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RESUMEN

La estimulacion del nacleo paraventricular hipotalamico (NPV) o la aplicacion intratecal de
oxitocina (OT) selectivamente inhibe las respuestas evocadas de fibras Ad y C en neuronas
de amplio rango dindmico del asta dorsal. Sin embargo, los mecanismos por los cuales
estdn mediados estos efectos inhibitorios no se conocen por completo. Se han propuesto
dos posibilidades para explicar los efectos inhibitorios del sistema NPV-OT en la médula
espinal: la inhibicion podria ser directa sobre las aferentes nociceptivas 0 mediada por
interneuronas inhibitorias segméntales. Con la finalidad de explorar con mayor detalle los
mecanismos a través de los cuales la OT ejerce sus efectos antinociceptivos en el asta
dorsal, en este trabajo se identificO el receptor a oxitocina (ROT) mediante
inmunofluorescencia en los segmentos lumbares de la médula espinal y ganglios de la raiz
dorsal (DRG). Se investigo la colocalizacion del ROT con diferentes marcadores mediante
inmunofluorescencia, trazado neuronal, microscopia de fluorescencia y confocal.
Encontramos que en la médula espinal el 92% de las células que expresan el ROT son
neuronas, ya que colocalizan con la proteina neuronal nuclear especifica (NeuN), pero no
con sustancia P (SP), GABA ni neuronas espinotalamicas. Por otro lado en el DRG, el ROT
no colocaliza con SP ni la isolectina griffonia simplicifolia B4 (1B4). Estos resultados
apoyan la hipotesis que sugiere que los efectos antinociceptivos producidos por el sistema
NPV-OT en médula espinal son mediados presindpticamente a través de interneuronas

excitatorias e inhibitorias.

Estos resultados nos dan evidencia de los mecanismos y los elementos celulares que

participan en la modulacion del dolor mediado por la via NPV-OT en la médula espinal.



SUMMARY

Paraventricular hypothalamic nucleus (PVN) stimulation or intrathecal oxytocin (OT)
administration selectively inhibited Ad and C fiber—evoked responses in dorsal horn wide
dynamic range neuron; however the mechanism involved in that inhibition has not been
fully elucidated. It has been proposed two possibilities for the antinociceptive effects of
PVN-OT system on the spinal cord: the inhibition could be due to a direct effect on the
primary nociceptive afferent or mediated by segmental inhibitory interneurons. In order to
analyze with more detail the mechanisms mediating the OT antinociception in the dorsal
horn, in this work we identified the ROT in lumbar segments of spinal cord and dorsal root
ganglia. It was investigated the ROT colocalization with different markers using
inmunofluorescence, neuronal tracing, electrophysiological recording and confocal
microscopy. Current results demonstrate that 92% of the cells that express ROT in the
spinal cord are neurons since they colocalizes with NeuN, but not with, substance P (SP),
GABA and spinothalamic neurons. On the other hand, in the DRG, ROT do not colocalize
with SP neither 1B4. Present results support the hypothesis that the antinociceptive effects
produced by the PVN-OT system are mediated presinaptically activating both excitatory

and inhibitory interneurons.

These results give us evidence of the mechanisms and cellular elements involved in pain

modulation mediated by the pathway of NPVV-OT in the spinal cord.
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INTRODUCCION
Sensacion y percepcion

La sensacion implica la codificacion de informacion generada por estimulacién del
medio ambiente interno y externo. Para esto, los organismos cuentan con distintos sistemas
sensoriales que comparten algunas caracteristicas: tienen células nerviosas especializadas
que actlan como sensores para estimulos especificos, estas células se denominan receptores
y convierten la energia asociada con fuerza mecanica (mecanorreceptores), luz
(fotorreceptores), ondas sonoras (mecanorreceptores), moléculas odorantes, quimicos
ingeridos (quimiorreceptores), etc. en sefiales neuronales (sefiales aferentes sensoriales) que

contienen la informacion acerca del estimulo y la transmiten al cerebro.

La informacién sensorial aferente activa neuronas del sistema nervioso central
capaces de representar los aspectos cualitativos y cuantitativos del estimulo (modalidad,
intensidad y duracion) y en algunas modalidades (somaticas, vision y audicién) la

localizacion del estimulo en el espacio (Purves, 2004; Frings, 2008).

Por otro lado la percepcion crea una experiencia del ambiente y nos permite actuar
en él. La percepcion implica un procesamiento de informacion ascendente (procesamiento
de informacion sensorial) y descendente (procesamiento de informacion del sujeto como

aprendizajes, memorias, etc.) (Golstein, 2005).
Nocicepcion

La nocicepcion es el proceso por el cual estimulos intensos térmicos, mecanicos o
quimicos son detectados por una subpoblacion de fibras aferentes primarias llamadas
nociceptores (como revision ver Basbaum et al., 2009). Los nociceptores son terminaciones
nerviosas libres de neuronas aferentes de primer orden, se localizan en piel, mucosa,
organos viscerales, ligamentos, musculos, tendones y arterias. Los cuerpos celulares de los
nociceptores se localizan en los ganglios de la raiz dorsal (DRG por sus siglas en inglés)
para el cuerpo y en el ganglio (Gasser) trigeminal para la cara (Basbaum et al., 2009),
constituyen fibras de didmetro pequefio (fibras C) no mielinizadas (Ad). Los nociceptores

tienen umbrales altos y responden progresivamente de acuerdo a la intensidad del estimulo.



Dolor

El dolor es un proceso homeostatico que refleja una condicion adversa en el cuerpo
que requiere una respuesta conductual. Asi, la estimulacidén nociva produce sensaciones no
placenteras, que activan y mantienen conductas que llevan al organismo a un estado
motivacional que le permite generar respuestas autbnomas y motoras, como conductas de
escape, defensa, vocalizaciones, resguardo, etc.; que ademas le permitan evitar situaciones

que en el pasado han causado algun dafio (Craig, 2003; Fields, 2004).

Por otro lado, el dolor también es una experiencia consciente, que se ve influenciada
por factores como la memoria, emociones, patologias y genética. Normalmente la
percepcion del dolor es considerada como una consecuencia invariante de la activacion de
nociceptores periféricos por un estimulo potencialmente dafiino. Sin embargo, hay reportes
sobre pacientes con lesiones severas (por ejemplo las fracturas de huesos) bajo condiciones
de emociones fuertes que reportan poco o nada de dolor. La accién de las drogas también
puede ser variable, por lo tanto el dolor es una experiencia subjetiva y particular de cada
sujeto (Fields, 2004).



ANTECEDENTES
Fibras aferentes primarias

Las fibras aferentes primarias pueden ser clasificados por sus blancos periféricos
(cutaneos, articulares, viscerales, etc.), velocidad de conduccién (esta relacionado con su
didmetro y la mielinizacion), propiedades de respuesta (incluye modalidad sensorial e
intensidad del estimulo necesaria para activarlas) y fenotipo neuroguimico (expresion de
péptidos) (Todd, 2010).

Las fibras aferentes primarias también se clasifican de acuerdo a su estructura,
diametro y velocidad de conduccién. Las fibras C son no mielinizadas, tienen un diametro
de 0.4 a 1.2 um y tienen una velocidad de conduccion de 0.5-2.0 m/s. Las fibras Ad son
poco mielinizadas, tienen un didmetro de 2.0 a 6 um y una velocidad de conduccion de 12—
30 m/s. Las fibras AP son mielinizadas con un didmetro de mas de 10um y tienen una
velocidad de 30-100m/s; a diferencia de las fibras Ad y C, éstas no transmiten la

informacion nociceptiva en situaciones normales.

Las fibras C son receptores termosensitivos, mecanorreceptores y receptores
especificos para sustancias algdgenas; estos receptores son polimodales pues pueden

responder igual a estimulacion mecénica, térmica y quimica.

Las fibras A& se clasifican en dos: EI tipo | corresponde a fibras de
mecanorreceptores de umbrales altos que responden principalmente a estimulos mecanicos
de alta intensidad y responden débilmente a estimulos térmicos o quimicos. El grupo Il son
receptores mecanotérmicos para altas temperaturas (>45°-53° C) y para bajas temperaturas
(<15°C).

Los nociceptores se activan cuando la intensidad del estimulo alcanza el rango
nocivo. Hay dos clases de nociceptores: aferentes medianamente mielinizadas Ad que
median el dolor agudo, bien localizado y rapido; y fibras de didmetro pequefio no
mielinicas C que transmiten dolor lento, de localizacion difusa o secundario (Basbaum et
al., 2009).



Las fibras C no mielinicas son heterogeneas, como las fibras mielinizadas, son
polimodales, es decir que son sensibles a estimulos térmicos y mecénicos. Ademas no todas
las fibras C son nociceptores, algunos responden a frio, al movimiento del pelo en la piel
pero no a calor ni estimulos mecanicos. Estas fibras parecen mediar el tacto suave
(Basbaum et al., 2009).

