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Praise the lord to the spinal cord

From the periphery to the brain, there are many ascending tracts,
But it's at synapses in gray matter where interesting neuropeptides interact.
Tissue and nerve injury inputs enter the dorsal horn

And through neurochemical magic, these inputs are transformed.

Lamina | is quite marginal, all can agree
And together with lamina Il contain the neurotransmitters: substance P,
Enkephalin, dynorphin and CGRP

Providing continuous employment for a neuroanatomist like me!

As we penetrate the dorsal horn, we enter laminae Il IV and V.
From here many ascending pathways arise.
Transmitting injury messages from the cord to the brain

Where they may, or may not be experienced as pain.

You see there are no pure pain pathways that access the brain,
Which is perhaps why ablative surgery for pain’s on the wane.
But since analgesic drug action neuropeptide circuits explain

Exploit cytochemistry in the treatment of pain.

For there are a few in this audience who could readily afford
To relinquish the functions performed by the cord.
Sure the brain is important, but the spinal cord’s central.

So Come Blow Your Horns, be they dorsal or ventral.

And let us end by rephrasing the words of the Lord,
Honor Thy Mother: Don’t Cut the Cord!

Allan Basbaum



RESUMEN

La participacion del tracto corticoespinal en la modulacion de las respuestas nociceptivas ha
sido demostrada, aunque los mecanismos segmentales por los cuales se lleva a cabo no se
han diluciado por completo. Con el objetivo de esclarecer estos mecanismos en el asta dor-
sal de la médula espinal, en ratas macho Wistar anestesidas, se estimuld el nervio ciatico
(NC) para producir respuestas nociceptivas, que se registraron como potenciales de campo
provocados por la activacion de fibras C. La corteza sensorimotora se estimul6 con diferentes
intervalos de tiempo con respecto al inicio de las respuestas nociceptivas. Ademas, se ca-
racterizo la dinamica de la potenciacion post-tetanica (PPT) después de un estimulo de alta
frecuencia al NC y se describieron los cambios en esta dinamica al estimular la corteza senso-
rimotora simultaneamente con el tren al NC. Se encontr6 que la corteza es capaz de inhibir las
respuestas nociceptivas con intervalos de 15-30 ms, con respecto al inicio de las respuestas
de fibras C, y que esta inhibicion se suprime con la administracion de antagonistas del recep-
tor GABA 4. Por otro lado, la estimulacion de alta frecuencia al NC produjo un incremento de
las respuestas nociceptivas, durante un tiempo que depende de la duracion del tren de alta
frecuencia. La estimulacion cortical redujo la duracion del incremento de estas respuestas e
incluso pudo prevenir el establecimiento de la PPT. Estos resultados sugieren que la activacion
de la via corticoespinal modula la liberacion de neurotransmisor de las aferentes nociceptivas

sobre las neuronas del asta dorsal.
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SUMMARY

The participation of the corticospinal tract in the modulation of nociceptive responses has been
demonstrated, although the segmental mechanisms that constitute this effect have not been
completely elucidated. With the aim of clarifying these mechanisms in the spinal cord dorsal
horn, in anesthetized male Wistar rats, the sciatic nerve (SN) was stimulated to produce no-
ciceptive responses registered as evoked field potentials produced by C fiber activation. The
sensorimotor cortex was stimulated with different time intervals with regard to the onset of
the nociceptive responses. In addition, the dynamics of post-tetanic potentiation (PTP) was
characterized after a high frequency stimulus to the SN; changes in this dynamics when the
sensorimotor cortex was simultaneously stimulated with the SN train was described. Our fin-
dings showed that the cortex is capable of inhibiting the nociceptive responses when 15-30 ms
intervals were applied with respect to the C fiber response, and that this inhibition could be
reverted with the administration of GABA 4 receptor antagonists. On the other hand, high fre-
guency stimulation to the SN produces an increase in nociceptive responses whose duration
depended on that of the high frequency train. Besides, the cortical stimulation reduces the dura-
tion of the increment of these responses and could even prevent the establishment of PTP. This
results suggest that the activation of the corticospinal tract modulate neurotransmitter release

of nociceptive afferents upon dorsal horn neurons.
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ABREVIATURAS

5-HT Serotonina

ACh Acetilcolina

AMPA Acido a-amino-3-hydroxy 5-methyl-4-isoxazelopropriénico
BIC Bicuculina

BRV Bulbo Rostral Ventromedial

CAM Calmodulina

CGRP Proteina Relacionada al Gen de la Calcitonina
CPP Acido 3-(2-Carboxipiperazin-4-il)propil-1-fosfonico
DAP Despolarizacion de aferentes primarias

DRP Potencial de raiz dorsal

DRR Reflejo de raiz dorsal

EFP Potenciales de campo provocados

EPSC Corrientes postsinapticas excitatorias

FR Formacion Reticular

GRD Ganglio de la raiz dorsal

HFS Estimulo de alta frecuencia

KA Kainato

LC Locus Coeruleous

NC Nervio ciatico



NMDA N-metil-D-aspartato
NMR Nucleo Magno del Rafé
NR Nucleos del Rafé

NPV Ndcleo Paraventricular
PAG Area Gris Periaqueductal
PB Nucleo Parabraquial

PCI Potencial de campo intraespinal
PKC Proteina cinasa C

PLP Potenciacion a largo plazo
PPT Potenciacion post-tetanica
PX Picrotoxina

SP Sustancia P

WDR Amplio rango dinamico

VIl
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1. Introduccion

El dolor es una modalidad sensorial que cumple una funcion protectora muy importante en
los organismos. Esta es la de advertir de una lesion que debe ser prevenida o curada. Es-
ta sensacion resulta de una extraordinaria, compleja e integrativa serie de mecanismos que
permiten la elaboracion mental del estimulo nocivo y un conjunto de respuestas dirigidas a
la eliminacion o a la regulacion de éste (Condés-Lara, 1978). Como tal, el dolor esta definido
por componentes tanto sensoriales como perceptuales. El componente sensorial, denominado
nocicepcion, esta asociado a la deteccion de un dafio real o potencial a los tejidos y no con-
lleva una connotacion emocional o perceptual. Por el contrario, el aspecto perceptual involucra
diversas acciones complejas en el sistema nervioso central, relacionadas con la memoria, el
estado de alerta y las emociones, lo cual nos lleva a interpretar el dolor como una experiencia

subjetiva y desagradable (Light, 1992).

La capacidad de detectar estimulos nocivos es esencial para la supervivencia de los organis-
mos. En su ausencia, cualquier dafio podria incrementarse al no guardar el debido cuidado
para la recuperacion de la lesion o la proteccion de la herida. Por supuesto, hay ejemplos en
donde los organismos parecieran olvidar sus lesiones cuando estan sujetos a alguna situacion
estresante, donde escapar de un depredador, por ejemplo, es de vital importancia (McNally,
1999). Esta “analgesia debida a estrés” es producida por sistemas endégenos de analgesia
los cuales, al ser activados, modulan las respuestas nociceptivas. Estos sistemas endogenos
estan constituidos por regiones mesencefalicas como el area gris periacueductal (PAG), asi co-
mo por regiones del tallo cerebral, como son la formacion reticular del puente (FR), el locus

coeruleus (LC) y los nlcleos del rafé (NR). De manera particular, las regiones corticales so-



CAPITULO 1. INTRODUCCION 2

matosensoriales y motoras ejercen un control sobre estas estructuras, formando asi parte de
los sistemas endogenos de analgesia (Pagano et al., 2010; Viisanen y Pertovaara, 2010a). Es
por esto que la modulacion del dolor se considera un sistema integral, pero también jerarqui-
co gque asegura la funcion analgésica (Condés-Lara et al., 2012; Rojas-Piloni et al., 2012). Sin
embargo, los efectos corticales también son producidos por una accion directa sobre neuronas
sensoriales del asta dorsal de la médula espinal, actuando a través de la activacion del tracto

corticoespinal.

Aungue el tracto corticoespinal se ha relacionado mas con el control motor y la ejecucion de
movimientos finos, en algunos oraganismos, especialmente en los organismos no primates,
esta via también esta implicada en el control de la informacion sensorial aferente. En roedo-
res, este tracto desciende por el funiculo dorsal en la parte ventromedial y tiene terminaciones
en el asta dorsal, a donde llega la informacion sensorial aferente (Porrero et al., 2010). Asi,
la corteza podria estar modulando las respuestas nociceptivas a través de mecanismos pre-
y postsinapticos en la médula epinal. En este sentido, se ha visto que la estimulacion cortical
es capaz de disminuir las respuestas nociceptivas, tanto electrofisiologica- (Senapati et al.,
2005a,b) como conductualmente (Fonoff et al., 2009), y la lesion del tracto piramidal suprime
estos efectos (Rojas-Piloni et al., 2010). Sin embargo, los mecanismos por los cuales la cor-
teza sensorimtotora es capaz de modular las respuestas nociceptivas alin no se conocen por

completo (Capitulo 2).

El objetivo de esta tesis fue tratar de esclarecer los mecanismos por los cuales la corteza
sensorimotora es capaz de modular las respuestas nociceptivas en el asta dorsal de la médula
espinal de la rata. (Capitulo 4). En el Capitulo 5 se describen los materiales y métodos que
fueron utilizados para abordar el tema. Los resultados obtenidos se describen en el Capitulo
6 y su discusion se presenta en el Capitulo 7. Finalmente, en el Capitulo 8, se establecen las

conclusiones obtenidas de este trabajo.



2. Antecedentes

2.1. Aferentes nociceptivas y la transmision de la informacion

Las fibras aferentes primarias del sistema somatosensorial tienen sus cuerpos celulares en los
ganglios de las raices dorsales y mandan un proceso axonal a la periferia y otro a la médula es-
pinal. En la periferia, los axones terminan en una variedad de estructuras que se especializan
en la deteccion de estimulos especificos. A éstas se les conoce como receptores sensoriales.
En particular, los nociceptores son las terminaciones que sensan estimulos nocivos, o poten-
cialmente nocivos (Light, 1992), por lo que los umbrales de activacion de estos receptores son
muy altos. Los axones relacionados con la transmision de la informacion sensorial de la peri-
feria al sistema nervioso pueden ser de distintos tipos (Cuadro 2.1). Aquellos que se asocian
con la transmision de estimulos tactiles se conocen como fibras A3. Estos axones son mielini-
zados y presentan diametros grandes, por lo que pueden trasmitir la informacion a velocidades
de conduccion muy altas, de hasta 50 m/s (Light, 1992). En cambio, los axones asociados a
los nociceptores tienen velocidades de conduccion relativamente lentas y pueden ser de dos
tipos: axones ligeramente mielinizados, pertenecientes al grupo de fibras Ad, cuya velocidad
de conduccion es de 20 m/s y, axones amielinicos, clasificados dentro del grupo de las fibras C.
Estos Gltimos tienen velocidades de conduccion menores a 2 m/s (Fitzpatrick, 2004). Ambos
tipos de fibras nociceptivas estan asociados a diferentes sensaciones dolorosas. La activacion
de las fibras Ad esta relacionada con la primera fase, o fase aguda del dolor, y son las que
producen los efectos de retirada ante un estimulo nociceptivo, con el fin de prevenir un dafio.
Por otro lado, las fibras C transmiten la informacion de manera mas lenta y producen la suma-

cion del dolor en el tiempo (Almeida et al., 2004). Ambos tipos de fibras llevan la informacion
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nociceptiva de la periferia a la médula espinal, donde hacen su primer relevo sinaptico con
neuronas del asta dorsal de la médula espinal. La mayoria de las fibras Ad y C terminan en la
zona marginal y la sustancia gelatinosa de Rolando (laminas I-Il de Rexed), aunque algunas

pueden llegar a laminas mas profundas.

Cuadro 2.1: Clasificacion de las fibras aferentes primarias. Estas fibras presentan diferentes diametros
y se agrupan segin su tamafio. Ademas, el diametro del axén se correlaciona con la velocidad de
conduccion de la informacion que se transmite por estas fibras. Modificado de Fitzpatrick (2004).

