestas provocadas por la estimulacion de las fibras A-Delta y C, ademas de la postdescarga. Media+EE,

*p<0.05 en Control vs. PLP. #p<0.05 en Control vs. PV previo a NC. ANOVA, Tukey post-hoc.



Asimismo se encontr6 una diferencia estadistica (p<0.05) al comparar el subgrupo PV previo NC

contra el subgrupo control. En el caso de las respuestas secundarias a la activacion de las fibras A-

Delta esta diferencia fue significativa los minutos 10 y 20 posterior a la estimulacion del NC, en

las respuestas de las fibras C, se mantuvo la diferencia del minuto 10 al 30, y en la postdescarga

solo se vio en el minuto 20.

Al observar el nimero de respuestas obtenidas 90 minutos después de la estimulacion del NC,

podemos apreciar una diferencia estadistica entre los subgrupos PV previo NC y Control, contra el

subgrupo que desarroll6 la PLP, exceptuando las fibras A-Beta. No se observa diferencia entre los

subgrupos PV previo NC y Control (Figura 17).
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Figura 17: Grafica de porcentaje de
cambio 90 minutos después de estimular
el NC con respecto a los niveles
encontrados antes de estimular el NC.
Notese que en el subgrupo PV previo NC
las respuestas no se incrementaron.
Media+EE, *p<0.05. PLP vs PV previo
NC y Control. ANOVA, Tukey post-hoc.
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I1. GRUPO CONDUCTUAL

Los andlisis se realizaron con distintos paradigmas, separando los subgrupos experimentales:

.

’(

I

'ﬁ<

|
!

~

Subgrupo | n Descripcion

PLP-mec 16 Medicion del umbral de respuesta provocado por estimulos mecanicos

utilizando filamentos de Von Frey, posterior al estimulo eléctrico del NC.

Exp-mec 8 Medicién del umbral de respuesta provocado por estimulos mecanicos

posterior al estimulo eléctrico del NC, y se analizaron los efectos de la
aplicacion de OT o estimulacion del nticleo PV con y sin AOT.

Sham-mec 8 | Medicion de umbrales de respuesta provocados por estimulos mecanicos,

sin la estimulacion del NC.

PLP-term | 16 | Medicion del umbral de respuesta provocado por estimulos térmicos con

acetona, posteriores al estimulo eléctrico del NC.

Exp-term 8 Medicion del umbral de respuesta provocado por estimulos térmicos,
posterior al estimulo eléctrico del NC, analizando los efectos de la
aplicacion de OT, o la estimulacion del nucleo PV con y sin AOT.

Sham-term | 8 Medicion de umbrales de respuesta secundarios a la estimulacion
térmica, sin estimulacion del NC.

OT-mec 16 | Medicion del umbral a estimulos mecanicos, con aplicacion intratecal de

OT previa a la estimulacion del NC.

Vehiculo- 8 | Medicion del umbral a estimulos mecanicos, con aplicacion de solucion

mec fisiologica previa a la estimulacion del NC.

OT-term 16 | Medicion del umbral a estimulos térmicos, con aplicacion intratecal de

OT previa a la estimulacion del NC.
Vehiculo- 8 Medicion del umbral a estimulos térmicos, con aplicacion de solucion
term fisiologica previa a la estimulacion del NC.
Control 8 | Medicion del umbral a estimulos térmicos y mecanicos sin aplicacion de

sustancias o estimulacion eléctrica.
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En este modelo de potenciacion a largo plazo en ratas con libre movimiento, el desarrollo y la
evolucion de la neuropatia secundaria a la estimulacion del NC incluyen un incremento en la
sensibilidad a la estimulacion nociceptiva, ademas de alodinia, dolor espontaneo, decremento de la
temperatura en la piel y atrofia muscular. Se evalud la intensidad necesaria para producir una
retirada de las patas posteriores (umbral de respuesta) bajo estimulaciones mecéanicas por medio de
filamentos de Von Frey y térmicas por el frio causado debido a la evaporacion de acetona. Las
mediciones se realizaron siempre a la misma hora y bajo las mismas condiciones. En cada sesion
se aplicaron ambos tipos de estimulacion con un intervalo aproximado de 30 minutos entre cada

tipo de estimulo.

La PLP se provoco por la estimulacion eléctrica del NC, utilizando los mismos parametros que
para el grupo electrofisiologico. Los animales permanecieron implantados cronicamente con
electrodos para la estimulacion del nucleo PV, asi como con cénulas intratecales para la aplicacion
de farmacos directamente al liquido cefalorraquideo (LCR). De esta manera, se compararon las
respuestas de los subgrupos PLP-mec y PLP-term contra los subgrupos de falsas operadas (Sham-
mec y Sham-term), y con las de los subgrupos experimentales (Exp-mec y Exp-term), a los cuales
se le aplico OT intratecal, estimulacion eléctrica del PV, o estimulacion eléctrica del PV en

presencia de AOT.