La informacion nociceptiva se transmite por fibras A y C a neuronas en la meédula
espinal, estas fibras utilizan glutamato como neurotransmisor principal y tienen efectos
excitatorios en sus blancos postsinapticos (Todd, 2010; Millan, 1999). Sin embargo, los
nociceptores C también se han caracterizado neuroanatomicamente y molecularmente en
dos tipos: por un lado, los nociceptores peptidérgicos que terminan exclusivamente en las
laminas superficiales. Liberan los neuropéptidos sustancia P y péptido relacionado al gen—
calcitonina (CGRP), ademas expresan el receptor de neurotrofina A (TrkA) que responde al
factor de crecimiento nervioso (NGF). Estos nociceptores contactan directamente con
neuronas de proyeccion que trasmiten la informacion nociceptiva al tallo cerebral y/o
talamo, asi como a interneuronas en la parte externa de la lamina Il. Por otro lado, los
nociceptores no peptidérgicos expresan el receptor de neurotrofina c-Ret (que une la
isolectina 1B4) cuyo ligando es el factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF), asi como
neurturina, artemina. En el ratén, se ha mostrado una poblacion de fibras C no
peptidérgicas que expresan el receptor de membrana acoplado a proteina G Mas-related
(MRGPRD), un receptor acoplado a proteina G especifico de neuronas sensoriales (Todd,
2010). Los nociceptores no peptidérgicos contactan con interneuronas de la lamina Il
interna y proyectan principalmente a regiones limbicas del cerebro (Todd, 2010; Basbaum
et al., 2009; Braz et al., 2005). Ademas, las fibras C no peptidérgicas inervan la epidermis,
mientras que las peptidérgicas inervan otros tejidos y regiones profundas de la piel (Figura
1).

Las diferencias en la distribucidn periférica y central de estas aferentes sugieren que
son diferentes en su funcion. En la rata se ha estimado que alrededor del 80% de las
aferentes primarias cutaneas son no mielinicas y aproximadamente la mitad de las células

lumbares del DRG que dan lugar a fibras C son peptidérgicas (Todd, 2010).
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Figura 1. Organizacion laminar del asta dorsal de la médula espinal. Se pueden observar los blancos de las
fibras aferentes primarias. Las fibras C no mielinicas peptidérgicas (rojo) y las fibras mielinicas Ad (azul)
terminan en neuronas de las ldminas | (rojo) y llo (morado). Las fibras C no peptidérgicas (amarillo) terminan
en neuronas de la lamina Ili (amarillo) y las fibras mielinicas AB (verde) terminan en las laminas I11-V.
Esquema modificado de Basbaum et al., 2009.

Organizacion de la médula espinal

La sustancia gris de la médula espinal puede ser dividida con base en su
citoarquitectura en 10 laminas: lamina | (zona marginal), lamina Il externa e interna
(sustancia gelatinosa), Il y IV (nucleo propio), V y VI (capas profundas) comprenden el
asta dorsal. La lamina VII corresponde a la sustancia gris intermedia, la lamina VIII y IX
corresponden al asta medial y lateral ventral, respectivamente, mientras que la lamina X es

la region que rodea el canal central (Millan, 1999).

Las laminas superficiales | y Il externa (110), junto con las laminas profundas V, VI
y X, son los sitios en la médula espinal donde se recibe, procesa y se transmite la
informacion nociceptiva (Millan, 1999). De esta manera, las fibras C proyectan densamente
a la lamina 1lo y menos a la lamina I, V y X. Sin embargo, las fibras Ad terminan
predominantemente en la lamina | y en menos densidad en las laminas Ilo y X. Por otro
lado, las fibras AP que transmiten informacién no—nociceptiva, llegan densamente a las
laminas I11-1V y menos a las laminas V-VI1 y no inervan la lamina Ilo (figura 2) (Millan,
1999).



En el asta dorsal las neuronas procesan y transmiten la informacion aferente y

eferente. De acuerdo a la aferencia que reciben las neuronas del asta dorsal de la médula

espinal se clasifican en tres grupos:

Neuronas nociceptivas especificas (NE) responden exclusivamente a estimulacion
nociva y se encuentran en la lamina I, llo, IV y V1. Reciben aferencias de fibras Ad
de alto umbral, y fibras C polimodales nociceptivas. Estas neuronas participan en la
codificacion de la localizacién y cualidad fisica del estimulo (Almeida et al., 2004).

Neuronas de amplio rango dindmico (WDR por sus siglas en inglés) responden a
estimulacion mecénica, térmica y quimica de fibras nociceptivas Ad, C asi como no
nociceptivas AB. Se encuentran en la lamina I, II, IV, V, VI, X. Estas neuronas
codifican la intensidad del estimulo ya que muestran un incremento en la frecuencia
de respuesta conforme aumenta la intensidad de la estimulacion nociva (Almeida et
al., 2004).

Neuronas no nociceptivas (N-NOC) responden a estimulos mecéanicos, térmicos y
propioceptivos de baja intensidad, transmitidos por fibras Ad y AB. Se localizan en
las 1&minas I, 1l y IV y actian indirectamente en mecanismos de modulacion de

informacidn sensorial a nivel segmental (Almeida et al., 2004).

Las neuronas de proyeccién comprenden neuronas NE, WDR y N-NOC y transmiten

informacidn nociceptiva a niveles supraespinales y se encuentran principalmente en las

laminas I, V y VI; pocas se encuentran en la lamina 11 'y X.

Las neuronas propioespinales intersegmentales tienen un papel integrativo y comunican

varios segmentos espinales y las astas contralaterales e ipsilaterales. Adicionalmente, éstas

neuronas estan involucradas en iniciar y mediar los mecanismos de inhibicion en el asta

dorsal seguidos de la activacidn por estimulacion nociva heterosegmental (Millan, 1999).

Las interneuronas estan involucradas en la transmision, integracion y modulacion de las

aferencias sensoriales periféricas (Millan, 1999), se localizan en las laminas I-I1l y tienen

axones que terminan en la médula espinal que se ramifican localmente, incluyen

virtualmente todas las neuronas en la lamina Il y la mayoria de neuronas en la lamina | y



I11; comprenden neuronas NE, WDR y N-NOC vy reciben aferencias sensoriales directas
(Todd, 2010).

Las interneuronas pueden dividirse en dos clases principales: excitatorias
(glutamatérgicas) e inhibitorias. Las interneuronas inhibitorias utilizan GABA y o glicina
como su neurotransmisor principal. Ademas, mediante técnicas inmunocitoquimicas se ha
mostrado que la expresion de algunos neuropéptidos es exclusiva de diferentes tipos de
neuronas, teniendo asi que las neuronas glutamatérgicas expresan somatostatina,
neurotensina, substancia P (SP) y neurokinina B. La neuronas GABAGérgicas expresan
neuropeptido Y y galanina. Por otro lado, también hay neuropéptidos como encefalinas y
dinorfinas que se expresan en ambos tipos de neuronas (Todd, 2010). Es importante
considerar que las interneuronas interactian con neuronas intrinsecas del asta dorsal, con
fibras aferentes primarias, etc., y pueden ejercer acciones inhibitorias o excitatorias (Millan,
1999).
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Figura 2. Tipos de neuronas del asta dorsal de la médula espinal. Se pueden observar los distintos tipos de
neuronas, asi como las aferencias que reciben de los distintos tipos de fibras aferentes primarias. Esquema
modificado de Todd, 2010.



Transmision de la informacion nociceptiva a centros supraespinales

Una vez que la informacidén nociceptiva es procesada en la médula espinal se
transmite a traveés de neuronas de proyeccion a centros cerebrales supraespinales. Las
neuronas de proyeccion se concentran en la lamina I, 111-VI, con pocas en la lamina Il a
niveles lumbares. Muchas neuronas de proyeccion tienen axones que cruzan la linea media
y ascienden rostralmente por la sustancia blanca formando cinco vias ascendentes: la via
espinohipotalamica,  espinoreticular,  espinomescencefalica,  cervicotaldmica vy

espinotalamica (Kandel et al., 2000; Purves et al., 2004).

La via espinoreticular comprende axones de neuronas en las ldminas VII y VIII.
Asciende por el cuadrante anterolateral de la médula espinal y termina en la formacion
reticular y el talamo. En contraste con la via espinotalamica muchos de los axones de esta

via no cruzan la linea media.

El tracto espinomescencefalico estd formado por los axones de neuronas de las
laminas | y V que ascienden por el cuadrante anterolateral y el funiculo lateral de la médula
espinal a la formacidn reticular mescenceféalica y la sustancia gris periacueductal (PAG) y a
través del tracto espinoparabraquial proyectan al nlcleo parabraquial. Las neuronas de este
nucleo proyectan a la amigdala, un componente del sistema limbico, el cual contribuye al

componente afectivo del dolor.