Musculares Cutaneas Diametro de lafibra Velocidad de conduccion

() (m/s)
Mielinizadas | Ac 12-20 72-120

Il AB 6-12 36-72

i AS 1-6 4-36

No Mielinizadas Y, C 0.2-1.5 0.4-2

La activacion de los nociceptores, por estimulos térmicos, quimicos o mecanicos de alta inten-
sidad, produce una despolarizacion del receptor que resulta en la generacion de potenciales
de accion que se transmiten a lo largo de las fibras. Al llegar a la terminal sinaptica, se produce
la entrada de Ca*? y la consecuente liberacion de neurotransmisores excitatorios como son el
glutamato y neuropéptidos como la sustancia P (SP) y el péptido relacionado con el gen de
la calcitonina (CGRP), aunque también se han descrito fibras C no peptidérgicas (Basbaum
et al., 2009). El glutamato es liberado por todas las fibras aferentes y actlia en sus receptores
postsinapticos, los canales ionotropicos de glutamato: el receptor de acido a-amino-3-hydroxy
5-methyl-4-isoxazeloproprionico (AMPA) y el de kainato (KA). La activacion de estos recep-
tores genera corrientes post-sinapticas excitatorias (EPSCs, por sus siglas en inglés) en las
neuronas del asta dorsal (D’'Mello y Dickenson, 2009). La sumacion temporal de las EPSCs
produce el disparo de potenciales de accion y la transmision de la informacion nociceptiva a

regiones supraespinales (Basbaum et al., 2009).
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2.2. Vias ascendentes nociceptivas

Los axones de las neuronas del asta dorsal ascienden principalmente por el funiculo anterola-
teral o por el sistema de las columnas dorsales. En el primer caso, los axones proyectan hasta
el tallo cerebral, dejando colaterales para formar los tractos espinoreticular y el espinomesen-
cefalico, y hasta el talamo para formar el tracto espinotalamico. De ahi, los nicleos del talamo
proyectan a la corteza somatosensorial (Fitzpatrick, 2004). De esta forma, la via espinotalami-
ca lleva informacion para la discriminacion de temperatura y del dolor (Almeida et al., 2004).
Por su parte, los tractos que proyectan al tallo cerebral transmiten la informacion motivacional
y afectiva del dolor. Ademas, participan en la modulacién nociceptiva, activando regiones que
constituyen los sistemas descendentes inhibitorios, como el area gris periaqueductal (PAG, por

sus siglas en inglés).

Por otra parte, el sistema postsinaptico de las columnas dosales asciende por los fasciculos
gracilis y cuneatus, hasta los nlcleos de las columnas dorsales en el tallo cerebral. Estas célu-
las forman las fibras del lemnisco medio que decusan para terminar en el talamo contralateral.
Esta via transmite informacion propioceptiva y se considera la mas importante en la transmi-

sion de la informacion nociceptiva visceral (Fitzpatrick, 2004).

Ademas, la parte afectiva y emocional del dolor se transmite por otros sistemas: el tracto es-
pinoparabraquial y el tracto espinocervicotalamico. El ncleo parabraquial (PB) recibe aferen-
cias directas e indirectas de otros sistemas ascendentes. Este nlcleo proyecta al talamo y
a la amigdala, que forman parte del sistema limbico y constituyen circuitos implicados en la

motivacion y el afecto (Almeida et al., 2004).

2.3. Mecanismos plasticos en la transmision de la informacion noci-

ceptiva

Existen cambios en el procesamiento de la informacion nociceptiva, generalmente asociados

al dafio de los nervios periféricos o procesos inflamatorios, donde hay un aumento de las
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respuestas nociceptivas. Esto se debe a un mayor disparo de potenciales de accion en las
fibras aferentes o a alteraciones en su conduccion (Sandkihler, 2009). En este sentido, las
células dafiadas y las células inflamatorias asociadas al dafio liberan diversos factores, como
citocinas, factores de crecimiento y prostanoides, que reducen el umbral de los nociceptores.
Este fenbmeno se conoce como sensibilizacion periférica (Wang et al., 2005). Por otro lado, el
incremento en el flujo de informacion nociceptiva a la médula espinal produce un aumento es
la eficacia sinaptica en las neuronas del asta dorsal, el cual se conoce como sensibilizacion
central (Wang et al., 2005). Estos fendmenos producen condiciones alteradas en la percepcion
del dolor. Nos referimos a hiperalgesia cuando un estimulo nociceptivo produce una respuesta
incrementada, y hablamos de alodinia, cuando hay una respuesta nociceptiva ante un estimulo
gue previamente no se consideraba como tal. Estas condiciones pueden ser adaptaciones
Gtiles para proteger tejidos vulnerables de mas dafo, aunque pueden persitir aln después de

gue el estimulo nociceptivo inicial haya desaparecido (Sandkiihler, 2009).

2.3.1. Potenciacion a largo plazo

Ante un estimulo nociceptivo, la liberacion de glutamato de las aferentes nociceptivas produce
EPSCs en las neuronas de segundo orden en el asta dorsal debido a que el glutamato actla
sobre sus receptores AMPA y KA. Cuando el estimulo es persistente, por lesion o inflamacion,
hay mayor liberacion de neurotransmisor de las aferentes. En este caso, la despolarizacion de
la célula postsinaptica es mayor, lo que resulta en que el glutamato active también sus recepto-
res N-metil-D-aspartato (NMDA). La activacion del receptor NMDA en presencia de estimulos
agudos o de baja frecuencia no se presenta porque, en estas condiciones, el receptor se
encuentra bloqueado por iones de Mg*2. En presencia de una despolarizacion sostenida, el
bloqueo se quita y el canal puede ser activado (D’Mello y Dickenson, 2009). La activacion de
estos receptores produce un gran aumento de Ca™? y cambios pre- y postsinapticos asociados
qgue pueden fortalecer las conexiones sinapticas entre las fibras nociceptivas y las neuronas
del asta dorsal. Esto corresponde con el aumento exacerbado de las respuestas a estimulos
nociceptivos (hiperalgesia). Este proceso esta relacionado con los cambios plasticos observa-

dos en la potenciacion a largo plazo (PLP), observada en regiones como el hipocampo, donde
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las respuestas se aumentan debido a la sumacion temporal después de un estimulo de alta
frecuencia (HFS, por sus siglas en inglés) y produce una mayor eficacia en la transmision de
la informacion a través de esa sinapsis (Drdla y Sandkihler, 2008). Las respuestas se pueden

aumentar durante horas y dias o permanecer incrementadas aln por mas tiempo.

La PLP se ha asociado con hiperalgesia y se ha estudiado a detalle su estalecimiento en la
médula espinal. La sinapsis entre fibras C y las neuronas de segundo orden en el asta dorsal
es altamente plastica y se puede producir PLP después de estimulacion de alta frecuencia
(varios trenes de 100 Hz). Incluso, se puede evaluar la PLP con estimulacion de baja frecuencia
(2 Hz por varios segundos), como simulando la tasa de disparo de las fibras C durante un
proceso inflamatorio (Ikeda et al., 2006). En este sentido, también se ha visto PLP después de
la administracion de agentes inflamatorios como la formalina (Ruscheweyh et al., 2011). Este
mecanismo también se ha estudiado con relacion a los efectos de sensibilizacion durante el

periodo de abstinencia a opioides (Drdla et al., 2009).

2.3.2. Potenciacion post-tetanica

La potenciacion post-tetanica (PPT) es un tipo de plasticidad sinaptica a corto plazo en el
cual hay un aumento transitorio de las respuestas después de un HFS. La PPT puede durar
desde segundos, hasta unos cuantos minutos, en funcion de la frecuencia del estimulo y su
duracion (Fioravante y Regehr, 2011). A mayor frecuencia, o a mayor duracion del estimulo, la
potenciacion dura por mas tiempo. Muchos de los mecanismos que describen la produccion
de la PPT se han descrito en la sinapsis gigante del caliz de Held de la via auditiva en el tallo
cerebral (Habets y Borst, 2005; Lee et al., 2008), asi como en la sinapsis sensorimotora en
Aplysia (Bao et al., 1997; Jin y Hawkins, 2003) y en el hipocampo (Brager et al., 2003). Se ha
postulado que la PPT es un mecanismo principalmente presinaptico, mediado por la acumu-
lacion de Ca*? después de una estimulacion de alta frecuencia (Fioravante y Regehr, 2011).
La entrada de Ca™? a la presinapsis activa diferentes vias de sefializacion que involucran cina-
sas y segundos mensajeros. Esto produce mayor liberacion de neurotransmisor de las pozas

intracelulares. Aunque no hay muchos estudios de PPT en la transmision de informacion en
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Figura 2.1: Regulacion de la informacion sensorial aferente. En la primera sinapsis entre las fibras afe-
rentes primarias y las neuronas del asta dorsal se llevan a cabo mecanismos inhibitorios presinapticos
(a nivel de las fibras aferentes sensoriales) y postsinapticos (sobre las neuronas del asta dorsal) que
permiten la seleccion adecuada de la informacion aferente. GRD: Ganglio de la raiz dorsal. Modificado
de Yoshimura y Furue (2006).

la médula espinal, si se ha reportado en el reflejo monosinaptico en las motoneuronas (Lloyd,
1949; Eccles y Krnjevic, 1959). Asimismo, Woolsey y Larrabee (1940) observaron un aumen-
to de los potenciales de raiz dorsal (DRPs, por sus siglas en inglés) después de un estimulo
tetanico a la raiz dorsal. Ademas se ha visto la produccion de PPT, en la transmision de la
informacion nociceptiva, después de un estimulo de alta frecuencia al nervio ciatico (NC) en la
recuperacion de los animales a una lesion periférica, asociada con hiperalgesia (Draganic et
al., 2001).
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2.4. Modulacion de la informacion sensorial aferente

La informacion sensorial que transmiten las fibras aferentes primarias a la médula espinal
esta sujeta a un riguroso control. Este control se lleva a cabo por mecanismos de inhibicion
gue permiten aumentar la resolucion espacial y temporal en el procesamiento sensorial y en la
ejecucion de movimiento, asi como para evitar el paso de la informacion menos relevante. De
esta forma, el primer sitio de regulacion de la informacion aferente es, justamente, a nivel de
la primera sinapsis entre las fibras aferentes primarias y las neuronas de segundo orden en el
asta dorsal de la médula espinal. Son varios los mecanismos modulatorios que regulan el paso
de informacion a través de este primer relevo sinaptico, por ejemplo, la hiperpolarizacion del
soma o las dendritas de las neuronas del asta dorsal provoca una disminucion en la capacidad
de disparar potenciales de accion en las neuronas de segundo orden (Figura 2.1), provocando
gue la informacion que viene de la periferia ya no se transmita (inhibicion postsinaptica; Kandel
y Siegelbaum, 2000). Por el contrario, a nivel de las aferentes primarias, una regulacion se ve
reflejada en una disminucion de la cantidad de neurotransmisor liberado por esta terminales.
Esta modulacion tiene como resultado una reduccion en el impacto de la informacion sobre
las neuronas de segundo orden en el asta dorsal de la médula espinal (inhibicion presinaptica;
Figura 2.1). En este caso, se previene el flujo de la informacion nociceptiva antes de la entrada

a la médula espinal.

2.4.1. Inhibicidn presinaptica

Un mecanismo muy bien estudiado de inhibicion presinaptica, en la médula espinal, es produci-
do por la despolarizacion de aferentes primarias (DAP). Esta forma de inhibicion esta mediada
por interneuronas GABAérgicas que forman sinapsis axo-axonicas con las terminales centra-
les de las aferentes (Vyklicky y Knotkova-Urbancova, 1998). Cuando estas interneuronas son
activadas, liberan GABA, que actla sobre sus receptores GABA 4 en las terminales y aumenta
la permeabilidad de Cl~ en estas células. En las fibras aferentes sensoriales, la concentra-
cion intracelular de ClI~ es mayor que en otras neuronas. Esto es debido a la presencia de
una bomba activa Na*- K™-CI~ que mantiene el potencial del CI~ por encima de su potencial

de equilibrio. Asi, el Cl—, siguiendo su gradiente electroquimico, sale hacia el espacio extra-
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Figura 2.2: Despolarizacion de aferentes primarias (PAD). Se muestra una sinapsis entre una fibra
aferente presinaptica y una neurona postsinatpica en la médula espinal. Una interneurona GABAérgica
forma una terminal axo-axo6nica con la fibra presinaptica. La presencia de un cotransportador de Cl~
mantiene altas las concentraciones de este ion en la terminal presinaptica. Cuando el GABA actla sobre
su receptor GABA 4 se produce la salida del CI—, lo cual conlleva una despolarizacion ejemplificada en
el registro intracelular. Modificado de Alvarez-Leefmans et al. (1998).

celular (Alvarez-Leefmans et al., 1998). Al perder cargas negativas, las terminales aferentes
se despolarizan (Figura 2.2). Asi, durante la DAP, el potencial de accion que llega desde la
periferia tiene una amplitud menor, lo que origina una activacion menor de canales de Ca™?y
un menor incremento intracelular en su concentracion, necesario para la liberacion de neuro-
transmisor (Katz y Miledi, 1968). La inhibicion presinaptica mediada por DAP podria jugar un

papel fundamental en la modulacion sensorial en la médula espinal.