A. EFECTO DE LA VIiA OXITOCINERGICA EN PRESENCIA DE ESTIMULOS
MECANICOS

Los estimulos mecénicos se aplicaron con filamentos de Von Frey, con 1, 6 y 10 g. El umbral de
retirada fue muy semejante en los subgrupos evaluados con 6.3+1 g en el subgrupo Sham-mec,
6.6£1.9 g en el subgrupo PLP-mec y 6.0+£0.8 g en el subgrupo Exp-mec. Posterior a la
estimulacion del NC, el umbral de retirada descendi6 tanto en el subgrupo Exp-mec (1.6+0.62 g)
como en el subgrupo PLP-mec (1.6+0.34 g), en contraste el subgrupo Sham-mec, donde solo se

simul¢ la electroestimulacion del NC, el umbral de retirada se mantuvo sin cambios.
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El umbral de retirada en el subgrupo Exp-mec se modific6, debido a la estimulacion del nicleo PV

o a la administracion de OT, encontrando un incremento significativo (p<0.05) en el umbral de

retirada en 8.04+2.63 y 8.8+£2.18 g respectivamente. Sin embargo, en el subgrupo Sham-mec no se

encontrd diferencia, teniendo valores de 6+0.94 y 5.7+1.1 g fuerza respectivamente (Figura 18).
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aplicacion de OT intratecal o la estimulacion eléctrica del niicleo PV provocd un incremento

significativo en el umbral de retirada (p<0.05, Figura 19).
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Los datos obtenidos mostraron un incremento en el porcentaje de sensibilidad (1/umbral en g) de
378.1+101%. Se aprecia una diferencia significativa (p<0.05) comparando el subgrupo PLP-mec
contra el subgrupo Exp-mec al momento de realizar una estimulacion eléctrica del nucleo PV, o al
aplicar OT, pero no al aplicar el AOT conjuntamente con el estimulo eléctrico en el PV (Figura

20).

700
Von Frev B PLP-mec ™ Exp-mec
_0600
g | 1 T
3500 Figura 20: Comparacion  del
§400 4 \ porcentaje de sensibilidad entre el
3 I *p<0.05 entre grupos PLP-mec y
@300 - -
g % Exp-mec, Test de Mann-Whitney.
©200 - . -
=]
*100 | I I —
0 - T T T
NC PV oT AOT-PV
A. EFECTO DE LA VIA OXITOCINERGICA EN PRESENCIA DE

ESTIMULOS TERMICOS.

Se analizaron las respuestas de retirada por la rapida evaporacién de acetona al contacto con el
dorso de las patas posteriores. Después de realizar la PLP, se observé incremento en el porcentaje
de respuestas positivas en las patas ipsilaterales, en el subgrupo PLP-term y Exp-term. Sin
embargo, la estimulacion del nucleo PV o la administracion de OT provocaron un decremento en
el porcentaje de respuestas positivas en éste ultimo subgrupo, encontrandose una diferencia
significativa (p<0.05). Al aplicar el AOT bloqueamos el efecto encontrado al estimular

unicamente el nucleo PV (Figura 21).
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Figura  21:  Comparacion  del
porcentaje de respuesta entre el
subgrupo PLP-term y el subgrupo
Exp-term, al estimular con acetona la
pata ipsilateral a la estimulacion del
NC. Notese que tanto la estimulacion
del PV como la OT intratecal
provocan un decremento en la
magnitud de las respuestas de retirada
y este efecto se bloquea al aplicar
AOT. Media+EE. *p<0.05, ANOVA
no paramétrica de Kruskal-Wallis,

post-hoc Dunn’s.

En las respuestas provocadas en las patas contralaterales, encontramos que el incremento en las

respuestas fue menor en el lado contralateral en los grupos control y experimental. Sin embargo, la

estimulacion del nacleo PV o la administracion de OT provocaron un decremento en las

respuestas, encontrandose una diferencia significativa (p<0.05) al aplicar OT intratecal, pero no al

estimular el nucleo PV. La aplicacion intratecal de AOT previa a la estimulacion del nucleo PV

previno el efecto observado al estimular el nucleo PV unicamente (Figura 22).
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Figura 22: Comparacion de la

magnitud de respuesta entre el
subgrupo PLP-term y el subgrupo
Exp-term, al estimular con acetona la
pata contralateral a la estimulacion
del NC. Media+EE. *p<0.05 en el
subgrupo PLP term vs. Exp-term,
ANOVA no paramétrica de Kruskal-

Wallis, post-hoc Dunn’s.
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C. PREVENCION DE LA POTENCIACION A LARGO PLAZO POR MEDIO DE LA
APLICACION INTRATECAL DE OT

Al igual que en el grupo electrofisioldgico, se evalud el efecto de la aplicacion intratecal de OT
previo a la estimulacion del NC. Por medio de canulas intratecales se aplicd 50 uL. de OT (10 uM)
15 minutos antes de realizar la electroestimulacion del NC. Todas las mediciones se realizaron
siempre a la misma hora y bajo condiciones similares. Ambos tipos de estimulacion se aplicaron
con un intervalo aproximado de 30 minutos entre cada uno, y se compararon las respuestas de los
subgrupos OT-mec y OT-term contra los subgrupos vehiculo respectivos, que recibieron 50 uL de

solucion fisiologica intratecal 15 minutos previos a la electroestimulacion del NC.

Cl. EFECTO DE LA OT PREVIA A LA ESTIMULACION DEL NERVIO CIATICO
SOBRE LA ESTIMULACION MECANICA.