El tracto cervicotaldmico tiene su origen en neuronas del nucleo cervical lateral,
localizado en la sustancia blanca de los dos segmentos cervicales superiores de la médula
espinal, recibe aferentes nociceptivas de neuronas de las laminas Il y 1V. La mayoria de
los axones de este tracto se decusan y ascienden en el lemnisco medial al nucleo
ventroposterolateral (VPL) y ventroposteromedial (VPM) talamicos. Algunos axones de la
ld&mina Il y 1V proyectan por las columnas dorsales de la médula espinal y terminan en los
nucleos cuneatus y gracilis del bulbo raquideo.

El tracto espinohipotalamico comprende axones de neuronas de la lamina I, V' y
VII. Proyecta directamente a centros supraespinales autondmicos y activa respuestas

neuroendocrinas y cardiovasculares.



La via espinotalamica comprende los axones de neuronas nociceptivas especificas y
WDR de la ldmina | y V-VII del asta dorsal. Estos axones proyectan al lado contralateral
de la médula espinal y ascienden por la sustancia blanca anterolateral terminando en el
talamo (Kandel et al., 2000). La via espinotaldmica se divide en lateral y anterior. La via
espinotalamica lateral transmite impulsos nociceptivos y tienen un mayor numero de fibras
largas que proyectan directamente al tAlamo. Las células que se encuentran en su mayoria
en las laminas I, IV y V dan origen a la mayor parte de los axones que se decusan en la
comisura blanca anterior y ascienden al tdlamo. Por otro lado, la via espinotalamica anterior
tiene su origen en neuronas gque constituyen una poblacion celular heterogénea, que varian
en forma, tamafio y niamero en los diferentes segmentos y laminas de la médula espinal.
Las fibras de la via espinotaldmica anterior se cruzan en la comisura blanca anterior de la
médula espinal, ascienden contra lateralmente y transmiten impulsos de tacto ligero de la

piel sin pelo (Carpenter, 1994).

Se ha demostrado (en la rata, el gato y el mono) que lamina | tiene proyecciones al
tdlamo, sin embargo estudios de trazado retrégrado en la rata sugieren que en L4 del
segmento lumbar las neuronas de proyeccion de la ldmina | constituyen ~5%, de las cuales
95% proyectan al area lateral parabraquial (LPb), un tercio a la PAG, 25% al nucleo del
tracto solitario (NTS) y <5% al talamo. Esto parece ser una caracteristica del
ensanchamiento lumbar de la rata debido a que en el ensanchamiento cervical de ésta y en
los ensanchamientos lumbar y cervical del gato y el mono estas neuronas son mas

numerosas, figura 3 (Todd, 2010).

Asi mismo, el tracto espinotalamico en la rata se origina de varias partes de la
sustancia gris de la médula espinal y termina en varias regiones del talamo que incluyen los
nacleos VPL, Posterior (Po), mediodorsal, centrolateral y parafascicular. Un estudio
reciente, con un marcador anterégrado indica que neuronas cervicales de la ldmina | del
asta dorsal proyectan al Po, VPL, VPM y Posterior triangular (PoT) y ademas al nucleo
caudado (Gauriau y Bernard, 2004). Esta via ascendente lleva primordialmente informacién
sensorial y provee el componente sensorial del dolor. Del tadlamo la informacion
nociceptiva es transmitida a las cortezas somatosensorial primaria, somatosensorial

secundaria, insular, cingulada anterior y prefrontal (Dickenson et al., 2008).
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Figura 3. Neuronas de proyeccion de las ldminas superficiales y sus blancos supraespinales. Se observan los
principales blancos de las neuronas de proyeccion del asta dorsal de la médula espinal, estos comprenden el la
formacidn reticular rostral del bulbo raquideo, NTS, LPb, sustancia gris periacueductal, y el talamo (VPL y
VPM). NTS: nicleo del tracto solitario; LPb: area lateral parabraquial. Imagen modificada de Todd, 2010.

Modulacion descendente de la informacidn nociceptiva

El sistema de control central descendente de modulacién del dolor es una red
anatomica bien caracterizada que permite regular el procesamiento del dolor (en gran
medida dentro del asta dorsal de la médula espinal) en varias circunstancias para producir
ya sea facilitacion (pronocicepcién) o inhibicion (antinocicepcion). (Como revision ver
Millan, 2002; Tracey y Mantyh, 2007).

La excitabilidad de la médula espinal es influenciada directamente por aferentes
descendentes originadas en diferentes centros cerebrales, como son el Iébulo frontal, la
corteza cingular, la insula, la amigdala, la formacion reticular bulbar rostral, la PAG, el
nucleo cuneiforme y el hipotalamo (Tracey y Mantyh, 2007). Estas vias descendentes

pueden modular la informacion nociceptiva a través de diversos mecanismos:

Postsinapticos: inhibiendo directamente las respuestas de neuronas del asta dorsal de

proyeccion directamente o via interneuronas excitatorias e inhibitorias.
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Presinapticos: inhibiendo la liberacion de neurotransmisor en las fibras aferentes primarias.

Los sistemas de modulacion descendente utilizan diferentes neurotransmisores:
serotonina, noradrenalina, dopamina, opiaceos, oxitocina, etc (Millan, 2002; Millan, 1999;
Fields, 2004; Condés—Lara et al., 2009)

En particular, el sistema descendente originado en el NPV hipotaldmico participa en la
modulacion de la informacién nociceptiva a nivel segmental, utilizando como
neurotransmisor principal a la Oxitocina (OT). Este sistema constituye el objeto de estudio

de la presente tesis.

Hipotalamo y modulacion de la informacidn nociceptiva

El hipotalamo controla al sistema nervioso neurovegetativo y al sistema endocrino y
organiza conductas relacionadas con la supervivencia de las especies: ingesta, huida,
defensa y apareamiento. Adicionalmente, la funcién del hipotdlamo—glandula pituitaria es
de suma importancia y tiene conexiones con sistemas ascendentes y descendentes que le
permiten interactuar con la médula espinal (Carlson, 2006; Paxinos, 1995). En este sentido,
el dolor visto como un sistema homeostéatico en el que participa el hipotdlamo, involucra
diversos procesos entre los que destacan la sefializacion de alerta, que permiten al
organismo generar respuestas neurovegetativas 0 motoras para mantener su integridad. En
la parte anterior del hipotdlamo se localiza el NPV, el cual tiene neuronas que proyectan a
regiones que contienen neuronas autondmicas preganglionares, asi como con la glandula
pituitaria, la eminencia media y a diversas regiones del encéfalo (Carlson, 2006; Paxinos,
1995). En el NPV se han identificado dos poblaciones de neuronas oxitocinérgicas:
neuronas magnocelulares que terminan en la neurohipdfisis y neuronas parvocelulares que
terminan en varios lugares del sistema nervioso central (SNC), entre ellos la médula espinal
(figura 4). Las areas que contienen OT incluyen zonas autonomicas, areas involucradas en
la nocicepcion en el tallo cerebral y la médula espinal, el sistema limbico y la neocorteza
(Swanson, 1977; Sofroniew et al.,, 1981; Sawchenko y Swanson, 1982; Gimpl y
Fahrenholz, 2001).

11



NUCLEO PARAVENTRICULAR
\ HIPOTALAMO POSTERIOR

PROYECCIONES
HIPOTALAMICAS
ESPINALES

BULBO
RAQUIDEO

5 MEDULA
w ESPINAL

Figura 4. Esquema de la via NPV—Espinal, donde se sefiala en rojo la proyeccion directa del NPV al asta
dorsal de la médula espinal. Imagen modificada de Carpenter (1994).

Oxitocina y modulacién nociceptiva

La OT es un nonapéptido que se sintetiza en forma de un complejo OT—neurofisina.
La neurofisina es la molécula transportadora de la OT que ademas esta relacionada con el
empaquetamiento y el almacenamiento de la OT dentro de la vesicula, antes de ser liberada
al torrente sanguineo y como neurotransmisor (Gimpl y Fahrenholz, 2001).