2.4.2. DAP en diferentes aferentes primarias

La modulacion de la informacion mediada por DAP no se produce de la misma manera en
todas las aferentes primarias. Esta distincion permite la activacion diferencial en las aferentes,
seleccionando los estimulos relevantes y permitiendo la discriminacion de distintas sensacio-

nes (Willis, 2006b).

Las fibras aferentes de los husos musculares (Ia) se despolarizan por la activacion de fibras
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aferentes musculares del grupo I, asi como por la activacion de vias supraespinales como las
originadas en el nlcleo rojo, la formacion reticular bulbar (FR) y los nlcleos del rafé (NR).
Asimismo, las aferentes que corresponden a los 6rganos tendinosos (Ib) se despolarizan por
la estimulacion de regiones supraespinales y otras fibras musculares (Willis, 2006a; Rudomin,
2009). En cambio, las aferentes musculares del grupo Il se despolarizan por la activacion de
otras fibras del mismo grupo y, en menor cantidad, por aferentes cutaneas y estructuras su-
praespinales como el locus coeruleus y los nlcleos del rafé (Rudomin, 2009). Ademas, se
ha demostrado que la despolarizacion de aferentes primarias no se lleva a cabo de manera
homogénea, sino que hay un control selectivo de la informacion transmitida en colaterales es-
pecificas (Lomeli et al., 1998). En este sentido, es probable que este control local sea posible
gracias a la activacion de diferentes interneuronas que actian sobre las aferentes en distintas
regiones (Lomeli et al., 1998). También se ha postulado que regiones como la formacion reti-
cular, los nlcleos del rafé o la corteza cerebral, pueden afectar la informacion entrante por las
fibras musculares y esta seleccion podria ser necesaria para la ejecucion de tareas motoras

especificas (Rudomin, 2009).

La modulacion mediada por DAP no solo se presenta en aferentes musculares, sino también
en aferentes cutaneas rapidas. En este caso, las fibras que llevan la informacion tactil se des-
polarizan por la activacion de otras fibras cutaneas, aunque la estimulacion de estructuras
supraespinales también puede producir DAP. El control de la informacion que se transmite por
estas fibras permite la discriminacion de diferentes estimulos sensoriales tactiles (Rudomin,
2009).

La inhibicion presinaptica, mediada por DAP, en fibras cutaneas de conduccion mas lenta,
como son las fibras nociceptivas Aé y C, ha sido menos estudiada (Vyklicky y Knotkova-
Urbancova, 1998). Sin embargo, se ha visto una disminucion en el umbral de activacion de fi-
bras Ad cuando se estimulan estructuras supraespinales, como el ntcleo magno del rafé (NMR)

y la formacion reticular bulbar (Rudomin, 2009).
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2.4.3. Regulacion GABAérgica

Aungue se ha sugerido que las fibras amielinicas (fibras C) no reciben sinapsis axo-axonicas
GABAérgicas, se ha demostrado que la administracion de benzodiazepinas (agonistas del re-
ceptor GABA 4) produce un efecto antinociceptivo reversible y dosis-dependiente. Este efecto
se produce cuando el GABA actla especificamente sobre sus receptores espinales GABA 4
con subunidades a2 y a3, y puede ser bloqueado por flumetazil, un antagonista de benzodia-
zepinas (Knabl et al., 2008). También existe la posibilidad de que los efectos antinociceptivos
del GABA se lleven a cabo de manera postsinaptica sobre las neuronas del asta dorsal. En este
sentido, las neuronas de segundo orden también expresan receptores GABA 4 que, al contrario
de las aferentes primarias, no presentan bombas de CI~ que mantengan altas las concentra-
ciones intracelulares de este ion. Asi, cuando el GABA activa sus receptores, el Cl~ entra a
las células y las hiperpolariza, produciendo también una inhibicion (Willis, 2006b). Reciente-
mente se demostro que los receptores GABA 4 presinapticos, con la subunidad a2, presentes
en fibras nociceptivas, participan en el control del dolor, jugando un papel importante en la
inhibicion presinaptica mediada por DAP (Witschi et al., 2011). Sin embargo, se ha mostrado la
participacion de estos receptores en el dolor inflamatorio, donde la activacion de los recepto-
res GABA 4 produce reflejos de raiz dorsal (DRRs, por sus siglas en inglés). Es asi que estos
receptores incrementan la excitabilidad en la terminal, lo cual facilita la generacion de poten-
ciales antidromicos que producen la liberacion de SP y CGRP en la periferia y contribuyen al

proceso inflamatorio (Willis, 1999).

El papel del receptor metabotropico GABAg no se ha explorado con detalle. Este receptor
esta acoplado a una proteina G;, y su activacion produce uno de dos efectos, un incremento
en la conductancia de Kt o una menor entrada de Cat?2, a través de canales de Ca*t? activados
por voltaje (Curtis, 1998). Ambos efectos pueden originar una menor liberacion de neurotrans-
misor. En la médula espinal, este receptor se localiza, tanto en las aferentes primarias, como
en neuronas de segundo orden en el asta dorsal (Yang y Ma, 2011). Su localizacion en estas
células corresponde con estudios electrofisioldgicos, donde hay inhibicion pre- y postsinaptica

mediada por este receptor (Yang et al., 2001). Asimismo, se demostr6é que la inhibicion selec-
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tiva del receptor GABAp facilita las EPSCs producidas por aferentes nociceptivas Ad y C, lo
gue sugiere que este receptor participa en la modulacion nociceptiva en el asta dorsal de la

médula espinal (Yang y Ma, 2011).

Sin embargo, los mecanismos que producen DAP no se explican totalmente por la accion
del GABA y se ha descrito también la participacion de los receptores glutamatérgicos AMPA
y NMDA en la médula espinal de tortuga (Russo et al., 2000). El potencial de raiz dorsal
(DRP, por sus siglas en inglés) puede ser usado como indicador de los cambios de voltaje
producidos por la activacion de fibras de las raices dorsales (Russo et al., 2000). De esta
forma, se puede inferir la produccion de DAP en fibras aferentes que viajan por las raices
dorsales. La administracion de antagonistas del receptor GABA 4 produce una disminucion del
DRP, el cual puede ser eliminado al bloguear los receptores AMPA y NMDA (Russo et al.,
2000; Russo et al., 2007). Ademas del glutamato, otros neurotransmisores se han implicado
en este fenébmeno. En este sentido, se ha mostrado que la administracion de serotonina (5-HT),
asi como el agonista del receptor 5-HT3 (m-ChPB), produce inhibicion presinaptica, asociada
a DAP, aln en presencia de antagonistas GABAérgicos (Khasabov et al., 1999). Sin embargo,
la administracion de m-ChPB produce una DAP menor que la producida por serotonina, lo
cual sugiere la participacion de otros receptores 5-HT metabotropicos. Por otro lado, se ha
encontrado que las fibras aferentes expresan diferentes tipos de receptores nicotinicos, por lo
gue se ha propuesto la participacion de la acetilcolina (ACh) como otro neurotransmisor que
contribuye a la DAP. Ademas, estos canales son sensibles a bicuculina por lo que se sugiere

gue la DAP puede ser mediada, también, por ACh (Hochman et al., 2010).

2.4.4. Glicina

A pesar de que el GABA constituye el neurotransmisor inhibitorio mas abundante en la médula
espinal, se ha demostrado la presencia de interneuronas glicinérgicas en las capas super-
ficiales del asta dorsal, a donde llega la informacion nociceptiva. Ademas, la administracion
de antagonistas glicinérgicos, como la estricnina, producen hiperalgesia. Esto sugiere que,

ademas del GABA, la glicina también juega un papel importante modulando la transmision de
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la informacion nociceptiva (Sivilotti y Woolf, 1994).

2.5. Control segmental

La mayoria de las neuronas del asta dorsal no proyectan sus axones fuera de la médula espi-
nal. En cambio, se conectan con otras neuronas para formar circuitos locales. Es asi que todas
las células estan sujetas a un control tonico inhibitorio, mediado por interneuronas (Daniele y
MacDermott, 2009). Estos circuitos inhibitorios permiten la separacion de diferentes modali-
dades sensoriales y la regulacion de la excitacion de las células, asi como la atenuacion de
las respuestas nociceptivas. Como ya se mencion6 anteriormente, el bloqueo de la influencia
inhibitoria produce el aumento de las respuestas nociceptivas, lo cual produce alodinia e hiper-

algesia.

En 1965, Melzack y Wall propusieron que las fibras aferentes que transmiten la informacion
nociceptiva (fibras de bajo calibre) y fibras que transmiten informacion tactil (fibras de grueso
calibre) convergen en neuronas de amplio rango dinamico (WDR, por sus siglas en inglés),
esto es, que responden a estimulos de distintas intensidades. Ademas, las fibras de grueso
calibre pueden activar interneuronas inhibitorias que regulan el paso de informacion a través
de las fibras de bajo calibre. De esta manera la compuerta se “cierra”. Por el contrario, la ac-
tivacion de las fibras de bajo calibre “abre” la compuerta para la transmision de la informacion
nociceptiva. A esta teoria se le conoce como teoria de la compuerta. En apoyo a esta teoria,
recientemente, se ha demostrado que la activacion de fibras Ag activa interneuronas inhibi-
torias, que podrian estar mediando el paso de informacion nocicpetiva en la médula espinal

(Daniele y MacDermott, 2009).

2.6. Control por vias descendentes

La teoria de la compuerta también sugiere que la inhibicion producida por fibras de bajo calibre
esta mediada por sistemas descendentes (Melzack y Wall, 1965). En este sentido, el control

supraespinal de la nocicepcion se observo por primera vez cuando se interrumpio la trans-
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Figura 2.3: Control descendente de la informacion nociceptiva. Muchas regiones ejercen una modula-
cion sobre las respuestas nociceptivas en la médula espinal. Estos sistemas se relacionan entre si para
asegurar una funcion analgésica adecuada. Cx: Corteza; BRV: Bulbo rostral ventromedial; FR: For-
macion reticular; LC: Locus coeruleus; NPV: Nicleo Paraventricular; PAG: Area gris periacueductal.
Modificado de Heinricher et al. (2009).

mision a nivel del tallo cerebral. Las respuestas nociceptivas se vieron aumentadas, lo que
sugeria un control tonico supraespinal (Wall, 1967). Posteriormente, se comenzaron a estimu-
lar diferentes regiones y se observo una disminucion de las respuestas nociceptivas a nivel
del asta dorsal de la médula espinal. Algunos sistemas descritos que modulan la informacion

nociceptiva se mencionan brevemente a continuacion (Figura 2.3):
i. Sustancia gris periacueductal

El area gris periacueductal (PAG, por sus siglas en inglés) se identific6 como un componente
de los sistemas enddgenos de analgesia desde 1969 (Reynolds, 1969). Es la region que rodea
al acueducto de Silvio en el mesencéfalo y esta compuesta por diferentes tipos neuronales
(Light, 1992). La estimulacion eléctrica de esta region inhibe reflejos inhibitorios y tiene efectos
antinociceptivos cutaneos y viscerales. Ademas de proyectar directamente a la médula espinal,

se han descrito proyecciones de esta area al sistema serotoninérgico del bulbo raquideo (?).
ii. Sistema noradrenérgico

El sistema noradrenérgico esta formado por células catecolaminergicas localizadas en el puen-
te que proyectan sus axones a diferentes regiones de la médula espinal. Sus nlcleos de ori-

gen son el locus coeruleus (LC) y el nlcleo subcoeruleus que se encuentran junto al cuarto
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ventriculo. Las proyecciones noradrenérgicas a la médula espinal han sido bien estudiadas. La
estimulacion eléctrica del LC tiene un efecto antinociceptivo muy importante que esta mediado

por las neuronas noradrenérgicas de proyeccion a la médula espinal (Parent, 1996).
iii. Sistema serotoninérgico

Las neuronas serotoninérgicas que proyectan a la médula espinal tienen su origen en los
nacleos del bulbo rostral ventromedial (BRV), principalmente en el nlicleo magno del rafé (NMR).
Los axones de estas células terminan en las laminas I, Il, V y VI donde inhiben a las neuronas
ge llevan informacion nociceptiva. La actividad de las células en el BRV esta modulada por el

PAG del mesencéfalo (Parent, 1996).
iv. Otros sistemas descendentes

Se ha descirito un sistema descendente originado en el nGcleo paraventricular del hipotalamo
(NPV). Las células que tienen su origen en este nlcleo son oxitocinérgicas y vasopresinérgi-
vas, principalmente. La estimulacion de este nlcleo también tiene un efecto antinociceptivo

evidente (Robinson et al., 2002; Condés-Lara et al., 2006).