El umbral de retirada, obtenido en el lado ipsilateral, fue de 6.89+0.59 y 8.29+0.81 g en los
subgrupos OT-mec y Vehiculo-mec respectivamente. En el subgrupo Vehiculo-mec se aprecia una
disminucién significativa en el umbral de retirada al comparar contra el subgrupo OT-mec,
llegando a su punto mas bajo el quinto dia después de la electroestimulacion del NC con
3.71+1.38 g, y regresando a valores semejantes a los controles al noveno dia después de la
instauracion de la PLP. En el subgrupo OT-mec no se encontr6 una diferencia en el umbral de

respuesta, con 8.67+0.67 5 dias después de la electroestimulacion del NC (Figura 23).
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Las respuestas del lado contralateral mostraron un umbral previo a la estimulacion eléctrica del
NC de 7.22+1.02 y 8.86+0.74 g en los subgrupos de OT-mec y Vehiculo-mec. A partir del dia de la
electroestimulacion del NC se aprecidé un decremento significativo (p<0.05) en el subgrupo que
recibid el vehiculo, llegando su umbral hasta 3.14+1.01 g el sexto dia posterior a la estimulacion
del NC. Por su parte, el subgrupo OT-mec mantuvo un umbral cercano a los 8 g durante los 10
dias de seguimiento del experimento sin diferencia significativa. Al décimo dia posterior a la
estimulacion del NC se encontrd un retorno a los niveles originales en el subgrupo Vehiculo Von

Frey, con 9.56+0.44 g de umbral (Figura 24).
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B. EFECTO DE LA OT PREVIA A LA ESTIMULACION DEL NERVIO CIATICO
SOBRE LA ESTIMULACION TERMICA.

Las respuestas de retirada secundarias a la estimulacién térmica en las patas ipsilaterales se
incrementaron por la evaporacion de acetona, al contacto con el dorso de las patas posteriores en
el subgrupo que recibid solucion salina intratecal. Sin embargo, en el subgrupo OT-term, se
encontré un porcentaje menor de respuestas positivas, con una diferencia significativa de los dias

1 a 8 posteriores a la electroestimulacion del NC (p<0.05, Figura 25).
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No se encontraron diferencias significativas en las respuestas de retirada en las patas
contralaterales (resultados no mostrados).
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I1l. HISTOLOGIA

Al finalizar cada experimento se marcaron los sitios de estimulacion y registro, posteriormente se
realiz6 la reconstruccion histoldgica de la localizacion de las lesiones electroliticas en 33 de los 38
encéfalos (86.84%) en los que se llevd a cabo la implantacion de los electrodos de estimulacion.
Las lesiones se encontraron en el eje AP entre 6.88 y 7.40 mm anterior al punto de referencia
interaural. Se tomo el punto medio de las lesiones como lugar en donde se encontraba el electrodo

de estimulacion.

Las regiones que al estimular eléctricamente mostraron un efecto depresor sobre las respuestas
provocadas por la estimulacion de las fibras nociceptivas, se encontraron circunscritas a la region
parvocelular medial del nacleo PV hipotaldmico (Figura 26). En contraste, no se encontraron
efectos al estimular la parte anterior del nucleo PV, ni en sitos marcados fuera de este nucleo.

(Figura 27).

Figura 26:

Fotomicrografia de un
corte coronal tefiido con
violeta de cresilo, en
donde se aprecia una
lesion electrolitica en el

ntcleo PV izquierdo.

N C wnAns
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Figura 27: Sitio de estimulacion con electrodos bipolares (el tamafio de las figuras corresponde al tamafio de la punta
del electrodo).

Circulos: lugares en los que se obtuvo un decremento en el nimero de potenciales de accion registrados en la astas
dorsales.

Triangulos: lugares donde no se obtuvo respuesta al estimular eléctricamente.

Notese como los primeros se circunscriben a la region parvocelular del nticleo PV hipotalamico.

PaMP: region medial parvicelular del niicleo PV, PaAP region anterior parvicelular del nucleo PV.
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Se realizaron las reconstrucciones histologicas en 21 de los 45 registros electrofisiologicos en las
astas posteriores de la médula espinal (46%), en los que por medio de iontoforesis se aplicd azul

de pontamina por medio de los electrodos de registro. Los sitios marcados se encontraron

distribuidos en el asta dorsal ipsilateral a la zona periférica en donde se aplicaron los estimulos

(Figura 28).

Figura 28: Izquierda: Ubicacion de los sitios de registro con microelectrodos de vidrio en las astas dorsales de la
médula espinal. Se aprecia que las neuronas de amplio rango dinamico registradas se encuentran distribuidas en la
region dorsal de la médula espinal.

Derecha: Fotomicrografia de un corte a nivel de L4 — L5, en donde se aprecia el marcaje con azul de pontamina.
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CAPITULO 7. DISCUSION DE RESULTADOS

En esta seccion seran discutidos los resultados mas relevantes de este estudio, las cuales se

dividieron en experimentos electrofisioldgicos y conductuales.

EXPERIMENTO ELECTROFISIOLOGICO

A. SEPARACION DE RESPUESTAS NOCICEPTIVAS DE LAS NO NOCICEPTIVAS

Erlanger y Gasser (1930) al separar por sus velocidades de conduccion las respuestas nerviosas,
demostraron que las respuestas provocadas por la activacion de los diferentes tipos de fibras se
pueden agrupar en grupos distinguibles entre si. En el presente estudio, se realizd esta
clasificacion de las respuestas neuronales con base en las latencias correspondientes a la velocidad
de conduccion. De esta manera, es posible distinguir entre las respuestas provocadas por la
activaciéon de aferentes nociceptivas (lentas) y no nociceptivas (rapidas). Asi, fue posible
demostrar que debido a la PLP se incrementa el nimero de las respuestas nociceptivas
unicamente, y que la estimulacion eléctrica del nucleo PV o la aplicacion intratecal de OT

decrementa el nlimero de potenciales de accion transmitidos por las fibras A-Delta 'y C.