Las fibras oxitocinérgicas y sus terminales han sido descritas en varias areas
cerebrales en la rata: el ntcleo dorsomedial hipotalamico, subiculo, la corteza entorrinal, la
amigdala, el bulbo olfatorio, el nacleo gris central mescenceféalico, la sustancia negra, el
locus coeruleus, los nucleos del rafe, el nacleo del tracto solitario y el nucleo dorsal del
vago (Gimpl y Fahrenholz, 2001). Las fibras oxitocinérgicas, ademas, llegan a la glandula
pineal y al cerebelo, y muchas de ellas contintan a lo largo de la médula espinal (Sofroniew
et al., 1981; Sawchenko y Swanson, 1982; Gimpl y Fahrenholz, 2001). Ademas, en un
estudio de microscopia electronica se mostr6 que las fibras oxitocinérgicas se encuentran en
todos los niveles segméntales de la médula espinal, principalmente en las laminas I-I1 del
asta dorsal, en la lamina X alrededor del canal central y en el funiculo dorsolateral.
Adicionalmente, algunas fibras inmunopositivas a OT-neurofisina fueron vistas a niveles
cervicales en la columna intermediomedial a nivel toracico y lumbar. Es importante sefialar

que no se han encontrado cuerpos neuronales OT-—neurofisina positivos en la médula
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espinal (Rousselot et al., 1990). Por otro lado, en un trabajo donde se combinaron dos
trazadores retrogrados y técnicas de inmunohistoquimica se detectaron neuronas
oxitocinérgicas en el NPV que proyectan ipsilateralmente a las laminas superficiales de la
médula espinal (Condés—Lara et al., 2007). Ademas, mediante electrofisiologia, trazado de
vias e inmunofluorescencia, Condés—Lara et al., (2009) mostraron que células del NPV que
responden a estimulacion nociva tienen proyecciones ipsilaterales directas a la médula
espinal lo que permiti6 sugerir la participacion de fibras descendentes oxitocinérgicas como

parte de un sistema homeostatico descendente de modulacion del dolor.

Por otro lado, los receptores a OT (ROT) se han estudiado mediante técnicas de
histoautoradiografia (figura 5). De esta forma se ha mostrado que se encuentran presentes
en muchas regiones del cerebro: areas corticales, en el sistema olfatorio, en los ganglios
basales, el sistema limbico, el talamo, hipotalamo, el tallo cerebral y la médula espinal. En
la médula espinal los ROT se localizan en las capas superficiales del asta dorsal, la
sustancia gris central, intermedio medial (IMM) e intermedio lateral (IML) o ndcleo sacro
parasimpatico, en niveles toracicos y lumbares T8-L2 y toracicolumbares y lumbosacros
T12-S1. La distribucion del ROT tiene coincidencia de localizacion con las fibras OT
(Reiter et al., 1994).

Figura 5. Localizacién del ROT en médula espinal mediante histoautoradiografia. EI ROT se localiza de
forma densa en las ldminas superficiales y de forma menos densa cerca del canal central. Estos sitios de
localizacion del ROT tienen coincidencia de localizacién con las fibras OT inmunopositivas. Imagen
modificada de Reiter et al., 1994
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En los mamiferos la OT tradicionalmente se ha relacionado con el parto y la
lactancia. Sin embargo, recientemente se han reportado efectos analgésicos de la OT en
estudios en raton, rata, perro y humanos (como revision ver Gimpl y Fahrenholz, 2001). En
un estudio donde utilizaron ratones knock out para el gen que codifica para la OT
demostraron que este peptido es esencial para la antinocicepcion inducida por estres,
mientras que las respuestas nociceptivas en los animales wild type no se alteraron
(Robinson et al., 2002). Aunado a esto, en un modelo animal de artritis se encontrd que la

estimulacion quimica del NPV induce antinocicepcion (Pinto—Ribeiro et al., 2008).

Estudios electrofisiologicos han mostrado que la OT inhibe las respuestas sinapticas
glutamatérgicas, mediadas por los receptores AMPA, producidas por la estimulacion de
aferentes sensoriales en ratas y ratones (Robinson et al., 2002). En otro estudio (Condés—
Lara et al., 2003) se demostr6 que la aplicacion tdpica de OT reduce las respuestas
neuronales producidas por la aplicacion tépica de glutamato, y que estos efectos son
selectivos, ya que no todas las neuronas registradas en la médula espinal responden a la
aplicacion de OT y los efectos podian ser diferentes, inhibitorios o excitatorios, lo que

denota una accidn selectiva de la OT sobre distintas poblaciones neuronales.

Por otro lado, mediante técnicas electrofisioldgicas in vivo se ha mostrado que el
sistema descendente NPVV-OT tiene una accion selectiva sobre las respuestas nociceptivas
en neuronas de WDR. De esta manera, la aplicacion de OT no cambia las respuestas
provocadas por la activacion de las fibras AP, pero las respuestas provocadas por la
activacion de fibras Ad y C se reducen significativamente, sugiriendo que la OT podria
actuar presinapticamente. Estos efectos son revertidos por la aplicacion de un antagonista
selectivo de los receptores OT (Condés—Lara et al., 2006).

En pruebas conductuales (Miranda—Cardenas et al., 2006) en ratas con dolor
neuropatico se encontro que la estimulacion eléctrica del NPV y la administracion intratecal
de OT, disminuye de forma significativa la respuesta de retirada indicando un efecto
antinociceptivo, y esta inhibicion puede ser revertida por un antagonista selectivo de OT.
Ademas, la administracion de antagonistas de receptores opiaceos bloquea parcialmente el
efecto inhibitorio provocado por la estimulacion del NPV o la administracion de OT,

indicando solo una participacion parcial de endorfinas (Condés—Lara et al., 2009).
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También se ha encontrado que la administracion topica de bicuculina en el asta
dorsal de la médula espinal bloguea la inhibicién de las respuestas nociceptivas causada por
la estimulacion del NPV (Rojas—Piloni et al., 2007), o la aplicacién de OT (Condés—Lara et
al., 2009). Adicionalmente al efecto inhibitorio provocado por la estimulacion del NPV en
neuronas WDR, otra poblacion de neuronas (NPV-ON) son activadas. De esta manera, la
reduccion de la respuesta de células de WDR correlaciona con el incremento de la actividad
células NPV-ON, por lo que se ha propuesto que dichas células son interneuronas
inhibitorias (Rojas—Piloni et al., 2007).

En un estudio en cultivos de meédula espinal mediante la técnica de registro
electrofisiologico de celula completa (Jo et al., 1998) se mostrd que un subconjunto de
neuronas del asta dorsal posee receptores OT y su activacion facilita la transmision
sinptica glutamatérgica mediada por receptores tipo AMPA. En este mismo sentido, en
otro estudio (Breton et al., 2008) se encontrd0 que una subpoblacién de neuronas
glutamatérgicas de la lamina Il del asta dorsal poseen receptores funcionales a la OT; los
cuales al ser activados facilitan la liberacion sinaptica de glutamato y excitan una gran
poblacion de interneuronas GABAérgicas, lo que ha permitido sugerir que la OT promueve
un incremento generalizado de la inhibicién sinptica en la médula espinal. Esta facilitacion
de la inhibicibn GABAEérgica probablemente representa la base de los efectos
antinociceptivos espinales de la OT y de la estimulacion del NPV. En este mismo estudio
(Breton et al., 2008), se mostré que las neuronas activadas por OT no fueron positivas a
GAD, por lo que sugieren la presencia de receptores funcionales OT en terminales
sinapticas de una sub poblacién de neuronas glutamatérgicas y no en interneuronas
GABAérgicas del asta dorsal. Este mismo grupo (Breton et al., 2009) reporté que los
efectos de la OT en la transmision sindptica en neuronas de la lamina Il se ve acomparfiada
por una modulacién de las corrientes de potasio, las cuales regulan las propiedades de
salida de estas neuronas que reciben informacion nociceptiva de fibras aferentes primarias.
Todos estos resultados han permitido sugerir que las proyecciones descendentes OT
podrian activar interneuronas inhibitorias GABAgrgicas en la lamina I, y éstas a su vez
inhibir a las aferentes nociceptivas. Sin embargo, mediante microscopia confocal e
inmunofluorescencia, se ha demostrado que en el asta dorsal de la médula espinal las fibras

inmunomarcadas contra OT tienen interaccion con fibras aferentes primarias
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inmunomarcadas contra el transportador vesicular de glutamato tipo 1 (VGLUT1). De la
misma manera, se ha mostrado que hay interaccién entre fibras que contienen OT e
interneuronas inmunomarcadas contra GABA y finalmente, interacciones de neuronas que
contienen GABA y VGLUTL. Siendo la interaccion OT-VGLUT1 la de mayor frecuencia
(70%) y menos frecuentes las interacciones OT-GABA (15%) y GABA-VGLUTL1 (16%)
(Moreno—Ldpez, 2009). Estos datos sugieren que la modulacién ejercida por la OT en el
asta dorsal podria llevarse a cabo por una accion directa sobre las aferentes nociceptivas o

bien, a través de interneuronas inhibitorias GABAérgicas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sistema NPV-OT-espinal tiene, por un lado, efectos inhibitorios selectivos sobre
respuestas de fibras Ad y C en neuronas de la médula espinal y por otro lado activa células
que se han denominado NPV-ON que se ha sugerido son interneuronas de tipo inhibitorio
y que a través de la activacion de estas células este sistema ejerce sus efectos inhibitorios
sobre las respuestas de fibras Ad y C en neuronas espinales. Sin embargo, 10s mecanismos a
través de los cuales se lleva a cabo esta modulacion dual por del sistema NPV-OT—espinal
no se conocen por lo que para dilucidar entre estas opciones se investigd la localizacién y
se realizo la caracterizacion de las células que expresan el ROT en la médula espinal y el
DRG.
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JUSTIFICACION

Hasta el momento, las investigaciones sobre el mecanismo de accion antinociceptivo del
sistema NPVV-OT no han permitido clarificar con detalle lo blancos celulares que activa la
OT en el asta dorsal. Los estudios electrofisioldgicos sugieren que la OT inhibe la
transmision de informacion nociceptiva actuando a nivel presinaptico. Asimismo, hay
evidencia que sugiere que el efecto antinociceptivo de la OT se obtiene por activacion de
interneuronas inhibitorias. Sin embargo, estudios histolégicos muestran que existe una
estrecha relacion entre las proyecciones oxitocinergicas descendentes con fibras aferentes
primarias, lo que ha permitido suponer que la inhibicion oxitocinérgica es directa sobre las

aferentes nociceptivas.