2.7. Tracto corticoespinal

Aungue este tracto se ha relacionado mas con el control motor y la ejecucion de movimientos
finos en primates, también se ha propuesto su intervencion en el control de la informacion
sensorial aferente (Brown, 1971), incluyendo la informacion nociceptiva (Rojas-Piloni et al.,
2010).

2.7.1. Origeny destino del tracto corticoespinal

En muchas especies, se han demostrado las proyecciones de la corteza hasta la médula es-
pinal, principalmente de regiones motoras y somatosensoriales. El descubrimiento de las pro-
yecciones provenientes de la corteza somatosensorial sugiere su participacion en mecanismos

de retroalimentacion y modulacion de informacion aferente. Las fibras que proyectan hacia la
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médula espinal tienen su origen en las células piramidales de la capa V (Light, 1992).

Los axones corticoespinales tienen una variedad de destinos en la médula espinal. Esta distri-
bucion es diferente segln la especie. En carnivoros y primates las neuronas corticoespinales
pueden hacer contactos directos con las motoneuronas en el asta ventral (Stanfield, 1992),
mientras que en roedores, estas fibras llegan principalmente al asta dorsal y a la sustancia gris
intermedia (Brown, 1971). Recientemente, se han utilizado ratones transgénicos para trazar
la via piramidal y caracterizar sus proyecciones. De esta forma, se ha visto que los axones
corticoespinales descienden por el funiculo dorsal en la parte medial y terminan en diferentes

laminas del asta dorsal, incluso en las laminas superficiales (Porrero et al., 2010).

También se ha visto que las células corticoespinales pueden dejar colaterales en otras regiones
gue se han involucrado con la modulacion de la informacion nociceptiva. Se demostré en un
estudio por trazadores que estos axones contactan con estructuras mesencefalicas como el
PAG vy la formacion reticular (Light, 1992). Esto sugiere que la corteza es capaz de activar

estas regiones para la modulacion de informacion aferente.

2.7.2. Modulacion cortical de la informacion sensorial aferente

El que los axones corticoespinales tengan terminaciones en el asta dorsal sugiere que pue-
den participar en la regulacion de la informacion sensorial aferente. En este sentido, se ha
descrito la activacion de interneuronas, en la médula espinal, por una accion cortical desde
los afios 40s (Andersen et al., 1963). Desde entonces, se ha tratado de identificar y caracte-
rizar a estas células. Se han registrado interneuronas que se activan por nervios periféricos
cutaneos y musculares, como las responsables de la produccion de DAP en ciertas fibras. Es-
tas interneuronas ademas responden a la estimulacion cortical, por lo que la corteza podria
estar mediando inhibicion presinaptica en la médula espinal. Asimismo, se han encontrado
células que responden a la estimulacion cortical, donde su frecuencia de disparo corresponde
con la fase inicial del DRP (Andersen et al., 1963). Por otro lado, se han registrado células

gue responden a la estimulacion cortical en diferentes capas de la sustancia gris de la médula
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espinal. Se ha visto un patron diferente de las respuestas, en funcion de la region en la que
se registraron. Hay células que se inhiben y otras que se activan y esto se ha correlaciona-

do con las diferentes fases observadas en los DRPs y en la inhibicion presinaptica (Fetz, 1968).

A raiz de la observacion de que la corteza sensorimotora ejerce una facilitacion sobre inter-
neuronas en la médula espinal, surgi6 la pregunta de si la corteza es capaz de tener un efecto
sobre las mismas aferentes primarias. En este sentido, se ha demostrado de la activacion re-
petida de distintas regiones de la corteza sensorimotora producen DRPs en fibras musculares,
asociados a una despolarizacion (Andersen et al., 1963; Carpenter et al., 1963). Asimismo, se
evaluod la excitabilidad de diferentes aferentes primarias después de la estimulacion cortical.
Tomando en cuenta la despolarizacion de fibras aferentes, éstas se acercan a sus umbrales
de disparo, por lo que se requiere de menor intensidad de corriente para que se generen po-
tenciales antidromicos. Es asi que se produce un efecto facilitatorio sobre fibras musculares y
cutaneas después de estimular la corteza sensorimotora (Andersen et al., 1963; Carpenter et
al., 1963). Ademas, midiendo la excitabilidad de fibras musculares, se ha demostrado que la
estimulacion cortical produce inhibicion presinaptica de manera diferencial en colaterales de
la misma aferente (Eguibar et al., 1997). Esto sugiere que la corteza es capaz de modular la
informacion que se transmite a la médula espinal, participando en la seleccion de la misma

(Eguibar et al., 1997; Lomeli et al., 1998).

2.7.3. Modulacion cortical de la informacion nociceptiva

La estimulacion cortical modula la actividad de neuronas nociceptivas en el asta dorsal de la
médula espinal. Sin embargo, estas influencias no son so6lo inhibitorias y no son especificas
de estimulos naociceptivos. Incluso se ha visto que los estimulos de bajo umbral son modu-
lados de manera preferencial (Yezierski et al., 1983). En monaos, las respuestas provocadas
por la estimulacion del campo receptivo de neuronas espinotalamicas se reducen al estimular
la corteza sensorimotora (Yezierski et al., 1983). Ademas, esta estimulacion cortical también
puede producir excitacion o excitacion seguida de inhibicion en estas mismas células (Zhang

et al., 1991a,b). En la rata, la estimulacion eléctrica de la corteza sensorimotora produce una
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inhibicion temporal, pero significativa, de las respuestas provocadas por estimulos mecanicos
de alta intensidad de las neuronas del asta dorsal de la médula espinal, sin modificar las res-

puestas provocadas por estimulos de baja intensidad (Senapati et al., 2005a,b).

Existen también trabajos conductuales donde se muestran los efectos antinociceptivos pro-
ducidos por la estimulacion cortical. Fonoff et al. (2009) evaluaron el umbral de retirada, al
aplicar una fuerza creciente en las patas traseras de ratas en un modelo de dolor neuropatico.
Al estimular la region cortical asociada al movimiento de estas extremidades, observaron un

incremento en el umbral de retirada.

2.7.4. Participacion de otros sistemas descendentes en la modulacion cortical

El control cortical de la entrada aferente nociceptiva puede estar mediado directamente por
el tracto corticoespinal aunque otras vias no piramidales podrian estar involucradas. En este
sentido, se ha demostrado que al bloquear el BRV con muscimol, agonista GABAEérgico, se
reduce el efecto antinociceptivo provocado por la estimulacion cortical (Viisanen y Pertovaara,
2010a). Adicionalmente, la administracion de un antagonista de receptores a serotonina en la
médula espinal produce el mismo efecto. Estas evidencias sugieren que el BRV y el sistema
descendente serotoninérgico contribuyen al efecto antinociceptivo inducido por la estimulacion
cortical (Viisanen y Pertovaara, 2010a). Aunado a esto, se han utilizado factores de transcrip-
cibn que se expresan por la activacion celular, como el c-fos. Esto ha permitido demostrar
gue la estimulacion cortical provoca una disminucion en la expresion de estos factores en el
asta dorsal de la médula espinal y en el tadlamo, producidos por la estimulacion nociceptiva.
Ademas, se observo un aumento en la expresion de c-fos en regiones como el PAG, la corteza

cingulada anterior y la amigdala (Pagano et al., 2010).

También se ha explorado el papel del sistema noradrenérgico descendente, donde destaca la
participacion del LC, sobre la modulacion de la informacion segmental mediada por la estimu-
lacion cortical. Sin embargo, la contribucion de este nlcleo en el efecto mediado por la corteza

no es importante (Viisanen y Pertovaara, 2010b).
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Por otro lado, se ha demostrado que la activacion de la proyeccion corticoespinal modula direc-
tamente las respuestas nociceptivas provocadas por la estimulacion de fibras C en la médula
espinal (Rojas-Piloni et al., 2010). La estimulacion del NC produce potenciales de campo aso-
ciados a la activacion de fibras C en el asta dorsal, que al estimular la corteza disminuyen
su amplitud. Asi, una lesion en el tracto piramidal suprime el efecto inhibitorio sobre las res-
puestas segmentales. Estos resultados sugieren la existencia de una proyeccion directa a la
médula espinal que modula las respuestas neuronales nociceptivas mediadas por la activacion

de fibras C (Rojas-Piloni et al., 2010).

2.7.5. Estudios clinicos

En humanos, se ha utilizado la estimulacion cortical para aliviar diferentes formas de dolor
cronico en pacientes que no responden a otros tratamientos. Clinicamente, la estimulacion de
la corteza motora se ha usado exitosamente para tratar pacientes con dolor neuropatico, dolor
postraumatico y dolor del miembro fantasma (como revision ver Brown y Barbaro, 2003. No

obstante, el mecanismo por el cual la corteza es capaz de aliviar el dolor alin no se conoce.



3. Planteamiento del problema

Muchos sistemas descendentes modulan la transmision de la informacion nociceptiva en el as-
ta dorsal de la médula espinal. En este sentido, clinicamente se ha utilizado la estimulacion de
diversas areas, particularmente el PAG, el BRV y el LC, para aliviar diversos tipos de dolor. En
afos recientes también se ha utilizado la estimulacion cortical para aliviar el dolor neuropatico
en pacientes que ya no responden a otros tipos de tratamiento. Muchos estudios reflejan que la
corteza sensorimotora ejerce un efecto modulatorio sobre las respuestas sensoriales nocicep-
tivas a nivel segmental. Aunque se ha descrito que la corteza actlia a través de la activacion
de otros sistemas descendentes, como el BRV, el mecanismo de modulacion mediado por el
tracto corticoespinal directo no esta muy claro. Si bien, dicha proyeccion es capaz de generar
DAP sobre aferentes cutaneas de grueso calibre, y por lo tanto, una inhibicion presinaptica,
no se ha demostrado que suceda lo mismo con las aferentes nociceptivas. Es asi que en este
trabajo se propone explorar los mecanismos por los cuales el tracto corticoespinal directo mo-
dula las respuestas nociceptivas en la médula espinal de la rata, evaluando las respuestas de

campo provocadas por la activacion de fibras C en registros electrofisiologicos.
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4. Hipotesis y Objetivos

4.1. Hipotesis

La estimulacion de la corteza sensorimotora produce una inhibicion de las respuestas neuro-
nales nociceptivas a través de un mecanismo GABAEérgico presinaptico en el asta dorsal de la

médula espinal.

4.2. Objetivo General

Caracterizar la inhibicion provocada por la estimulacion de la corteza sensorimotora sobre las

respuestas de campo provocadas por la activacion de fibras C.

4.3. Objetivos particulares

= |dentificar el curso temporal de la inhibicion de las respuestas neuronales nociceptivas

en la médula espinal provocadas por la estimulacion de la corteza sensorimotora.

m Determinar si la estimulacion de la corteza sensorimotora modifica la dinamica de la
potenciacion post-tetanica (PPT) de las respuestas neuronales nociceptivas povocada

por un estimulo de alta frecuencia.