B. POTENCIACION A LARGO PLAZO

Antes de la descripcion de la PLP, realizada en 1973 por Bliss y Lemo, existen referencias de
mecanismos por los cuales se puede lograr la facilitacion en la transmisidn sindptica. Segun datos
de Hebb (1949) un grupo interconectado de neuronas que son excitadas por un estimulo que
ocurre repetidas veces, tendra una interconexion sindptica mas eficiente a posteriori que la que
tenia originalmente. En otras palabras, las sinapsis entre las neuronas se harian mas “conductivas”
a los impulsos generados por potenciales de accion, y los estimulos que antes necesitaban una

sumacion espacial o temporal podrian excitar por si solos una neurona.

La PLP refleja un incremento en la excitabilidad neuronal, la cual es provocada por impulsos

aferentes a frecuencias altas. Este fendmeno ha sido extensamente estudiado como un modelo de
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aprendizaje y memoria. Desde las descripciones de Bliss y Loemo en el hipocampo, en 1973, la
PLP se convirtid en una nueva estrategia experimental para explicar fenomenos de facilitacion
sinaptica de larga duracion. En la médula espinal, la PLP sucede como respuesta a la estimulacion
intensa de aferentes primarias, las cuales hacen relevo con neuronas del asta dorsal de la médula
espinal. La PLP provoca un incremento en las respuestas provocadas por estimulos nociceptivos
en neuronas de amplio rango dindmico, es por eso que en la médula espinal, la PLP se utiliza
desde hace varios anos como modelo de dolor neuropatico pues esta asociada al dolor de larga

duracién provocado por lesiones de este tipo (Rygh et al., 2000).

La PLP en las astas dorsales de la médula espinal alcanza su fase maxima después de los 60
minutos de iniciada y se mantiene asi durante varias horas o incluso dias (Liu y Sandkiilher, 1997;
Ying et al, 2006). En el presente estudio, analizamos los efectos de la estimulacion eléctrica del
nucleo PV o la aplicacion de OT intratecal 90 minutos después de realizar el estimulo eléctrico en

el NC.

En el presente estudio, la PLP no parece afectar a las respuestas provocadas por la activacion de
las fibras A-Beta, y inicamente se observan cambios en las respuestas neuronales provocadas por
la activacion de fibras A-Delta, C y la postdescarga, lo cual correlaciona con estudios previos
(Svendsen et al., 1997; Liu y Sandkiilher, 1997; Rygh et al., 1999; Kim et al., 2003) en los que se
ha descrito un incremento el cual no afecta a las respuestas de las fibras no nociceptivas. Estos
autores también sefialan que el incremento en la tasa de disparo al realizar una PLP se aprecia
especialmente en neuronas de amplio rango dinamico, posiblemente debido a que recibe

aferencias de fibras nociceptivas de fibras A-Delta y C.

C. MECANISMOS DE CONTROL DESCENDENTES EN LA PLP

La nocion de que la PLP en la médula espinal puede modificarse por medio de un control
supraespinal inicia con los trabajos de Svendsen et al., (1999) los cuales realizaron una PLP por
electroestimulacion del NC en ratas adultas. Estos autores describieron el incremento posterior a la
espinalizacion en la excitabilidad de las neuronas de las astas dorsales. Ademads, estos autores

mostraron que es posible generar la PLP en ratas ya espinalizadas, lo que sugiere que los
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mecanismos para generar la PLP no dependen de estructuras supraespinales y que probablemente
estos mecanismos estan localizados en las astas dorsales de la médula espinal. Una vez ya
establecida la PLP tampoco son necesarias las aferencias intactas o los receptores cutdneos para
mantenerla, pues ésta no es afectada si los nervios son seccionados o se bloquea el paso de
potenciales de accion con lidocaina. Asi mismo, el estimulo nociceptivo natural puede producir la
PLP, sin la necesidad de la estimulacion de alta frecuencia, siempre y cuando se inhiba el efecto
tonico de vias descendentes (Svendsen, 1999), las cuales se pueden suprimir por lesion o por frio
(Gjerstad et al., 2001). El incremento en la excitabilidad neuronal se revierte al cesar el bloqueo

espinal.

No se ha descrito una via en particular responsable de inhibir tonicamente la PLP, sin embargo
diferentes estudios han demostrado que la serotonina liberada por proyecciones descendentes
podria lograr una modulacion de la excitabilidad neuronal en las neuronas de las astas dorsales de
la medula espinal (Rygh et al., 2006). Asi mismo los agonistas de los receptores p opioides (Liu y
Sandkiihler, 1998; Terman et al., 2001) o incluso el elemento inerte Xenon (Benrath et al., 2007)
pueden inhibir de forma contundente la PLP. Independientemente de las vias descendentes, la
inhibicion tdnica que esta presente en animales intactos previene de un incremento espontaneo en
la tasa de disparo, y este equilibrio se rompe a consecuencia de la sumacion temporal que existe en

los estimulos de alta frecuencia utilizados en éste y otros modelos de PLP en la médula espinal.

En este trabajo de investigacion, se postula que la via oxitocinérgica hipotalamo-espinal puede ser
parte de un sistema descendente capaz de modular la PLP a nivel de las astas dorsales, pues la OT
previa al estimulo desencadenante de la PLP puede prevenir la generacion de este fendmeno. En
correspondencia, los datos descritos anteriormente nos sugieren la existencia de un sistema
descendente que en forma tonica inhibe la aparicion de la PLP, del cual podria ser parte la

proyeccién hipotalamo espinal.