En este trabajo fueron identificados los elementos espinales blancos de la OT que forman
parte del mecanismo inhibitorio que modula la transmisién de informacion nociceptiva.
Para ello, se utilizo, el trazado de vias, inmunofluorescencia y microscopia de fluorescencia
y confocal, con la finalidad de identificar los elementos celulares que expresan el receptor a
la OT.
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HIPOTESIS

El mecanismo de accion del sistema NPV-OT en la médula espinal es postsinaptico: el
ROT se localiza en neuronas espinotaldmicas o bien presinaptico y puede estar mediado

de dos formas distintas no excluyentes:

e Directamente sobre las fibras aferentes nociceptivas Ad y C: El ROT se expresa
en las fibras aferentes primarias nocieptivas del grupo C.

e Atraves de interneuronas: EI ROT se expresa en neuronas GABAEérgicas de la

medula espinal
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OBJETIVO GENERAL

e Identificar a los elementos celulares que son blanco de la via descendente NPV-

espinal en el asta dorsal de la médula espinal.

OBJETIVOS PARTICULARES

e ldentificar la localizacion celular del ROT en el asta dorsal y en el DRG en los

segmentos lumbares de la médula espinal.

e ldentificar la posible colocalizacién de los ROT con fibras aferentes primarias,
fibras C peptidérgicas, fibras C no peptidérgicas, proteina especifica neuronal

nuclear (NeuN), neuronas espinotalamicas y neuronas GABAérgicas.
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METODO

Se utilizaron ratas macho Wistar de 280 a 310 g de peso, las cuales se mantuvieron
en condiciones de temperatura y luz controladas (23+£1° C con 12 horas de iluminacién
comenzando a las 6:00 horas), con agua y alimento ad libitum. Los experimentos se
llevaron a cabo de acuerdo a las normas del Comité de Bioética del Instituto de
Neurobiologia y a los lineamientos para experimentacion en animales de la Asociacion

Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) (Zimmermann, 1983).

Inyeccion de Trazadores
Fluororuby

Para la inyeccion del trazador anterégrado fluoro ruby (FR) (Fluorocrome, LLC) los
animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina/xilacina (Cheminova) (70/6
mg/kg, i.p). Los animales se colocaron en un aparato estereotéxico y se fijaron las vertebras
T13-L1, donde se realiz6 una laminectomia para exponer los segmentos lumbares L4-L5.
Para ello, se removi6 el masculo adyacente a la vertebra fijada y bajo un microscopio de
diseccion y con ayuda de un taladro dental se removid la apdfisis espinosa y el hueso
adyacente. Después de aislar las raices dorsales, se realizd una lesion a la raiz dorsal L4
sobre la cual se inyectaron 30 ul de FR 10% disuelto en agua destilada. La inyeccion del
trazador se realizo por el método de presion manual, con una jeringa Hamilton acoplada a
un vernier manual y todo esto acoplado a una torre milimétrica de estereotaxico. Una vez
realizada la inyeccion, la jeringa se dejé por 15 minutos en el sitio de inyeccion.
Finalmente, se colocd spongostan standard Johnson-Johnson en la raiz lesionada y se
procedio a suturar el musculo y la piel con hilo quirargico estéril. A los animales se les did

un periodo de supervivencia de 2 dias con el fin de que el trazador se transporte.

Una vez concluido dicho periodo, los animales se anestesiaron con una sobre dosis
de pentobarbital sédico (Cheminova) y se fijaron por perfusion via intracardiaca con 100
ml de solucion salina seguida de 250 ml de solucion fijadora (paraformaldehido al 4% en
buffer de fosfatos 0.1M, pH7.4) a 4°C. Se extrajeron los segmentos lumbares de la médula

espinal y se colocaron en 50 ml de la solucion fijadora. Se les di6 un periodo de post
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fijacion de 2 h a 4°C. A continuacion los cerebros se colocaron en una solucién de sacarosa
al 30% en buffer de fosfatos 0.1M pH 7.4 para su crioproteccion.

Los segmentos lumbares se cortaron en un micrétomo de congelacion. Se realizaron
5 series de cortes transversales de 100 um de espesor cada 500um, en buffer fosfatos salino
(BFS), pH 7.4. Estos cortes se utilizaron para evaluar la localizacion del ROT en médula

espinal.

FluoroGold

Para la inyeccion del trazador neuronal retrégrado FluoroGold (FG) (Fluorocrome,
LLC), los animales previamente anestesiados con ketamina/xilacina (70/6 mg/kg, i.p), se
colocaron en un aparato estereotaxico. Se expuso el craneo y se realizaron trépanos del lado
derecho en las coordenadas AP=5.70 y 4.8 mm; L=3.4mm; H=3.60 y 3.8 mm para localizar
el VPL; AP=5.70y 4.80 mm; L=2 y 2.20 mm; H=4.40mm para localizar el PO; y AP=3.70
mm, L=2.6 mm, H=3.8 mm para localizar el nucleo posterior talamico (Po) de acuerdo al
atlas de Paxinos & Watson (1998). La inyeccion del trazador se realizd por el método de
presion manual, con una micropipeta de borosilicato unida a una jeringa Hamilton acoplada
a un vernier manual y todo esto acoplado a una torre milimétrica de estereotaxico. Posterior
a la inyeccién del FG la pipeta se dejé por 15 segundos en la Gltima posicién después de
este tiempo se retird, se coloco cera para hueso en el trepano y se procedio a suturar piel y
masculo con hilo quirdrgico. A los animales se les dio un periodo de sobrevivencia de 13
dias para que se realizara el transporte del trazador. Posterior a este tiempo, los animales
fueron anestesiados con una sobredosis de pentobarbital sédico y se fijaron por perfusion
intracardiaca con solucion salina 0.9% seguida de solucion fijadora (paraformaldehido 4%
en Buffer Fosfatos 0.1M pH 7.4). Posteriormente, se extrajeron el cerebro y los segmentos
lumbares de la médula espinal. Se les dio un periodo de post fijacion de 2h y posterior a
éste se colocaron en solucién de sacarosa al 30% para su crioproteccién. Para verificar los
sitios de inyeccidn se realizaron 5 series de cortes coronales de 40 um del cerebro. La serie
1 se montd inmediatamente en portaobjetos gelatinizados, se procedié a deshidratar
utilizando alcoholes (70%, 80%, 96% y 100%,) y a aclarar (Xilol). La serie 2 se monto y

proceso con violeta de cresilo, con la finalidad de verificar el sitio de inyeccion.
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De la médula espinal se realizaron 4 series de cortes transversales de 40 pum de
espesor. Los cortes se procesaron mediante inmunofluoresencia para detectar ROT y
evaluar la colocalizacion de neuronas de proyeccion espinotalamicas y ROT.

Localizacion de ROT en médula espinal y en el ganglio de la raiz dorsal

Para identificar la posible localizacion de ROT en los segmentos lumbares de la
médula espinal y neuronas sensoriales del DRG se utilizaron ratas macho Wistar que fueron
anestesiadas con una sobredosis de pentobarbital sodico para ser perfundidas via
intracardiaca con solucion salina 0.9% seguido de paraformaldehido 4% en Buffer Fosfatos
0.1 M. Se obtuvieron los segmentos lumbares de la medula espinal y los ganglios lumbares
(L1-L6) de ambos lados y se les dié un periodo de postfijacion de 2 h y después de éste
tiempo se colocaron en sacarosa 30% en buffer fosfato 0.1 M. Del tejido de médula espinal,
se realizaron cortes transversales de un espesor de 50 pm en un micrétomo gue cuenta con
un sistema de congelacion, los cortes se almacenaron en PBS 0.1 M. Del tejido de DRG se
realizaron cortes de 30 pm de espesor en un criostato, los cuales se montaron
inmediatamente en portaobjetos gelatinizados para posteriormente ser procesados mediante

inmunofluoresencia para detectar ROT, SP e IB4.
Inmunofluorescencia

En todos los casos se utilizaron cortes de médula espinal o DRG (segun el objetivo),
los cuales se almacenaron en PBS a 4°C. Para evaluar la localizacion de ROT en el asta
dorsal de la médula espinal se utilizaron los cortes de los animales a los que se les realizo la
inyeccion de FR en fibras aferentes y se procesaron con inmunofluorescencia para sustancia
P, ROT y NeuN.