= Analizar los efectos de la administracion de bicuculina y picrotoxina sobre la inhibicion de

las respuestas nociceptivas provocadas por la estimulacion de la corteza sensorimotora.
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5. Materiales y Métodos

5.1. Sujetos

Se utilizaron ratas macho Wistar de 280-300 g. Los animales se mantuvieron en condiciones
estandares de bioterio, con periodos de luz/obscuridad 12:12 y agua y alimento ad libitum.
Todos los protocolos experimentales se encuentran aprobados por el Comité de Bioética del
Instituto de Neurobiologia y estan sujetos a los lineamientos de la International Association for

the Study of Pain (Zimmermann, 1983).

5.2. Preparacion experimental

Los animales se antestesiaron con uretano (1.4 g/kg de peso, via intraperitoneal). Una vez
anestesiados, se insertd una canula en la traquea para mantener a los animales ventilados
artificialmente y monitorear el voluman tidal de CO,. La temperatura de los animales se man-
tuvo mediante un cojin de agua caliente. Se hizo una diseccion del nervio ciatico (NC) en la
extremidad izquierda, a nivel femoral. El nervio expuesto se cubrio con petrolato y se coloc6 un
electrodo de plata clorurada a su alrededor para estimularlo eléctricamente. Posteriormente,
los animales se colocaron en un aparato estereotaxico con la finalidad de fijar la cabeza y las
vértebras lumbares. Adicionalmente, se realiz6 una laminectomia a nivel T11-T12 para expo-
ner los segmentos L4-L5 de la médula espinal, que corresponden al engrosamiento lumbar,
donde llega la informacion aferente del NC. También se hizo una craneotomia amplia para
exponer la corteza sensorimotora (2.5 mm anterior a bregma, 2.5 mm posterior a bregma,

2-4 mm lateral a la linea media, segln el atlas de Paxinos y Watson [1998]).
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5.3. Registro electrofisiologico y estimulacion eléctrica

Las respuestas nociceptivas segmentales se registraron como potenciales de campo intraespi-
nales con una micropipeta de vidrio rellena de NaCl 1M (1.5-3 MQ) colocada en los segmentos
L4-L5 del engrosamiento lo lumbar. La estimulacion del NC consistio de pulsos de 100 us de
duracion, por medio de los electrodos de plata colocados alrededor del nervio. La intensidad de
la estimulacion del NC se ajust6 para producir respuestas con amplitudes al 50 % de la maxi-
ma, las cuales se encontraron en 0.3-1.5 mA. La estimulacion del NC produce la activacion
de diferentes componentes en la médula espinal, asociados a la activacion de las diferentes
fibras sensoriales. Se identificaron las respuestas asociadas a fibras C por ser el componente
de mayor latencia, que correspondi6 a velocidades de conduccion de 1.5-2 m/seg. Para la es-
timulacion cortical, se coloco una matriz de 15 electrodos de estimulacion (3x5) en la corteza
sensorimotora a 1500 ym de profundidad. La estimulacion se di6 entre dos de los electrodos
contiguos de la matriz con una separacion de 1 mm entre las puntas. Se aplicaron 5 pulsos

cuadrados de 100 us (intervalo entre pulsos de 1 ms) con intensidades de 100-300 pA.

Las respuestas se amplificaron con un Axopatch 2B y se registraron con filtros preamplificado-
res; un filtro pasa bajas de 0.1 Hz y un filtro pasa altas de 20 kHz. Se obtuvieron los registros
como el promedio de 16 respuestas con una frecuencia de muestreo de 20 kHz. Todos los re-
gistros se digitalizaron con un convertidor analogico-digital (Digidata 1440A, Axon Instruments)
y con el programa Clampex (pCLAMP 10.0, Molecular Devices). Los registros se almacenaron

para su analisis posterior.

5.4. Estimulacion cortical

Se obtuvieron potenciales de campo provocados (EFPs, por sus siglas en inglés) producidos
por la estimulacion del nervio ciatico y se identifico la respuesta asociada a la activacion de
fibras C. El estimulo cortical precedit las respuestas asociadas a la activacion de fibras C con
diferentes intervalos de tiempo (desde 10-70 ms). Se compararon los EFPs de la estimulacion

del NC con los EFPs precedidos por la estimulacion cortical.



CAPITULO 5. MATERIALES Y METODOS 25

5.5. Potenciacion post-tetanica

La potenciacion de las respuestas nociceptivas se provoco por medio de un estimulo de alta
frecuencia (HFS, por sus siglas en inglés) al NC. Para ello, se aplicaron pulsos de corriente al
NC (0.1 ms, 0.8 Hz) durante 15 minutos. La amplitud de los EFPs, asociados a la activacion
de fibras C, obtenidos durante este tiempo se promedid para establecer la actividad basal.
Posteriormente, se estimul6 eléctricamente el nervio con trenes de 100 Hz durante 100, 250 y
500 ms. Después del HFS, se siguieron aplicando pulsos de corriente al nervio hasta comple-

tar 1 hora. Se obtuvieron los registros cada 3 minutos, con un promedio de 16 respuestas.

Para analizar el efecto de la estimulacion cortical sobre la potenciacion del NC, se estimulo la
corteza sensorimotora. La estimulacion cortical (100 Hz, 450 ms) se di6 simultaneamente con
el tren de 250 ms al NC, empezando 100 ms antes. Para el caso del tren mas corto de 100 ms,
el estimulo cortical (100 Hz, 200 ms) comenz6 50 ms antes que el tren al NC. También en este
caso, se promediaron las amplitudes de los EFPs de fibras C durante los 15 minutos previos

al estimulo tetanico (actividad basal) y durante 1 hora después del mismo.

5.6. Farmacologia

Para evaluar la participacion del GABA, se evalu6 la modulacion de las respuestas nocicep-
tivas después de la estimulacion cortical en presencia de antagonistas del receptor GABA 4:
bicuculina (Sigma, 20 M) y picrotoxina (Sigma, 100 xM). Ademas, se evalut la PPT en presen-
cia de acido 3-(2-Carboxipiperazin-4-il)propil-1-fosfonico (CPP), un antagonista de receptores
glutamatérgicos NMDA (Sigma, 10 xM). Todos los farmacos se aplicaron intratecalmente por

perfusion continua.

5.7. Histologia

Para determinar la localizacion de los electrodos de estimulacion en la corteza sensorimotora

se hizo un analisis histologico. Después de los experimentos electrofisiol6gicos, los animales
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se fijaron por perfusion via intracardiaca con 100 ml de solucion salina, seguida se 250 ml de
solucion fijadora (paraformaldehido 4 % en buffer de fosfatos 0.1M, pH 7.4) a 4°C. Se extraje-
ron los cerebros y se colocaron en 50 ml de solucion fijadora durante 2 h a 4°. A continuacion,

los cerebros se colocaron en una solucion de sacarosa 30 % en buffer de fosfatos.

Los cerebros se cortaron en un microtomo de congelacion (Leica SM-2000R). Se realizaron
cortes sagitales de 40 um de espesor y se montaron en portaobjetos gelatinizados para ser
teflidos con violeta de crecilo. Con este fin, las laminillas se pasaron por un tren de hidratacion
de xilol, alcohol 100 %, 96 %, 80 %, 70 %, seguido de un lavado en agua destilada por 3 seg y
teflidos con violeta de crecilo 0.5 %. Posteriormente, se pasaron por un tren de deshidratacion

de alcoholes 70 %, 80 %, 96 % y 100 %, xilol y se montaron en resina Entellan.

Se obtuvieron imagenes digitales de los cortes de cerebro a nivel de la corteza sensorimoto-
ra y se analizo la distribucion de los electrodos con ayuda del programa MDSYS4. Ademas,
los cortes se observaron en un microscopio optico (Leica DMLB) para identificar las capas

corticales en las que se ubicaron los electrodos.

5.8. Analisis de datos

El analisis de las respuestas se llevd a cabo fuera de linea en el programa Clampfit (p)CLAMP
10.0, Molecular Devices). Se midi6 la amplitud de las respuestas asociadas a la activacion de
fibras C provocadas por la estimulacion del NC. Las comparaciones estadisticas se realizaron
con pruebas no parameétricas. Se uso6 una prueba Kruskall-Wallis para la comparacion de res-
puestas con respecto a su control. Ademas, pruebas Friedman de medidas repetidas para el
analisis de los cursos temporales de la PPT. También se compararon las fases Inicial y Tardia
de la PPT utilizando pruebas de Mann-Whitney. Se consideraron significativas las diferencias

con una p <0.05, a menos que se indique diferente en el texto.



6. Resultados

6.1. Parametros de la estimulacion cortical

La estimulacion cortical produce un potencial de campo intraespinal (PCI) en el asta dorsal
de la médula espinal. En cada experimento se estimularon diferentes regiones de la corteza
sensorimotora con la finalidad de describir las regiones que producen los PCI mas grandes.
Se observo que la estimulacion de regiones mas caudales de la corteza produce un potencial
intraespinal mayor (Figura 6.1A). Una vez obtenida la region de la corteza sensorimotora aso-
ciada al mayor PCI, se obtuvo la relacion entre la intensidad de la estimulaion y la magnitud de
la respuesta (curva entrada-salida; Figura 6.1B). Se obtuvo que la relacion entrada-salida se
ajust6 a una curva sigmoide, con intensidades de estimulacion crecientes. Las intensidades de
estimulacion con las cuales se obtuvo la maxima respuesta fueron entre 300 y 400 p/A. De esta
manera, en cada experimento se ajusto la intensidad de la estimulacion cortical para producir
un PCI al 50 % de la maxima amplitud (100-150 A). Ademas, lesion del tracto corticoespinal
a nivel de las piramides elimina la produccion del PCI en el asta dorsal de la médula espinal

(Figura 6.1C).
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Figura 6.1: Caracterizacion de las respuestas corticales obtenidas en la médula espinal. A. PCI pro-
ducidos por diferentes regiones de la corteza sensorimotora. El esquema representa la ubicacion de
la matriz de estimulacion y la distribucion de los 15 electrodos de la matriz. B. Relacion entre la in-
tensidad de la estimulacion de la corteza sensorimotora y la amplitud del PCI. C. PCI producido por la
estimulacion cortical antes y después de la lesion del tracto corticoespinal. Barras de calibracion: 20 ms.
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6.2. Curso temporal de la inhibicion mediada por la corteza sensori-

motora sobre las respuestas de fibras C

La estimulacion de la corteza sensorimotora provoc6 una disminucion de la amplitud de los
potenciales de campo producidos por la estimulacion de fibras C (Figura 6.2). La magnitud
de esta inhibicion dependi6 del intervalo de tiempo entre la estimulacion cortical y el inicio de
las respuestas de fibras C. Cuando el intervalo de tiempo entre el estimulo cortical y la res-
puesta de fibras C fue muy corto, de 10 ms (n=6), no se observo una diferencia significativa
con respecto al control (75.86 4= 9.19 %). Los intervalos en donde se observd una diferencia
significativa con respecto al control, fueron en los intervalos donde la respuesta nociceptiva,
producida por la estimulacion del NC, fue precedida 15-25 ms. En el intervalo de 15 ms, las
respuestas disminuyeron su amplitud 52.36 + 11.0% (n=3) con respecto al control. Asimis-
mo, cuando el intervalo fue de 25 ms las respuestas se decrementaron en un 59.32 4+ 5.63 %
(n=9). En los intervalos con mayor separacion entre las respuestas de fibras C y la estimu-
lacion cortical, las respuestas no mostraron un decremento significativo en su amplitud. El
porcentaje de cambio de la amplitud de las respuestas nociceptivas al estimular la corteza fue
de 68.79 + 7.85 % con intervalo de 30 ms (n=5), de 87.10 + 15.63 % con intervalo de 40 ms
(n=3), de 98.41 £+ 11.63 % con intervalo de 50 ms (n=5), de 87.82 + 10.12 % con intervalo de
60 ms (n=4) y de 104.2 + 4.098 % con intervalo de 70 ms (n=3; Figura 6.2). El curso temporal
de la inhibicion obtenida coincidié con el pico de maxima negatividad de un PCI producido por