No se sabe de forma especifica cual es el mecanismo de accion de la OT en la PLP, pero las
evidencias apuntan hacia su selectividad en inhibir los impulsos de las fibras que transmiten

informacion nociceptiva (Condes-Lara, 2003). Asimismoen, otras sustancias que también pueden
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bloquear la PLP se puede apreciar como los agonistas p opioides que ejercen sus efectos

inhibitorios de forma presinaptica (Liu y Sandkiihler, 1998; Terman et al, 2001).

La interaccion entre opioides y OT no es clara, pues Yirmiya et al. (1990) y Shiraishi et al. (1995)
indican que la analgesia inducida por la estimulacion del nucleo PV no es mediada por opioides,
en contraste con el trabajo de Lopez-Hidalgo et al., (2006) que muestra que al estimular el nicleo
PV al tiempo en que se administra por picoinyeccion en la vecindad de la neurona registrada un
antagonista opioide (naloxona), se reduce el efecto de la OT sobre las respuestas nociceptivas.
Ademéds, Reeta et al. (2006), observaron como el efecto antinociceptivo de la OT era atenuado
significativamente con naloxona, naltrindol o funaltrexamina. Este y otros resultados apoyarian la
existencia de un sinergismo entre los diferentes sistemas moduladores del dolor, como los trabajos
de Hara et al., (1999) donde la aplicacion de benzodiazepinas (agonistas GABA A) potencian el

efecto antinociceptivo de los opidceos en astas dorsales.

D. EFECTOS DE LA VIA OXITOCINERGICA HIPOTALAMO-ESPINAL

El hipotalamo esté relacionado con la regulacion de la homeostasis y las respuestas autondmicas.
Se ha sugerido que el nucleo PV participa, entre otras funciones, en la modulacion de la
informacion nociceptiva. En este sentido, Miranda-Cardenas et al, en el afio 2006, utilizando un
modelo de dolor neuropatico producido por la ligadura floja del NC, observé que la aplicacion
intratecal de OT, asi como la estimulacioén eléctrica del ntucleo PV, disminuyen el numero de
respuestas de retirada de las patas posteriores al ser estimuladas mecanicamente con filamentos de
Von Frey. Asimismo, evidencias electrofisiologicas sobre el tema fueron expuestas en el 2006 por
Condes-Lara et al., observando que al estimular el nticleo PV se producia decremento en el
numero de respuestas producidas por la activacion de fibras A-Delta y C, sin afectar las respuestas
correspondientes a la activacion de las fibras A-Beta. En concordancia con estudios
electrofisiologicos anteriores (Condes-Lara et al., 2006; Rojas-Piloni et al., 2007), en este trabajo
se observd que, a los 90 minutos de la PLP, la estimulacion eléctrica del niicleo PV disminuyo las
respuestas producidas por la activacion de fibras A-Delta y C, sin afectar las respuestas de las

fibras A-Beta. Es interesante notar que la disminucidon en las respuestas es proporcional al
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incremento obtenido en la PLP, con lo cual el porcentaje de disminucion con y sin PLP es muy

semejante (Tabla 6).

Fibra Con PLP Sin PLP

Tabla 6: Comparacion entre resultados del trabajo actual
A-Beta I5.19£12.92 12.6£6.6  (ilizando la PLP) y el obtenido por Rojas-Piloni (2007), sin
A-Delta 70.33+£21.07 55+10.2 utilizar la PLP, sobre el porcentaje de disminucién de las
C 64.55422.31 73.1+6.7  respuestas provocadas por la activacion de diferentes fibras,

Postdescarga | 79.96£29.40  75.0+8.9 después de estimular el nucleo PV.

En el presente trabajo se encontrd que las respuestas correspondientes a la activacion de las fibras
A-Delta y C, ademas de la postdescarga, fueron reducidas significativamente después de la
estimulacion eléctrica del nicleo PV, sin embargo, esta disminucién solo fue temporal y hasta el
momento en la literatura no hay datos del efecto de esta via sobre la potenciacion. Debido a los
resultados de este trabajo de investigacion podemos afirmar que la PLP no se revierte por medio
de la aplicaciéon de OT intratecal, o de la estimulacion del nticleo PV, una vez que se ha

desarrollado.

E. PREVENCION DE LA PLP

En la clinica existen diferentes niveles de atencidon segun el grado de afectacion de la patologia, y
dependiendo de ellos el tratamiento y especialmente el prondstico varian considerablemente. Estos
niveles son la prevencion, curacion, limitacion del dafio y los cuidados paliativos. En el caso del
dolor neuropatico, el poder actual a nivel de la prevencion y no solo a nivel paliativo evitaria el
deterioro emocional y econdmico de los pacientes, asi como el costo laboral y social que implica
la atencion de éstos. Cabe recordar que el dolor neuropatico es especialmente rebelde al

tratamiento convencional con el consecuente mal pronostico.

La PLP, como modelo de dolor neuropatico, es un fendmeno que involucra aumento en la

cantidad de neurotransmisores liberados por la terminal presindptica, asi como en el nimero de
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receptores postsinapticos (Liu y Sandkiihler, 1997). En este modelo, hasta el momento no existe
evidencia de algiin mecanismo que bloquee la PLP de forma permanente una vez que se ha
establecido. Sin embargo, fArmacos antagonistas de los receptores NMDA, inhibidores de NK-1 y
de la NOS, ademas de los agonistas p opioides, pueden bloquear el inicio de una PLP si se
administran justo antes de la estimulacion de alta frecuencia del NC (Liu y Sandkulher, 1997;
Ying, 2006; Rygh et al., 2006, Ruscheweyh et al., 2006). La activacion de la via oxitocinérgica
hipotalamo-espinal abre una nueva puerta en el tratamiento del dolor neuropatico, pues hasta el
momento no se ha descrito en la literatura una via descendente cuya actividad sea capaz de

prevenir la PLP.