Para determinar la localizacion del ROT en neuronas espinotalamicas en el asta
dorsal de la médula espinal se utilizaron los cortes de los animales a los cuales se les
inyecto FG en el Po y VPL talamicos y el tejido se proceso con inmunofluorescencia contra
ROT.

Para evaluar la localizacion del ROT en neuronas sensoriales del DRG se utilizaron

cortes de ganglio y el tejido se procesé con inmunofluorescencia para detectar ROT y SP
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En todos los casos, los cortes se incubaron con los anticuerpos primarios por 24h a 4°C,
para lo cual los anticuerpos primarios se diluyeron en 5 ml de PBS a la concentracion

apropiada.

e ROT (epitope: region N-terminal del receptor de origen humano): anti-ROT
desarrollado en cabra (sc—8103, Santa Cruz Biotechnology, santa cruz, CA, USA
1:400).

e Sustancia P (reacciona con la region COOH-terminal de SP): anti—SP desarrollada
en rata (Chemicon 1:200),

e Proteina nuclear neuronal especifica (NeuN MAB377 reacciona con la mayoria de

tipos de células neuronales): anti-NeuN desarrollado en raton (Chemicon 1:1000).

e Oxitocina: Anti OT—neurofisina desarrollada en raton proporcionada por el Dr. H.
Gainer 1:250.

e GABA: Anti-GABA desarrollado en conejo (Sigma 1:2000).

e Isolectin IB4 Alexa Fluor 564 dye conjugates (Invitrogen 1:400).

Después se realizd un lavado de 5 minutos en PBS 0.1M, para continuar con la
incubacion de los anticuerpos secundarios correspondientes por 24h a 4°C, se utilizaron:
Alexa 633 burro anti—cabra, Alexa 488 burro anti—rata, Alexa 350 burro anti-raton, Alexa
488 burro anti rata [1:300], Alexa 555 burro anti—conejo. Después del periodo de
incubacién los cortes se lavaron por 5 minutos en PBS y se montaron en portaobjetos

gelatinizados utilizando como medio de montaje DPX o glicerol en PB [1:1].
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Analisis histoldgico

Para analizar la colocalizacion ROT-SP—FR—NeuN en médula espinal y ROT-SP
en el DRG, se utilizaron las imagenes obtenidas de un microscopio confocal invertido Zeiss
LSM 510 Meta que cuenta con 4 laseres: un laser de Argdn/2 que trabaja con 4 longitudes
de onda, 458, 477, 488 y 515nm que se utiliz6 para detectar el anticuerpo secundario Alexa
488 y FR; un laser DPSS; un laser HeNe de 633nm, que se utiliz6 para detectar el
anticuerpo secundario Alexa 633; y finalmente un mecanismo multifoténico coherent-XR
entonable que opera desde el rango UV al Infrarrojo, que se utilizd para detectar el
anticuerpo secundario Alexa 350. Los analisis de colocalizacion se realizé con el programa
Zeiss LSM Image examiner version 4.0.0241. Para analizar la colocalizacion ROT-FG se
utilizaron imégenes obtenidas mediante microscopia de fluorescencia, utilizando los filtros
de fluoresceina y ultravioleta. Estas imagenes se procesaron con Adobe Photoshop CS y el

programa Zeiss LSM Image Examiner.
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RESULTADOS

En los experimentos con inmunofluorecencia los resultados muestran que existen
cuerpos celulares en los cuales colocaliza ROT—NeuN, lo que indica que el ROT se localiza
en neuronas de las ldminas superficiales del asta dorsal. Sin embargo, también se
encontraron cuerpos celulares que presentan el ROT pero que no colocalizan con NeuN.
Mediante la técnica de trazado neuronal los resultados indican que las neuronas
espinotalamicas no expresan ROT, ademas mediante inmunofluorescencia encontramos que
las neuronas GABAGérgicas no expresan ROT. Por otro lado, se encontré que el ROT se
expresa en neuronas sensoriales del DRG y que en estas células no colocalizan con SP ni
con IB4.

Localizacion de ROT en el asta dorsal de la médula espinal

El andlisis de la localizacion de ROT, FR y NeuN se realiz6 en los segmentos L1-
L6 de la medula espinal. La colocalizacion de NeuN-ROT nos permitié dilucidar si el ROT
se localiza en neuronas del asta dorsal; la colocalizacion FR-ROT permitio6 dilucidar si el
ROT se localiza en fibras aferentes primarias; la colocalizacion de SP-FR ROT permitid
dilucidar si el ROT se localiza en fibras aferentes primarias nociceptivas. De esta forma, la
SP se localizo en las laminas | y Il de la médula espinal; el FR se localiz6 en toda el asta
dorsal; ROT se localiz6 densamente en las laminas I-11 y con menor densidad en las
laminas 111-VI; NeuN ademas permitid identificar la citoarquitectura de la médula espinal.

Se analizaron las imégenes de microscopia confocal utilizando la proyeccion
tridimensional. De esta manera, 552 células fueron NeuN positivas, 203 fueron ROT
positivas, 187 ROT-NeuN y 16 ROT-no NeuN. Esto nos indica que el ROT colocaliza con
NeuN (92.11%), lo que indica que neuronas del asta dorsal expresan el receptor a OT
(Figura 6). Adicionalmente, no se encontré colocalizacion del ROT ni con SP ni con FR, lo
cual indica que las aferentes primarias en la médula espinal no expresan el ROT. Un
hallazgo interesante fué que se encontraron cuerpos celulares (7.88%) que expresan el
ROT, pero no colocalizan con NeuN (Figura 6). Finalmente es importante sefialar que se

encontro colocalizacion SP+FR.
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Localizacion de ROT en neuronas espinotalamicas en el asta dorsal de la médula espinal

Con la finalidad de analizar si neuronas de proyeccion espinotalamicas expresan el
ROT, se inyecto el trazador retrogrado neuronal FG en los nicleos Po y VPL taldmico en 2
animales (Figura 7a)

Las neuronas FG positivas se localizaron principalmente en las laminas I-VII y X
en los segmentos lumbares L1-L6 de la médula espinal. Se identificaron un total de 66
neuronas FG positivas en el asta dorsal, sin embargo, de éstas solo 2 se localizaron en la
lamina 1. EI ROT se observé como un punteo en color verde en cuerpos celulares y se
localiz6 de forma densa en las ldminas superficiales, asi como esparcido en el asta dorsal.
No se observd colocalizacion ROT-FG en ningun caso, lo cual indica que el ROT no se

localiza en neuronas espinotalamicas (Figura 7b).
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Barra de escala =10 um

Figura 6. Imagenes de microscopia confocal donde se muestra la reconstruccién de un corte transversal de
médula espinal lumbar de un espesor de 100 um. En a se ilustra la distribucion de SP, FR, ROT, NeuN y
SP+FR+ROT+NeuN en el asta dorsal de la ME. La colocalizacion de ROT-NeuN se sefiala con las flechas
blancas Barra de escala igual a 50um. En b con las flechas blancas se sefiala las células que contienen
ROT+NeuN y las flechas moradas sefialan células que contienen ROT y no colocalizan con NeuN. Barra de
escala igual a 10 um. En el recuadro inferior derecho se observa un esquema modificado de Paxinos &
Watson (1998), de un corte de médula espinal L4 donde el cuadro indica el campo correspondiente a la
imagen de confocal.
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Figura 7. a muestra los sitios de inyeccion del trazador retrogrado FG en un esquema modificado de Paxinos
& Watson. b imagenes de microscopia de fluorescencia mostrando células que expresan el ROT (rojo) y
células espinotalamicas (FG), asi como un traslape ROT+FG. El esquema modificado de Paxinos & Watson,
1998, de un corte de médula espinal L4 muestra la distribucion de todas las células FG positivas
contabilizadas en los segmentos lumbares de la médula espinal en dos animales. Ninguna de las células
marcadas con FG colocaliz6 con ROT. Magnificacion 400X.
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Localizacion de ROT en neuronas GABAérgicas

Con el fin de estudiar si el ROT se localiza en neuronas GABAérgicas se analizd la
colocalizacion de células GABA y ROT en los segmentos lumbares L1-L6 de la rata. Las
neuronas inmunopositivas a GABA (n=20) se localizaron en las ldmina II-I1l del asta
dorsal y ROT se localizd de forma densa en las laminas superficiales y esparcidas en el
resto del asta dorsal (Figura 8). Se encontramos que ROT no colocaliza con GABA en

ningun caso.