la estimulacion de la corteza sensorimotora (trazo gris; Figura 6.2).
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Figura 6.2: Disminucion de la amplitud de los potenciales de campo de fibras C producida por la corte-
za sensorimotora a diferentes intervalos de tiempo. A. Registros representativos de una disminucion de
las respuestas producida por la estimulacion cortical con 25 ms de anticipacion. De izquierda a derecha:
potenciales de campo producidos por la estimulacion del nervio ciatico (NC); cuando la respuesta fue
precedida 25 ms por un estimulo cortical (NC+Cx); potencial de campo provocado por la estimulacion
cortical (Cx); la diferencia de la respuesta del nervio ciatico precedida por el estimulo cortical y el poten-
cial de campo producido por la estimulacion de la corteza ((NC+Cx)-Cx). Cada trazo es el promedio de
16 respuestas. Los puntos negros sefialan los artefactos de estimulacion. B. Porcentaje de cambio en la
amplitud de los potenciales de campo de fibras C, con respecto al control, producido por la estimulacion
cortical con diferentes intervalos de tiempo entre las respuestas de fibras C y el estimulo a la corteza.
Los intervalos que presentan diferencias significativas con respecto al control se representan en rojo
(Mann-Whitney, p <0.05). Cada punto es un experimento. El trazo en gris representa un potencial de
campo cortical con una negatividad maxima a los 20 ms. Barras de calibracion: 100 pV, 20 ms.
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6.2.1. Efecto de la administracion de antagonistas GABAérgicos sobre la disminucion

de las respuestas nociceptivas provocada por la estimulacion cortical

Para determinar si la reduccion de la amplitud de las respuestas nociceptivas estaba mediada
por GABA, se evaluo el efecto de la estimulacion cortical sobre las respuestas nociceptivas
en presencia de antagonistas del receptor GABA 4. La disminucion de las respuestas provoca-
da por la estimulacion cortical se muestra en los controles previos a la administracion de los

farmacos (Previo; Figura 6.3 y 6.4).
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Figura 6.3: La disminucion de las respuestas de fibras C no se observa en presencia de picrotoxina.
Porcentaje de amplitud de los potenciales de campo al estimular la corteza sensorimotora (Previo) y el
efecto cortical en presencia de picrotoxina (100 M) durante 45 minutos (n=4). En verde se representan
los cambios significativos de amplitud con respecto al control (Mann-Whitney, p <0.05). Los asteriscos
indican diferencias con respecto al control previo al farmaco (Kruskal-Wallis, *p <0.05).

La administracion de picrotoxina (PX; 100 M) resultd en que la disminucion de las respues-
tas nociceptivas ya no se presente (Figura 6.3). Después de la administracion del farmaco, la
estimulacion cortical no produjo una disminucion en la amplitud de las respuestas a fibras C.
Ademas, a los 20 minutos de la administracion de PX, las respuestas fueron significativamente

diferentes del control previo (Previo; Figura 6.3).
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Figura 6.4: Los potenciales de campo asociados a la activacion de fibras C no se inhiben en presencia
de bicuculina. Porcentaje de cambio en amplitud de los potenciales de campo al estimular la corteza
sensorimotora antes de la administracion del farmaco (Previo) y el efecto de la estimulacion cortical en
presencia de bicuculina (20 M) durante 60 minutos, y el lavado posterior del farmaco (Lavado; n=6).
Las diferencias significativas con respecto al control se muestran en azul (Mann-Whitney, p <0.05). Los
asteriscos indican las diferencias con respecto al control previo al farmaco (Kruskal-Wallis, *p <0.05,
**p <0.01, **p <0.001).

Asimismo, la disminucion de la amplitud de las respuestas nociceptivas, provocada por la esti-
mulacon cortical ya no se present6 durante la administracion de bicuculina (BIC; 20 uM; Figu-
ra 6.4). El porcentaje con respecto al control de las respuestas fue significativamente diferente
del control previo (Previo), después de 30 minutos de la aplicacion del farmaco. Esta deshibi-
cion fue revertida después de una hora de lavado; las respuestas volvieron a decrementarse

por efecto de la estimulacion cortical (Figura 6.4).

Con la finalidad de evaluar el efecto de la administracion intratecal de antagonistas GABAérgi-
cos sobre el tono inhibitorio en la médula espinal, se analizaron las amplitudes de las respues-
tas control en presencia de PX y BIC. De esta forma, 20 min después de la administracion

de los farmacos hubo un incremento en la actividad espontanea espinal. Asimismo, se ob-
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servo la aparicion de nuevos componentes en las respuestas provocadas por la estimulacion
del NC. Sin embargo, las amplitudes de las respuestas nociceptivas analizadas no cambiaron

significativamente (Wilcoxon, p=0.31; Cuadro 6.1).

Cuadro 6.1: Efecto de la administracion de antagonistas GABAérgicos sobre la amplitud de las res-
puestas nociceptivas. Las amplitudes estan representadas como promedio =+ error estandar antes de la
administracion del farmaco (Control) y a los 20 minutos después de la administracion. PX: picrotoxina;
BIC: bicuculina.

Control Después del farmaco
(1V) (1V)
PX 83.98 + 20.91 157 + 32.47
BIC 53.46 4+ 9.82 37.44 +9.29

6.3. Potenciacion post-tetanica de las respuestas provocadas por un

estimulo de alta frecuencia al nervio ciatico

Se caracteriz6 el aumento de las respuestas asociadas a la activacion de fibras C después
de aplicar un estimulo de alta frecuencia al nervio ciatico (HFS, por sus siglas en inglés). El
tiempo de esta potenciacion dependi6 de la duracion del tren de alta frecuencia (100 Hz) con
gue se dio6 el estimulo (Figura 6.5). Cuando la duracion del tren es de 100 ms los potenciales
de campo de fibras C incrementaron su amplitud un 184 4+ 25 %, con respecto a la actividad
basal y regresaron a sus niveles basales después de 20 minutos posteriores al estimulo (Fi-
gura 6.5A). Con un estimulo de mayor duracion, 250 ms, las respuestas provocadas por la
estimulacion del nervio ciatico se incrementaron un 178 + 17 % sobre el nivel basal durante

30 minutos, después de los cual regresaron a sus niveles control (Figura 6.5B).
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Figura 6.5: Potenciacion post-
tetanica de las respuestas de fi-
bras C producida por estimulos de
alta frecuencia (HFS) con diferentes
duraciones. A. Potenciacion de po-
tenciales de campo asociados a la
activacion de fibras C producida por
un tren de estimulacion de 100 ms
(n=6). B. Lo mismo que A, pero el
tren de estimulacion fue de 250 ms
(n=8). C. El estimulo de alta fre-
cuencia fue de 500 ms de duracion
(n=6). Las amplitudes de los poten-
ciales de campo estan expresados
como porcentaje de cambio sobre
la actividad basal. Los trazos repre-
sentativos muestran los potenciales
de campo durante la actividad basal
(1), después del HFS (2) y cuando
las respuestas vuelven a sus niveles
basales, o se mantienen potencia-
das (3). Las zonas en gris muestran
los puntos que no difieren de los ni-
veles basales, todos los puntos fue-
ra de esta region difieren significa-
tivamente (Friedman, p <0.05). Ba-
rras de calibracion: 100 pV, 20 ms.
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La duracion de la potenciacion de las respuestas se aumentdé de manera importante cuando
el HFS tiene una mayor duracion (500 ms). En este caso, las respuestas se potenciaron un
186 + 18 % a los 15 minutos y siguieron aumentando hasta 1 hora de registro (265 + 43 % de
la actividad basal; Figura 6.5C). De esta forma, se muestra que el tren de 100 ms produjo una

potenciacion de corta duracion, la cual se aument6 cuando el HFS tuvo una mayor duracion.

6.3.1. Efecto de la estimulacion cortical sobre la dinamica de la potenciacion produ-

cida por un estimulo de alta frecuencia al nervio ciatico

Para explorar el efecto de la estimulacion cortical sobre la PPT, se prob6 el incremento de las
respuestas producido por el tren de alta frecuencia de 250 ms de duracion. Al estimular la
corteza sensorimotora durante el estimulo de alta frecuencia al nervio ciatico se observo un
incremento de las respuestas asociadas a la activacion de fibras C un 205 4 36 % (Figura 6.6).
Sin embargo, la potenciacion obtenida junto con la estimulacion cortical fue de menor duracion,
con respecto al incremento de las respuestas producido por el tren de 250 ms (178 £+ 17 %,
durante 30 minutos). Las respuestas regresaron a sus niveles basales a los 15 minutos des-

pués del HFS.

La duracion de la PPT se separ6 en dos fases. Una fase temprana, asociada incremento de
las respuestas durante los primeros 10 minutos después del HFS (Inicial), y una fase tardia, a
los 20 minutos después del HFS (Tardia). Obtuvimos que la estimulacion cortical afect6 la fase
tardia de la PPT obtenida con un tren de 250 ms. En la fase temprana se observo un incre-
mento de las respuestas en ambas condiciones. Sin embargo, en la fase tardia se obtuvo que
el porcentaje de cambio de las respuestas fue significativamente menor cuando se estimulo la

corteza junto con el tren al NC (Mann-Whitney, p < 0.05; Figura 6.6C).
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Figura 6.6: Efecto de la estimulacion cortical sobre la potenciacion de las respuestas de fibras C pro-
vocada por un HFS de 250 ms al nervio ciatico. A. Trazos representativos del aumento en la amplitud
de los potenciales de campo durante la actividad basal (1), después del HFS (2) y 20 minutos después
del tren (3). B. Cursos temporales de la potenciacion post-tetanica de las respuestas producidas por
estimulacion del nervio ciatico (n=8) y durante la estimulacion cortical (n=8). Las amplitudes de los po-
tenciales de campo estan expresados como porcentaje de cambio sobre la actividad basal. Los puntos
dentro de la region gris no difieren de los niveles basales, todos los puntos que sobresalen se consi-
deraron diferentes significativamente (Friedman, p <0.05). C. Incremento de las respuestas durante la
fase Inicial y Tardia de la PPT. Mann-Whitney, *p < 0.05. Barras de calibracion: 100 uV, 20 ms.
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6.3.2. Efecto de la estimulacion cortical sobre el incremento de respuestas nocicep-

tivas producida por un tren de menor duracion al NC

Ademas, se evalu6 el incremento de las respuestas a fibras C cuando un tren de alta frecuen-
cia al NC de 100 ms fue administrado durante la estimulacion de la corteza sensorimotora. Con
un tren de 100 ms, las respuestas se aumentaron un 184 + 25 % durante 20 minutos (n=6).
Sin embargo, al estimular la corteza simultaneamente con el tren del NC, las respuestas no

incrementaron su amplitud (n=6; Figura 6.7).

En efecto, al analizar las fases de la PPT, se obtuvo que el tren de 100 ms produce un incre-
mento de las respuestas durante la fase inicial de la PPT. Ademas, debido a que el tren de
100 ms produce un incremento de corta duracion, las respuestas no permanecen incrementa-
das durante la fase tardia de la PPT. Por el contrario, observamos que la estimulacion cortical
junto con el tren de 100 ms no produce un incremento durante la fase inicial, ni durante la fase

tardia de la PPT (Figura 6.7).
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Figura 6.7: Efecto de la estimulacion cortical sobre la potenciacion post-tetanica de respuestas de
fibras C provocada por un tren de 100 ms de duracién. A. Trazos representativos del aumento de las
respuestas después de un HFS al nervio ciatico. Actividad basal (1), después del HFS (2) y 20 minutos
después del tren (3). B. Curso temporal de la potenciacion de las repuestas de fibras C después de
un tren de 100 ms al nervio ciatico. La amplitud de los potenciales de campo esta expresada como
porcentaje de cambio con respecto a la actividad basal. Las regiones en gris muestran los puntos que
no difieren de la actividad previa al tren. Los puntos que sobresalen difieren significativamente de la
actividad basal (Friedman, p <0.05). C. Porcentaje de cambio con respecto al control de las respuestas
durante la fase Inicial y Tardia de la PPT. Mann-Whitney, *» < 0.05. Barras de calibracion: 100 uV,

20 ms.
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6.3.3. Accion del bloqueo de receptores NMDA sobre la potenciacion post-tetanica

Para determinar la influencia de los receptores postsinapticos en la potenciacion post-tetanica,

se aplico CPP (10 M) en el bafio de perfusion (Figura 6.8).
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Figura 6.8: Influencia de la administracion de CPP sobre la potenciacion de las respuestas de fibras C
producida por un tren de 250 ms. A. Trazos representativos del aumento en la amplitud de los poten-
ciales de campo durante la actividad basal (1), después del HFS (2) y 20 minutos después del tren (3).
B. Curso temporal del aumento de las respuestas después de un estimulo tetanico de 250 ms (n=8) y
en presencia de CPP (10 uM; n=6). La amplitud de las respuestas esta expresada como el porcentaje
de cambio con respecto a la actividad basal. Los valores que sobresalen de la region en gris se consi-
deraron diferentes significativamente (Friedman, p <0.05). C. Incremento de las respuestas durante la
fase Inicial y Tardia de la PPT. Mann-Whitney, *p < 0.05. Barras de calibracion: 100 uV, 20 ms.