En un reporte anterior (Condes-Lara et al., 2007), se ha mostrado que el efecto de la OT en la
médula espinal alcanza un maximo entre los 15 y 20 minutos después de su aplicacion. Debido a
ello, en este proyecto se administré la OT 15 minutos antes de realizar la estimulacion de alta
frecuencia del NC. De esta manera se observo que el nimero de potenciales de accion provocados
por la estimulacion periférica no aumenta, infiriendo por ello que el efecto mediado por la OT

antes de la electroestimulacion del NC es el que previene la aparicion de la PLP.

El efecto analgésico mediado por la OT es dependiente de la dosis (Yu et al, 2003; Reeta et al.,
2006). Para dosis intratecales se demostré que la concentracion a 10 uM utilizada en este trabajo
de investigacion es suficiente para inhibir las respuestas provocadas por estimulos nociceptivos
térmicos y mecanicos, y su efecto se desvanece completamente a los 60 minutos posteriores a la

aplicacion.

Al comparar los datos en donde se utiliza OT contra vehiculo, previo a la estimulacién del NC en
experimentos electrofisioldgicos (Figura 29), podemos apreciar como el efecto preventivo de la
OT provoca una distribucion de datos inversa a la observada en el grupo vehiculo donde si se
desarrolla la PLP: En ambos casos, son las respuestas de las fibras A-Beta las que sufren menor
cambio, seguidas por las fibras C, después las fibras A-Delta y por ultimo es la postdescarga la

que se ve mas afectada.
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Figura 29: Comparacion en el porcentaje de potenciales de accion cuando se realiza una electroestimulacion del NC

en presencia y ausencia de OT intratecal.

El punto donde hay menor porcentaje de respuestas, al aplicar la OT o al estimular eléctricamente
el nicleo PV previamente, es a los 20-30 minutos después de la electroestimulacion del NC. Es
donde se puede apreciar una diferencia estadistica entre los subgrupos experimentales y control,
esta diferencia se pierde en las estimulaciones subsecuentes, infiriendo con ésto que el efecto
inicial es la accion directa de la OT y que la falta de incremento en el porcentaje de las respuestas

en los minutos siguientes es el efecto de haber prevenido la potenciacion.

Experimentos posteriores aportardn mas informacion al tema, revelando los mecanismos por los
cuales la OT es capaz de prevenir los cambios que ocurren en la PLP. Por el momento se puede
afirmar en base a los resultados expuestos, que esta via descendente previene el incremento en el
numero de respuestas neuronales producidas por la electroestimulacion de alta frecuencia del NC.
Esto es probablemente debido a la disminucion del numero de potenciales de accidon necesarios
para lograr una estimulacion de alta frecuencia, factor desencadenante de la PLP. Ademas, se ha
demostrado que la inhibicion gabaérgica presinaptica en la médula espinal disminuye los
potenciales post sindpticos excitatorios, y una disminucion del glutamato liberado por la aferente
primaria (Schmidt, 1971). En el caso de ser presindptico el mecanismo por el cual actua la via
oxitocinérgica hipotdlamo-espinal, se evitaria la descarga de alta frecuencia de la aferente

primaria, el reclutamiento de receptores NMDA, que continuarian bloqueados por Mg" en la
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neurona de segundo orden, la fosforilacion de los receptores AMPA, la sintesis del NO y la

activacion de genes de respuesta inmediata y tardia caracteristicos de una PLP.
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I EXPERIMENTO CONDUCTUAL

A. UMBRAL DE RETIRADA FRENTE A ESTIMULOS NOCICEPTIVOS

Los filamentos de Von Frey han sido utilizados desde hace mas de 100 afios para determinar el
umbral de sensacion en seres humanos (Gaylord, 1898) asi como en animales (Lombard, 1913).
La alodinia por frio fue descrita por primera vez en la literatura por Boring (1916) con el nombre
de “dolor protopatico por frio”. Los datos recabados en experimentos conductuales frente a la PLP
(Ying et al., 2006) solo utilizan un tipo de estimulo nociceptivo para cuantificar las respuestas del
mismo. En este trabajo hemos decidido confrontar la PLP frente a los estimulos que mas aquejan

en el dolor neuropatico: agentes mecanicos y térmicos.

En el presente trabajo, el umbral de retirada frente a estimulos mecanicos antes de producir una
potenciacion, en los animales de libre movimiento, se encontrd en 6+0.94 g. Esto, ademas de
trabajos como el de Ying et al., (2006) con un umbral y error estandar semejante, demuestra una
relativa uniformidad frente a estimulos mecanicos. Se puede decir lo mismo en los estimulos
térmicos, con aproximadamente 30% de respuestas positivas frente al estimulo de la alodinia por

frio. Los umbrales se mantienen constantes al paso de los dias si no se modifica el curso temporal.