GABA + ROT

Figura 8. Imagenes de microscopia de fluorescencia donde se observa GABA (rojo) y ROT (verde) y un
traslape de los 2 canales. La flecha blanca sefiala una neurona GABA inmunopositiva y como se puede
observar no colocaliza con ROT. La flecha azul indica la marca ROT inmunopositiva, nétese que ROT no
colocaliza con GABA. Magnificacién=400X.

Localizacion de ROT en células sensoriales del ganglio de la raiz dorsal

Se encontrd que el ROT se localiza en células sensoriales del DRG (Figura 9). En el DRG
se localizan los somas de las neuronas que dan origen a las diferentes fibras aferentes
primarias: peptidérgicas que liberan SP y CGRP y no peptidérgicas que unen IB4. EI ROT
no colocaliza con SP (Figura 9 C), lo cual esta de acuerdo con lo encontrado en médula
espinal en el presente estudio (figura 6). Por otro lado, se encontré colocalizacion entre las
neuronas IB4 positivas y ROT, sin embargo, solo el 5% de las células mostraron esta
condicion (Figura 9 D).
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Figura 9. Imagen de microscopio Optico de un ganglio lumbar con tincidn de violeta de cresilo en a con un
aumento de 5X y en b con un aumento 10X. C Imagen de microscopia confocal de un DRG que muestra SP
(verde) y ROT (amarillo). Nétese que ROT no colocaliza con SP. Barra de escala=10 pm. D y E imagen de
microscopia de fluorescencia donde en rojo se observa 1B4 y en verde ROT, Notese que ROT no colocaliza
con IB4. En D se ilustra un ejemplo de colocalizacion ROT-1B4, sin embargo, solo el 5% de neuronas 1B4
positivas colocalizé con ROT. Aumento 400X, las flechas amarillas sefialan ROT, las flechas blancas sefialan
IB4 y las flechas azules sefialan la colocalizacion IB4-ROT.
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DISCUSION

Mediante técnicas de inmunofluorecencia, microscopia de fluorescencia y
microscopia confocal en este trabajo se encontré que el ROT se localiza de forma densa en
las 1d&minas superficiales (I-11) y de forma dispersa en las laminas profundas del asta dorsal
de la médula espinal. Asimismo, existen cuerpos celulares en los que colocaliza ROT—
NeuN, lo que indica que el ROT se expresa en neuronas de las laminas superficiales asi
como en l&minas profundas del asta dorsal. Sin embargo, también se encontraron cuerpos
celulares que expresan el ROT pero que no colocalizan con NeuN. Adicionalmente,
mediante la técnica de trazado neuronal de la via espinotalamica los resultados indican que
las neuronas espinotalamicas no expresan ROT. Por otro lado mediante
inmunofluorescencia se encontré que el ROT no se expresa en neuronas GABAEérgicas
localizadas en las ldminas superficiales del asta dorsal.

Los hallazgos indican que el ROT se expresa en células del DRG y que estas no
colocalizan con SP e IB4.

Localizacion del ROT en el asta dorsal de la médula espinal

El ROT se ha estudiado mediante técnicas de histoautoradiografia y se ha
encontrado que se encuentra ampliamente distribuido en el SNC: en areas corticales, en el
sistema olfatorio, en los ganglios basales, el sistema limbico, el tAlamo, el hipotalamo, el
tallo cerebral y en la médula espinal (Gimpl y Fahrenholz, 2001). Las terminales OT en la
médula espinal de la rata tienen coincidencia de localizacién con el ROT, lo que sugiere
que la OT esté involucrada en funciones sensoriales y autondmicas (Rousselot et al., 1990).

Recientemente se ha estudiado el ROT con técnicas de inmunofluorescencia en el
hipotdlamo (Caligioni et al., 2007) y la en médula espinal con el uso de ratones knock—in
gue expresan una proteina fluorescente bajo control de la regidn reguladora del gen del
ROT (Wrobel, et al., 2011) asi como mediante ratones knock out para el ROT (Schorscher—
Petcu et al., 2010). Sin embargo no existen reportes anteriores en donde se haya estudiado
el ROT mediante inmunofluorescencia en la médula espinal. En el presente trabajo
estudiamos mediante inmunofluorescencia la localizacion del ROT en la médula espinal y

se encontro que se localiza de forma densa en las laminas superficiales y de forma menos
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densa en las laminas I11-VI. EI ROT se localiza en neuronas lo cual esta de acuerdo con lo
reportado por Wrobel et al., 2011 en ratones. De manera interesante, el ROT no se localiza
en fibras inmunomarcadas con SP, lo que sugiere que el éste no es expresado por fibras C
peptidérgicas. Estos resultados sugieren que la modulacion descendente oxitocinérgica no
se lleva a cabo directamente sobre este tipo de fibras e indican que la modulacion es sobre

neuronas.

Las fibras aferentes primarias llegan a la médula espinal con una distribucion
especifica. Los mecanorreceptores llegan a las laminas 11i-V, las fibras Ad y C inervan la
lamina | y Il. A su vez, las fibras C nociceptivas pueden ser divididas en dos grupos
neuroquimicos: fibras peptidérgicas que liberan SP y CGRP vy fibras no peptidérgicas que
unen IB4 (Todd, 2010). En este trabajo se encontr6 que el ROT no colocaliza con SP, sin
embargo, aun no podemos descartar que el ROT no se localice en fibras aferentes
nociceptivas que liberen Unicamente CGRP ya que no todas las fibras C peptidérgicas

coliberan estos péptidos (Gibbons et al., 1987).

Las fibras C peptidérgicas estan asociadas principalmente con la piel donde inervan
la epidermis, mientras que las no peptidérgicas inervan otros tejidos y regiones profundas
de la piel. Las diferencias en la distribucion periférica y central de estas aferentes sugiere
que son diferentes en su funcién (Todd, 2010; Basbaum et al., 2009). En el presente estudio
no encontramos colocalizacion de ROT con sustancia P ni con IB4. Esto Ultimo concuerda
con un trabajo reciente en donde se describe que en la médula espinal las neuronas que

expresan ROT no colocalizan con 1B4 (Wrobel, et al., 2011).

Por otro lado se ha descrito que en la lamina Ili se localizan interneuronas
glutamatérgicas que expresan la subunidad y de la Proteina Kinasa C (PKCy) (Braz et al.,
2005; Todd, 2010). Recientemente se describidé que las neuronas que expresan ROT no
colocalizan con PKCy (Wrobel et al., 2011), sin embargo, mediante la técnica de registro
electrofisiologico en cultivos (Jo et al., 1998) y en rebanadas (Breton et al., 2008) se ha
demostrado que la aplicacion de OT incrementa la transmision sinaptica glutamatérgica

mediada por el receptor AMPA en neuronas del asta dorsal.
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Un dato interesante fue el hecho de encontrar que el ROT se localiza en células que
no son neuronas. Esto sugiere que el ROT es expresado por células gliales de la médula
espinal. En este sentido, en el hipotdlamo se ha reportado que el ROT se localiza en
astrocitos y participa en funciones de regulacion en la transmision sinaptica glutamatérgica
(Kuo et al., 2009) y en cultivos de astrocitos, Evrard et al. (1997) reportaron sitios de union
a OT en cultivos de astrocitos de médula espinal. Por otro lado, la participacion de la glia
en la modulacion de las aferencias nociceptivas en médula espinal es un hecho conocido
(O’Callaghan & Miller, 2010). Sin embargo, no existen reportes en la literatura que
describan la participaciéon de la OT sobre la excitabilidad neuronal mediada por células

gliales en la médula espinal.
Localizacion de ROT en neuronas espinotalamicas en el asta dorsal de la médula espinal

La informacion nociceptiva es procesada en la médula espinal y se transmite a traves de
neuronas de proyeccion a centros cerebrales supraespinales. Las neuronas de proyeccion se
concentran en la lamina I, 111-V1, con pocas en la lamina Il a niveles lumbares (Millan,
1999; Todd, 2010). Estas neuronas de proyeccién forman diversos tractos, entre los cuales
se encuentra el tracto espinotalamico. Las células que dan origen a este tracto comprenden
neuronas nociceptivas especificas y WDR de la lamina | y V-VII del asta dorsal. Estos
axones proyectan al lado contralateral de la médula espinal y ascienden por la sustancia
blanca anterolateral terminando en el VPL y VPM (Kandel et al., 2000; Carpenter, 1994).