Como control, se probo la potenciacion post-tetanica con un tren de 250 ms de duracion. Des-
pués del tren, las respuestas se potenciaron un 178 + 17 % con respecto a la actividad basal
y regresaron a sus niveles controles después de 30 minutos de la aplicacion del HFS. Las
respuestas se incrementaron durante la fase inicial de la PPT y se mantienen incrementadas

durante la fase tardia (Figura 6.8C). Los mismos parametros de estimulacion pero en presencia
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de CPP produjeron un incremento de 139 + 10 % de las respuestas nociceptivas, con respec-
to al control, durante 20 minutos, después de lo cual las respuestas regresaron a sus niveles
basales (Figura 6.8). En este caso, se observa que, si bien las respuestas se incrementaron
durante la fase inicial de la PPT, éstas no permanecen incrementadas durante la fase tardia

(Figura 6.8C).
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Figura 6.9: Potenciacion de las respuestas de fibras C producida por un tren de 100 ms en presencia
de CPP. A. Trazos representativos del aumento en la amplitud de los potenciales de campo durante
la actividad basal (1), después del HFS (2) y 20 minutos después del tren (3). B. Curso temporal del
aumento de las respuestas después de un estimulo tetanico de 100 ms (n=6) y en presencia de CPP
(10 uM; n=6). La amplitud de las respuestas esta expresada como el porcentaje de cambio con respecto
a la actividad basal. Los valores que sobresalen de la region en gris representan aquellos que difieren
significativamente del control basal (Friedman, p <0.05). C. Aumento de las respuestas nociceptivas en
la fase Inicial y Tardia de la PPT. Barras de calibracion: 100 uV, 20 ms.

Ademas, se evaluo la accion del CPP durante un tren de menor duracion, 100 ms (Figura 6.9).
Aqui se obtuvo que el incremento de las respuestas después de un tren de 100 ms (184 4= 25%

durante 20 minutos) fue muy similar al incremento producido por el mismo tren en presencia
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de CPP (170 4+ 12 % durante 20 minutos). En ambos casos, las respuestas se incrementaron

durante la fase inicial de la PPT, aunque no permanecieron aumentadas durante la fase tardia
(Figura 6.9C).
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Figura 6.10: Efecto de la estimulacion cortical sobre la potenciacion de respuestas de fibras C en
presencia de CPP. A. Trazos representativos del aumento en la amplitud de los potenciales de campo
durante la actividad basal (1), después del HFS (2) y 20 minutos después del tren (3). B. Curso temporal
del aumento de las respuestas después de un estimulo tetanico en presencia de CPP (10 uM; n=6) y
durante la estimulacion cortical en presencia de CPP (n=4). La amplitud de las respuestas esta expre-
sada como el porcentaje de cambio con respecto a la actividad basal. Las regiones en gris muestran los
valores que no difieren del control basal, mientras que los que sobresalen se consideraron diferentes
significativamente (Friedman, p <0.05). C. Incremento de las respuestas nociceptivas durante la fase
Inicial y Tardia de la PPT. Barras de calibracion: 100 iV, 20 ms.

También se evaluo6 la estimulacion cortical sobre la PPT producida por un tren de 250 ms al NC,
durante la administracion intratecal de CPP. EI HFS al NC produjo un aumento del 139 + 10%
durante 20 minutos de las respuestas nociceptivas, en presencia del farmaco. La estimulacion

de la corteza de manera simultanea con el tren de alta frecuencia produjo un incremento de
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130 + 9% de las respuestas de fibras C. Esta potenciacion tuvo una duracion de 15 minutos.
En presencia de CPP, la potenciacion producida por un tren de 250 ms, asi como la obtenida
durante la estimulacion cortical en las mismas condiciones, produce un incremento en la fase

inicial de la PPT, el cual no se mantiene en la fase tardia (Figura 6.10C).

6.4. Sitio de estimulacion cortical

Se obtuvieron los cerebros de los animales para confirmar el sitio de estimulacion en la corteza
(Figura 6.11). La ubicacion de los electrodos se encontr6 en la corteza sensorimotora de la
rata, segin el atlas de Paxinos y Watson (1998). Ademas, en la mayoria de los experimentos,
los electrodos de estimulacion asociados al mayor efecto producido por la estimulacion cortical

se localizaron en la capa V cortical (Figura 6.11C).
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Figura 6.11: Sitio de ubicacion de los electrodos de registro en la corteza sensorimotora. A. Esquema
modificado del atlas de Paxinos y Watson (1998) a 2.40 mm de la linea media. B. Digitalizacion de
un corte sagital de un cerebro de rata en donde se muestra la ubicacion de 3 electrodos. C. Aumento
2.5x de la ubicacion de un electrodo de registro en la corteza sensorimotora. La flecha blanca sefiala la
ubicacion de un electrodo. M1: corteza motora primaria; M2: corteza motora secundaria; S1IHL: Region
de las extremidades posteriores de la corteza somatosensorial primaria. S1Tr: Region del tronco de
la corteza somatosensorial primaria. PtA: Corteza parietal de asociacion; V1M: Area monocular de la
corteza visual primaria; V2ML: Area mediolateral de la cortexa visual secundaria. Barra de calibracion:
500 pm.



7. Discusion

7.1. Sistemas endbgenos de analgesia

La presencia de circuitos especificos de analgesia en el sistema nervioso central fueron pro-
puestos a partir de las demostraciones de que la estimulacion focal de la PAG mesencefalica
produce efectos analgésicos lo suficientemente profundos para llevar a cabo una cirugia ab-
dominal sin la administracion de analgésicos exdgenos (Reynolds, 1969). Las estructuras que
conforman estos circuitos endogenos de analgesia constituyen un sistema integral que, de ma-
nera conjunta, modulan las respuestas nociceptivas a distintos niveles. Esto permite procesar
y generar respuestas al estrés que posibilitan la confrontacion ante un conespecifico o el esca-
pe de un depredador, lo cual es vital para la supervivencia (McNally, 1999). Nuestro grupo de
trabajo ha mostrado una interaccion entre diferentes sistemas endogenos de analgesia, como
los originados en los nlcleos del rafé, el locus coeruleus y el NPV, que actiian como un sistema
coordinado para asegurar la homeostasis en términos de una funcion analgésica (Condés-Lara
et al., 2012; Rojas-Piloni et al., 2012). Por otro lado, se ha demostrado que la corteza cerebral
es capaz de activar estos sistemas, por lo cual hay también un arreglo jerarquico de estos

sistemas para mediar esta misma funcion (Pagano et al., 2010).

La estimulacion cortical produce un decremento de las respuestas nociceptivas, tanto neurona-
les (Senapati et al., 2005a,b) como conductuales (Fonoff et al., 2009). Estos efectos analgési-
cos producidos por la estimulacion cortical pueden explicarse de dos maneras. Por un lado,
actGan a través de la interaccion con otros sistemas endogenos, o bien, directamente a través

de la proyeccion corticoespinal. Es asi que se ha propuesto la participacion de otros sistemas

44
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endbgenos en la modulacion cortical. Por ejemplo, el sistema serotoninérgico que se origi-
na en el BRV produce un efecto antinociceptivo importante a través de receptores 5-HT; 4
en la médula espinal (Viisanen y Pertovaara, 2010a). El decremento de respuestas nocicep-
tivas, producido por la estimulacion de la corteza, se reduce al bloquear reversiblemente el
BRV, asi como el bloqueo de receptores 5-HT;4 en la médula espinal (Viisanen y Pertovaa-
ra, 2010a). Ademas, al evaluar la activacion neuronal con el factor de transcipcion, c-fos, se
observa que la estimulacion cortical es capaz de activar regiones como el PAG, la corteza cin-
gulada anterior y la amigdala. Esto sugiere que la corteza activa tanto sistemas endogenos de
analgesia como regiones limbicas, que participan en la parte afectiva del dolor (Pagano et al.,
2010). En contraposicion a estos resultados, nuestro grupo de trabajo ha explorado el papel del
tracto corticoespinal sobre la modulacion de las respuestas nociceptivas a nivel segmental. La
estimulacion cortical disminuye la amplitud de los EFP asociados a la activacion de fibras C en
el asta dorsal y este efecto inhibitorio es abolido al lesionar el tracto piramidal (Rojas-Piloni et
al., 2010). En el presente trabajo mostramos que la estimulacion cortical disminuye la amplitud
de las respuestas nociceptivas, en intervalos de 15 a 30 ms entre el estimulo cortical y el inicio
de las respuestas a fibras C. Conforme se aumenta este intervalo de tiempo, la disminucion
de las respuestas nociceptivas deja de ser importante (Figura 6.2). Ademas, la estimulacion
cortical produce un potencial intraespinal en el sitio de registro, el cual tiene un pico de maxima
negatividad con una latencia de 22.81 + 0.75 ms, el cual coincide con los intervalos en donde
se encuentra la mayor inhibicion producida por la estimulacion cortical (Figura 6.2). El potencial
intraespinal es indicativo de la activacion de neuronas en la médula espinal producida por un
estimulo cortical. En efecto, si se lesiona el tracto corticoespinal, a nivel de las piramides bul-
bares, este potencial ya no se presenta (Figura 6.1). Estos resultados sugieren que las células
gue se activan por la estimulacion cortical podrian ser las responsables de la disminucion de

las respuestas nociceptivas observada en este trabajo.

7.2. Mecanismos de modulacion cortical

A pesar de la abundancia de trabajos en donde se describen los efectos antinociceptivos pro-

ducidos por la estimulacion cortical, son pocos los grupos que se han enfocado a esclarecer
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los mecanismos por los cuales esta inhibicion podria llevarse a cabo. Aqui tratamos de diluci-
dar los mecanismos por los cuales la corteza modula las respuestas nociceptivas en la médula

espinal de la rata.

7.2.1. Accion cortical sobre la PPT

El paso de informacion a través de una sinapsis es un proceso dinamico y puede ser modulado
por el incremento o la disminucion de la actividad a través de esa misma sinapsis. Un medio
por el cual se modulan los patrones de respuesta de las células postsinapticas es la plasticidad
de corta duracion. Un ejemplo de esta forma de plasticidad es la PPT. La PPT se refiere al in-
cremento de las respuestas después de un estimulo de alta frecuencia que puede durar desde
segundos hasta varios minutos (Fioravante y Regehr, 2011). La duracion de la PPT depende
de la duracion del tren de alta frecuencia; entre mayor es la duracion del tren, mayor es el tiem-
po en que las respuestas permanecen incrementadas (Fioravante y Regehr, 2011). Aunque los
mecanismos que subyacen la PPT no se han caracterizado por completo, este fenbmeno se
ha observado en muchas sinapsis del sistema nervioso. Quizas las mas estudiadas, con res-
pecto a esta forma de plasticidad, son la sinapsis del caliz de Held (Habets y Borst, 2005;
Lee et al., 2008), la sinapsis sensorimotora en Aplysia (Bao et al., 1997; Jin y Hawkins, 2003)
y las sinapsis del hipocampo (Brager et al., 2003). Con base en estos trabajos, se cree que
los mecanismos son principalmente presinapticos y dependen de una gran entrada de Cat?
a las células. Incluso, en la sinapsis del caliz de Held, se ha descrito una correlacion entre
el incremento en la concentracion presinaptica de Ca*? con la duracion de la PPT (Habets y
Borst, 2005). Sin embargo, la entrada de Ca™2 no explica totalmente esta potenciacion y se ha
sugerido que el Ca*? activa cascadas de sefializacion intracelular que regulan la duracion de
la PPT (Fioravante y Regehr, 2011). Asi, también se ha descrito la participacion de segundos
mensajeros y cinasas dependientes de Cat2, como la calmodulina (CAM; Balakrishnan et al.,
2010) y la proteina cinasa de calcio (PKC; Brager et al., 2003), ademas de otras proteinas

sensibles a este ion (Fioravante y Regehr, 2011).