A pesar de que se presentd una reduccion en la magnitud de las respuestas nociceptivas al
administrar OT y estimular el PV tanto en estimulos mecdnicos como térmicos, se encontré que
estos efectos antinociceptivos son diferentes segun el tipo de estimulo nociceptivo, disminuyendo
de forma mas contundente las respuestas secundarias a estimulos nociceptivos mecanicos que las
secundarias a estimulos térmicos. Hasta el momento no se ha descrito en la literatura la
distribucion de las aferencias segun el tipo informacién nociceptiva que las activa, igualmente
desconocemos la distribucion de sinapsis en las astas dorsales. Los datos obtenidos en este trabajo
de investigacion sugieren un mayor efecto analgésico frente a estimulos mecéanicos al activar esta

via hipotalamo-espinal.
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B. ESTIMULACION DE ALTA FRECUENCIA DEL NERVIO CIATICO

Se pudo observar que posterior a la estimulacion eléctrica de alta frecuencia del NC, los animales
experimentales mostraron aumento en su sensibilidad frente a los diferentes estimulos
nociceptivos, que se mantuvo durante 10 dias, lo cual concuerda con datos encontrados por Ying
et al., (2006). Esta hiperalgesia bilateral, como también fue descrito en el trabajo de Ying, tiene
efectos de sensibilizacion, pero menos intensos, en la pata contralateral a la estimulacion del NC.
Este efecto se debe probablemente al decusamiento de colaterales de neuronas de segundo orden,

que se contactan con neuronas del asta dorsal contralateral.

Experimentos de Hutchinson et al., (2004) y Yang et al., (2005) también han demostrado un
decremento en el umbral al estimular el campo periférico con Filamentos de Von Frey varias horas
después de realizar una PLP, dicho decremento duraba por espacio de dias. En el caso de alodinia
por frio en los trabajos de Moss et al.,, (2002) igualmente se encontré un aumento en la
sensibilidad. Esto correlaciona con los resultados obtenidos en este trabajo, que demuestran que el

aumento en la sensibilidad es progresivo y temporal, antes de regresar a sus niveles basales.

En el subgrupo que recibi6 el vehiculo en lugar de la OT se aprecié una disminucién en el umbral
de retirada de las patas traseras, llegando a su punto mds bajo el quinto dia después de la
electroestimulacion del NC, regresando a valores semejantes a los controles al noveno dia después
de la instauracion de la PLP. No existen evidencias reportadas en la literatura de prevencion de

esta potenciacion por medio de la activacion de otra via enddgena.

C. EFECTO DE LA VIA OXITOCINERGICA HIPOTALAMO-ESPINAL EN RATAS CON
LIBRE MOVIMIENTO

Al igual que en los experimentos electrofisioldgicos, la estimulacion del nticleo PV o la aplicacion
de OT intratecal solo redujo la magnitud de las respuestas conductuales de forma temporal, sin

modificar el desarrollo de la PLP. Esto pudo constatarse al analizar el umbral de retirada 30
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minutos después de realizar la estimulacion eléctrica del nacleo PV o la aplicacion intratecal de

OT.

Como efecto secundario de la estimulacion del ntcleo PV, asi como la aplicacion de OT intratecal
se encontraron frecuentemente oscilaciones pélvicas y/o eyaculaciones, ademas de la analgesia ya
descrita. La participacion de la oxitocina como promotor de la conducta sexual se ha probado al
aplicarla en el LCR obteniendo lordosis en hembras ovariectomizadas (Arletti y Bartolini, 985). A
su vez, trabajos de Komisaruk y Whipple (1986) demostraron que la estimulacion vaginal en ratas
producia analgesia, de manera paralela a un incremento en la cantidad de OT en el LCR. Otro
trabajo realizado en mujeres (Komisaruk et al., 2004) demostré utilizando la resonancia magnética
funcional que la autoestimulacion vaginal provocaba la activacion del nucleo PV. Al parecer la
OT no juega un unico papel en el sistema nervioso central, como también parecen indicar los
estudios de Truesdell y Bodnar (1987) y Robinson et al. (2002), donde la via descendente

oxitocinérgica hipotadlamo espinal es activada por estrés.

Es muy probable también que la misma informacién nociceptiva sea la que active esta via
descendente hipotalamo-espinal, experimentos ain en curso, en este laboratorio, parecen
confirmar que un grupo de neuronas del nicleo PV inicia una descarga de potenciales de accion
segundos después de aplicar estimulos nociceptivos térmicos y mecanicos en diferentes regiones

del cuerpo de la rata.

Los estimulos mencionados hasta ahora (estrés, estimulacion genital, dolor) suceden de forma
fisiologica en el momento del parto, donde también se sabe que la OT plasmatica, liberada por la
neurohip6fisis juega un papel trascendental en el parto. Es cierto que la OT no pasa la barrera
hematoencefalica (Takagi et al., 1985), pero es probable que la OT se libere en ambos espacios a

la vez, actuando asi como analgésico y promotor de la contraccion uterina.

D. ACCION DE LA OXITOCINA EN PROCESOS DE DOLOR CRONICO

Se ha demostrado que la OT aumenta en el LCR en procesos de dolor crénico. En este sentido,

Brown y Perkowski (1998), midi6 la concentracion de la OT en perros con compresion radicular a



nivel lumbar en diferentes momentos del curso temporal de esta patologia, los cuales tuvieron
significativamente mas OT en el LCR que la encontrada en los controles. Si el dolor era cronico

(mayor a 7 dias) las cifras eran aiin mayores que las encontradas en perros con dolor agudo.