Ademas, mediante trazado anterdgrado se encontrd que neuronas cervicales de la lamina |
del asta dorsal proyectan al Po, VPL, VPM y PoT taldmicos y ademas al nicleo caudado
(Gauriau y Bernard, 2004). En el presente trabajo se encontr6é que el ROT no se localiza en
neuronas de proyeccion espinotalamicas localizadas en las laminas I, 111-VI, lo que sugiere
que los efectos inhibitorios del sistema NPV-espinal-OT no se modulan de forma
postsinaptica sobre este sistema de proyeccidon. En este estudio, asi como en trabajos
previos (Reiter, et al., 1994; Wrobel et al., 2011; Gimpl y Fahrenholz, 2001), se ha descrito
que el ROT se localiza de forma densa en las laminas superficiales y de forma esparcida en
el asta dorsal. Las neuronas espinotalamicas se localizan en las laminas | y V-VII, sin
embargo el nimero de neuronas localizadas en las laminas superficiales del segmento

lumbar en la rata que proyectan al tdlamo representan ~5% (Todd, 2010) del total de
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neuronas de proyeccion localizadas en la lamina I. Es posible que el ROT se localice en
neuronas que formen sistemas que proyecten a otras estructuras supraespinales como son la
PAG, el NTS y el LPb (Todd, 2010). Se necesitan méas estudios que permitan analizar esta
posibilidad.

El sistema NPV-espinal-OT modula neuronas espinotalamicas que proyectan al
VPL (Rojas—Piloni et al., 2008), debido a que el ROT no se localizé en las neuronas
espinotalamicas nos sugiere que las neuronas de proyeccién de este tracto no son
moduladas directamente por la proyeccion descendente oxitocinérgica y refuerza la idea de
que el mecanismo de accion es presinaptico. También es importante considerar que la
informacidn nociceptiva también se transmite por el sistema postsinptico de las columnas
dorsales y que estas neuronas también estdn moduladas este sistema NPV-espinal-OT
(Rojas—Piloni et al., 2008). Por lo tanto no podemos descartar que el ROT se localice en

neuronas que proyecten por este sistema u otros.
Localizacion de ROT en neuronas GABAérgicas

El ROT se localiza de forma densa en las ldminas superficiales y tiene coincidencia
de localizacion con las fibras oxitocinérgicas (Reiter et al., 1994; Wrobel et al., 2010;
Rousselot et al., 1990). En este sentido las neuronas de las laminas I-I11 tienen axones que
terminan en la médula espinal y se ramifican localmente. En la rata, el GABA esté presente
en ~25%, 30% y 40% de neuronas en las laminas 1, 11 y 1l respectivamente (Todd, 2010);
asimismo, la informacién nociceptiva llega principalmente a las laminas superficiales
(Millan, 1999). Estudios recientes sugieren la participacion de sistemas GABAérgicos que
median los efectos inhibitorios del NPV sobre neuronas WDR del asta dorsal de la médula
espinal (Rojas—Piloni et al., 2007; Breton et al., 2008; Condés—Lara et al., 2009). Aqui se
identificd que células inmunopositivas GABA no colocalizan con ROT. En este sentido, se
ha planteado que los efectos inhibitorios del sistema NPV-OT-espinal estén mediados
tanto por interneuronas excitatorias como por inhibitorias (Breton et al., 2008; Condés—
Lara et al., 2009), los presentes hallazgos apoyan esta hipotesis ya que el ROT no se

expresa en neuronas GABAEérgicas.
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Asimismo, se ha reportado que las neuronas GABAEérgicas espinales, cuando se
estimula el NPV, no son c-Fos positivas. Ademéas la aplicacion de OT modula la
transmision glutamatérgica mediada por el receptor AMPA en registros electrofisiolégicos
en cultivos y en rebanadas de médula espinal (Jo et al., 1998; Breton et al., 2008). En ratas
recién nacidas se ha descrito que la OT reduce la entrada de calcio evocadas por GABA y
ademas reduce corrientes de CI (Mazzuca et al., 2011) lo cual refuerza la participacion del
sistema GABAEérgico en mediar los efectos analgésicos del NPV. Sin embargo el hecho de
que ROT no colocaliza con GABA sugiere que la activacion de interneuronas
GABAEérgicas no es por una accion directa de OT, si no posiblemente a través de

interneuronas glutamatérgicas.
Localizacion de ROT en neuronas sensoriales del ganglio de la raiz dorsal

En este trabajo se describio que el ROT se localiza en células sensoriales del DRG,
pero no colocaliza con sustancia P, un péptido liberado por fibras aferentes nociceptivas
peptidérgicas. Este resultado esta de acuerdo con lo reportado en este trabajo en la médula
espinal, en donde no se encontraron fibras inmunoreactivas a SP que colocalizaran con el

ROT (Figura 6 y 9 respectivamente).

El analisis de colocalizacion de células 1B4 positivas con ROT en el DRG indico
que solo el 5% de las células inmunopositivas a ROT colocaliza con I1B4. Los estudios
electrofisiol6gicos in vivo han mostrado que el sistema descendente NPV-OT tiene una
accion selectiva sobre las respuestas de fibras nociceptivas A y C en neuronas espinales
WDR (Condés-Lara et al., 2006., Condés—Lara et al., 2009., Rojas—Piloni et al., 2008), lo
que sugiere que el mecanismo de accion de este sistema es presinaptico, es decir, actla
sobre aferentes nociceptivas. En este sentido, se ha reportado que fibras oxitocinérgicas
tienen cercania con fibras aferentes primarias inmunomarcadas con VGLUTL, el cual es un
marcador molecular que expresan ciertas poblaciones de aferentes primarias (Moreno—
Lopez, 2009). Este hallazgo sugiere que el mecanismo de accion del sistema NPV-OT-
espinal es directo sobre las fibras aferentes primarias. Sin embargo, en este trabajo el ROT
no se localizé en fibras aferentes que liberan SP lo que sugiere que el ROT se encuentra en
fibras aferentes primarias que no liberan sustancia P. A este respecto se encontrd que ROT

no colocaliza con 1B4 que es un marcador de fibras aferentes del grupo C no peptidérgicas.
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Wrobel et al., (2011) reportaron que las neuronas que expresan el ROT no colocalizan con
IB4 en médula espinal, lo cual esta de acuerdo con los presentes resultados. Sin embargo,
no es posible descartar que otro tipo de fibras aferentes nociceptivas expresen el ROT,
como son fibras aferentes peptidérgicas que liberen CGRP o bien que el ROT se localice en
fibras Ad o AP y que participe en un sistema de modulacion de compuerta (Melsa y Wall,
1965). Estos resultados ademas refuerzan la participacion de interneuronas que medien los
efectos inhibitorios de la oxitocina en médula espinal y existe la posibilidad de que el ROT

ademas tenga funciones periféricas.

Los presentes resultados indican que el ROT se localiza en neuronas del asta dorsal
de la ME, de forma densa en la laminas superficiales y con menor densidad en las laminas
Il — VI lo que coincide con lo reportado en Wrobel et al., 2010 en el raton. Ademas en este
estudio se encontrd que el ROT no se localiza en fibras aferentes primarias inmunopositivas
a SP en ME, lo cual concuerda con los hallazgos de Wrobel et al., (2011) quienes
reportaron que el ROT no colocaliza con IB4. Esto sugiere que el ROT no se expresa en
fibras C, sin embargo, queda por estudiar si el ROT se expresa en fibras peptidérgicas que
liberan CGRP.

Como ya se menciond, se ha propuesto la participacién de interneuronas excitatorias
e inhibitorias que median los efectos analgésicos del NPV en medula espinal (Jo et al.,
1998; Breton et al.,, 2008; Rojas—Piloni et al., 2007; Condés-Lara et al., 2009).
Anteriormente se reportd que las células NPV-ON que son activadas por la estimulacion
del NPV no son moduladas por la aplicacién de bicuculina, pero si los efectos inhibitorios
del NPV (Condés—-Lara et al., 2009). Aqui se describié que el ROT no colocaliza con
neuronas GABAGérgicas, ni neuronas de proyeccién espinotalamicas lo cual refuerza la
hipbtesis que sugiere que el mecanismo de accion del sistema NPV-OT-espinal es
presinaptico y que es mediado a través de interneuronas glutamatérgicas que amplifican la
sefial GABAérgica (Figura 10).
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Figura 10. Mecanismo de accion inhibitorio propuesto del sistema NPV-OT-espinal. Los presentes hallazgos
mostraron que el ROT no se localiza en neuronas de proyeccion espinotaldmicas ni en neuronas
GABAérgicas, pero si en otras neuronas y probablemente en células gliales del asta dorsal. Por otro lado, se
describié que el ROT se localiza en células sensoriales del DRG que no son fibras C. De esta manera, un
posible modelo de inhibiciéon mediada por OT involucraria la activacion de células NPV-ON, las cuales a su
vez activarian a interneuronas GABAérgicas las cuales inhibirian directamente las fibras A3 y C.
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CONCLUSIONES

e EIROT se localiza en neuronas del asta dorsal de la médula espinal y en células que

No Son neuronas.
e EIROT no se localiza en neuronas espinotalamicas.
e EIROT no se localiza en neuronas GABAEérgicas del asta dorsal.

e EL ROT se expresa en células sensoriales del DRG que no expresan SP y no son
positivas a 1B4.
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