En ratas, se incrementan los niveles de OT en el plasma y en el LCR, mientras reciben
estimulacién nociceptiva. Después de un estimulo térmico nociceptivo (plato caliente). Sin
embargo, la administraciéon de un antagonista de la OT provoca un decremento en el umbral al

dolor (Uvnds y Moberg, 1993).

Se ha propuesto que en seres humanos (Brown y Perkowski, 1998), las inyecciones intratecales de
OT son efectivas para el tratamiento del dolor en patologias de las raices dorsales mayores a 5
horas y que las inyecciones intratecales de OT podrian ser la eleccion logica para una analgesia
perioperatoria. En este trabajo se propone que el efecto de la OT podria prevenir la aparicion de

dolor neuropatico secundario a procesos fisiologicos que involucren el inicio de una PLP.

E. PAPEL DE LA VASOPRESINA Y LA OXITOCINA EN LA ANALGESIA MEDIADA
POR LA ESTIMULACION DEL NUCLEO PARAVENTRICULAR

En este trabajo, al comparar el porcentaje de disminucion de las respuestas de retirada de una
extremidad al utilizar la estimulacion del nucleo PV y la aplicacion intratecal de OT, contra el
efecto provocado por la estimulacion del nucleo PV en presencia del AOT, se aprecia un bloqueo
del efecto antinociceptivo en este ultimo caso, lo cual nos sugiere que es la OT la que media el
efecto. Por otro lado, el AOT que utilizamos es no competitivo (Elands et al., 1998), lo cual da la

ventaja de no importar si la afinidad de la OT es mayor, pues utiliza un sitio alostérico diferente.

Por otro lado, existen diferentes trabajos de investigacion (Yang et al., 2005, 2006) los cuales
afirman que la vasopresina y no la OT media un efecto analgésico. Al estimular eléctricamente el
nucleo PV existe un aumento en la cantidad de vasopresina in situ, ademas de que la estimulacion
nociceptiva aumenta la cantidad de vasopresina y de RNA mensajero en el niicleo PV (Yang et al.,
2006). Sin embargo, el mismo grupo afirma no encontrar un aumento en la cantidad de

vasopresina en médula espinal (Yang et al., 2005). También Yirmiya et al. en 1990, afirman que la
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vasopresina no es necesaria para inducir analgesia por estimulacion del nucleo PV, al observar una
disminuciéon en el umbral en las respuestas de retirada en una extremidad al estimular
eléctricamente el nticleo PV en ratas Brattleboro que no sintetizan vasopresina. Dosis de 500 ng
administradas por via intracerebro-ventriculares de vasopresina (Kordower et al, 1982; Kordower
y Bodnar, 1984) han demostrado que se eleva el umbral al dolor en pruebas de reflejo de retirada
de la cola, pero no podemos afirmar que la vasopresina media sus efectos a través su receptor o el

de OT ya que la vasopresina se considera un agonista parcial de los receptores a OT.

Evidencias de un efecto analgésico conjunto de la OT y vasopresina son sefialados por Tamarova
et al. (1985a) quienes observaron que la tasa de disparo espontanea de las neuronas del asta dorsal
de la rata se inhibia en 2/3 partes de las neuronas, y el 1/3 restante se activaba al aplicar tanto OT
como vasopresina, siendo estos efectos reversibles con antagonistas y dosis dependientes. En otro
experimento (Tamarova, 1985b) observé que la amplitud de los potenciales evocados secundarios
a la estimulaciéon de las raices dorsales disminuia al aplicar intratecalmente OT asi como

vasopresina.

Hasta el momento no se ha explorado la posibilidad de analgesia por una via descendente
vasopresinérgica hipotdlamo espinal que mediaria sus efectos a la par de la via oxitocinérgica,
tampoco se puede descartar una coliberacién en la misma sinapsis. Experimentos posteriores
aportaran mas informacién al tema, revelando los mecanismos por los cuales la via hipotalamo-

espinal media su efecto antinociceptivo.
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CAPITULO 8. CONCLUSIONES

La relevancia de los hallazgos expuestos en este trabajo esta contenida en varios puntos, y se
deriva de la descripcion, por primera vez en la literatura, de una via endogena capaz de inhibir

y prevenir la potenciacion a largo plazo.

Potenciacion a largo plazo:

e Es posible cuantificar los efectos de la PLP en la médula espinal, provocada por la
electroestimulacion del NC, por medio del registro de potenciales de accion y no
unicamente por potenciales de campo.

e La PLP es comprobable de forma conductual y se pueden cuantificar sus respuestas por

medio de diferentes estimulos nociceptivos periféricos.

Interrupcion de la potenciacion a largo plazo:

e La PLP en astas dorsales se mantiene al desaparecer los efectos de la via oxitocinérgica
hipotalamo-espinal.

e La reduccion temporal de las respuestas nociceptivas por estimulacion del PV y por
administracion de OT, indican la participacion de la via oxitocinérgica hipotalamo-espinal
en un mecanismo enddgeno descendente inhibidor de la informacidn nociceptiva.

e El bloqueo del efecto de la estimulacion eléctrica del nucleo PV con un AOT nos indica

que es la OT la que estd mediando el efecto antinociceptivo en la médula espinal.

Prevencion de la potenciacién a largo plazo:
e La aplicaciéon de OT intratecal, asi como la estimulacion del ntcleo PV previo a la
estimulacion eléctrica del NC previene la generacion de la PLP.
e La prevencion de los efectos caracteristicos de la PLP es comprobable en estudios electro

fisiologicos, asi como en experimentos con ratas en libre movimiento.
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