En este trabajo usamos un protocolo para producir PPT en las sinapsis entre fibras aferentes
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nociceptivas y las neuronas de segundo orden en la médula espinal. De esta forma, mostramos
que la duracion de la PPT producida por un tren de alta frecuencia al NC (100 Hz) depende
de la duracion del estimulo. Asi, un tren de 100 ms de duracion produce un incremento de las
respuestas nociceptivas durante 20 minutos. Un tren de 250 ms incrementa las respuestas de
fibras C durante 30 minutos y un tren de 500 ms produce un aumento importante de las res-
puestas, las cuales no disminuyen hasta después de 1 hora de registro (Figura 6.5). Se usaron
los trenes de 100 y 250 ms porgue, si bien, las respuestas no se incrementaron de manera
tan importante como en el tren de 500 ms, nos interesaba una potenciacion de corta duracion,
mas que una potenciacion a largo plazo (PLP). La potenciacion de las respuestas de fibras C
producida por un tren de 250 ms produce un incremento de las respuestas similar al observado
en otras sinapsis (Draganic et al., 2001; Jin y Hawkins, 2003; Habets y Borst, 2005). En estas
condiciones, la estimulacion cortical es capaz de modificar la dinamica de la PPT. Observamos
gue al estimular la corteza sensorimotora, junto con el tren de alta frecuencia, las respuestas
se incrementan, pero so6lo durante 20 minutos. El incremento de las respuestas no involucra
la fase tardia de la PPT (Figura 6.6). Este decremento en el tiempo de potenciacion puede
deberse a dos efectos. Uno, que haya menor incremento presinaptico de Ca*? durante el tren
de alta frecuencia, como sucederia con un tren de menor duracion (100 ms). O bien, que se

afecte la entrada de Ca*? a la postsinapsis.

De hecho, la PPT se ha explicado también por la participacion de la postsinapsis. En este sen-
tido, Bao et al. (1997) inyectaron un quelante de Ca™? en la célula postsinaptica de la sinapsis
sensorimotora de Aplysia y observaron una disminucion en el porcentaje de incremento de las
respuestas durante la PPT. En formas de plasticidad a largo plazo (PLP), un incremento sos-
tenido de las respuestas depende de la activacion del receptor NMDA en la postsinapsis. Asi,
para evaluar si la PPT producida por la estimulacion del NC depende de receptores NMDA,
en este trabajo se produjo la potenciacion en presencia de CPP (antagonista del receptor NM-
DA). Aqui mostramos que la duracion del incremento de las respuestas, producida por un tren
de 250 ms, depende de la activacion de receptores NMDA, ya que en presencia de CPP, las
respuestas se incrementaron después del HFS, pero s6lo durante la fase inicial de la PPT (Fi-

gura 6.8), lo cual indica que la fase tardia involucra la activacion de receptores NMDA. Ademas,
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el porcentaje de incremento de las respuestas fue menor, aunque no de manera significativa.
Es asi que se evaluo el efecto de la estimulacion cortical sobre la PPT producida por un tren
de estimulacion de 250 ms en presencia de CPP. En este caso, se observo un incremento de
las respuestas muy similar, en amplitud y duracion, a la obtenida por el tren al NC en presencia
del farmaco (Figura 6.10). Estos resultados sugieren que la corteza podria estar produciendo
sus efectos también con la participacion del receptor NMDA. De acuerdo con lo anterior, en el
asta dorsal de la médula espinal, el receptor NMDA no s6lo es expresado en las neuronas de
segundo orden, también las fibras aferentes de bajo calibre (fibras Ad y C) expresan receptores
NMDA presinapticos en sus terminales (Ma y Hargreaves, 2000; Bardoni et al., 2004). Estos
canales participan en la liberacion de glutamato (Bardoni et al., 2004) y otros neuropéptidos,
como la SP (Liu et al., 1997), de las aferentes primarias. Por otro lado, se ha demostrado que
el DRP en fibras delgadas, indicativo de DAP, es dependiente de receptores NMDA (Russo
et al., 2000). Estos resultados indican que este receptor influye de manera importante en la
transmision de la informacion sensorial nociceptiva y en los fendbmenos de plasticidad de corta
duracion como la PPT en el asta dorsal de la médula espinal. Esto hace que la administracion
del CPP no sea la manera mas clara de evaluar el efecto cortical sobre la PPT producida por

la activacion de fibras C.

En nuestros experimentos, un tren de menor duracion (100 ms) produce una PPT de corta
duracion, similar a la producida por un tren de estimulacion de 250 ms en presencia de CPP
(Figura 6.5A). Estas observaciones sugieren que el incremento de las respuestas por un tren
de 100 ms no involucra la participacion de la postsinapsis. Es asi que usamos esta potencia-
cibn mas corta para evaluar el efecto producido por la corteza. Nuestros resultados muestran
gue al estimular la corteza con este tren de menor duracion, las respuestas no se incrementa-
ron en absoluto (Figura 6.7); la estimulacion cortical inhibe por completo la PPT producida por
un tren de 100 ms. Esto sugiere que la corteza impide el establecimiento de la PPT cuando
la duracion del tren es muy corto. En este sentido, nuestros resultados proponen que la esti-
mulacion cortical podria producir un menor incremento de Ca*? en la presinapsis durante el
HFS. De esta manera, la corteza sensorimotora podria modular las respuestas nociceptivas a

través de un mecanismo presinaptico. Sin embargo, nuestros experimentos no nos permiten
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descartar la posibilidad de que la corteza actle también a nivel postsinaptico. Es por esto que
nuestro grupo de trabajo ha comenzado con otras aproximaciones experimentales. Asi, se han
hechos pruebas de excitabilidad de las fibras aferentes, donde se han analizado los potencia-
les antidromicos producidos por la activacion de las terminales de las aferentes del asta dorsal
y registrados en nervios periféricos cutaneos. De esta manera, la estimulacion de la corteza
sensorimotora produce un incremento en la amplitud de los potenciales antidromicos, lo cual
es un indicativo de una DAP (Wall, 1958; Wall y Lidierth, 1997). Aunque todavia no nos es
posible descartar un efecto postsinaptico, estos resultados nos hacen afirmar con mas certeza

gue la corteza modula las respuestas nociceptivas a través de un mecanismo presinaptico.

7.2.2. Modulacion cortical a través de GABA

La nocion de que el GABA participa en la modulacion de las respuestas nociceptivas en el
asta dorsal de la médula espinal surgi6 a partir de las observaciones de que este neurotrans-
misor esta presente en neuronas de las laminas superficiales (I-Il de Rexed), asi como en
las dendritas y axones dentro de estas mismas laminas (Todd y McKenzie, 1989). Particular-
mente, Alvarez et al. (1992) encontraron botones presinapticos de axones GABAEérgicos sobre
fibras nociceptivas Ad, lo que sugiere un control presinaptico sobre estas aferentes. El GABA
puede actuar sobre dos tipos de receptores: el receptor ionotropico, GABA 4, y su receptor
metabotropico, GABAg. Ambos receptores se han descrito en el asta dorsal de la médula es-
pinal, y se localizan tanto en aferentes primarias como en neuronas de segundo orden, donde
se encuentran modulando la transmision de informacion, principalmente a nivel presinaptico
(Malcangio y Bowery, 1996). En este sentido, varios grupos han explorado el papel de estos
receptores en la modulacion de las respuestas nociceptivas. Por ejemplo, se ha visto que la
administracion de agonistas GABAérgicos, tanto muscimol para activar el receptor GABA 4 (Di-
rig y Yaksh, 1995), como baclofeno, para el receptor GABAp (Hammond y Washington, 1993;
Dirig y Yaksh, 1995), tienen efectos antinociceptivos. Ademas, el GABA, cuando actla a través
de su receptor GABA 4, se ha implicado en un mecanismo de inhibicion presinaptica conocido

como DAP, el cual participa en la regulacion de la informacion transmitida por fibras aferentes
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musculares y cutaneas rapidas (Vyklicky y Knotkova-Urbancova, 1998). A raiz de esta obser-
vacion surgio la propuesta de explorar el papel de este neurotransmisor en la inhibicion de las
respuestas nociceptivas mediada por la corteza sensorimotora, a través de la administracion
de picrotoxina y bicuculina (antagonistas del receptor GABA 4). Nuestros resultados muestran
gue la administracion de estos antagonistas elimina la inhibicion producida por la estimulacion
cortical de manera reversible (Figuras 6.3 y 6.4). Las respuestas vuelven a ser inhibidas des-
pués del lavado de los farmacos (Figura 6.4). Las respuestas nociceptivas en la médula espinal
estan sujetas a un tono inhibitorio GABAérgico. Se ha mostrado que la administracion de estos
antagonistas eliminan este tono inhibitorio lo cual produce un incremento de las respuestas,
asociado a condiciones nociceptivas alteradas como la alodinia y la hiperalgesia Daniele y
MacDermott (2009). Es asi que se comparo la amplitud de las respuestas nociceptivas control
antes y después de la aplicacion intratecal de los farmacos (Cuadro 6.1). La presencia de nue-
vos componentes produjo respuestas muy complejas después de la aplicacion de los farmacos
lo cual dificultd la medicion de las respuestas de interés. Aln asi, en nuestras condiciones ex-
perimentales no se observo un cambio significativo en la amplitud de estas respuestas. Esto
sugiere que, aungue la administracion de antagonistas del receptor GABA 4 abole el tono inhi-
bitorio GABAérgico, en nuestros experimentos el efecto de esta administracion participa so6lo

en el bloqueo de la inhibicion producida por la estimulacion cortical.

Nuestros resultados sugieren que la disminucion de las respuestas producida por la estimula-
cion cortical podria estar mediada de manera presinaptica, a través de un mecanismo depen-

diente de receptores GABA 4 (Figura 7.1).

7.3. Aspectos funcionales

La proyeccion de los axones de células en la corteza cerebral a la médula espinal -el tracto
corticoespinal- se ha descrito en todas las especies de mamiferos. A pesar de ello, el origen
cortical de los axones que se proyectan a la médula espinal no es igual en todas las especies
descritas. Ademas, la distribucion de las terminales en la médula espinal también es distinta

para diferentes especies. Estas diferencias sugieren que el tracto corticoespinal no es respon-
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Figura 7.1: Mecanismo de accion de la corteza sensorimotora para modular las respuestas nocicep-
tivas en el asta dorsal de la médula espinal. La estimulacién cortical produce una disminucién de las
respuestas nociceptivas actuando a través de receptores GABA 4 que reducen la entrada de Ca*? a las
fibras aferentes primarias.

sable de una sola funcion sino que conforma un sistema que tiene multiples funciones, con
una propiedad en comdn que es que la corteza regula la actividad de la médula espinal (Le-
mon y Griffiths, 2005). Quizas la funciobn mas conocida de este tracto es la de su participacion
en el control motor y en la ejecucion de movimientos finos en primates y particularmente, en
humanos. En estas especies, la proyeccion corticoespinal termina de manera importante en
el asta intermedia, donde influye sobre interneuronas, y en algunos casos haciendo contactos
directos con motoneuronas del asta ventral, donde participa directamente en la contraccion de
los masculos. Sin embargo, en la mayoria de las especies, los axones corticoespinales ter-
minan de manera densa en el asta dorsal de la médula espinal. De manera particular, en los
roedores las proyecciones corticoespinales son muy abundantes en esta region. Incluso, se
ha mostrado que distintas poblaciones de neuronas piramidales de la corteza sensorimotora
proyectan de manera diferencial al asta dorsal y al asta ventral, donde podrian estar ejerciendo
sus efectos de forma especifica en ambos destinos (Hurtado-Santiago, 2011). En el caso de
la proyeccion al asta dorsal, este tracto participa en la modulacion de la informacion sensorial

aferente. En efecto, una lesion del tracto corticoespinal en estos animales no tiene un impacto
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importante en la funcion motora, pero si en la discriminacion sensorial (Brown, 1971). En este
trabajo nos enfocamos en esta propiedad del tracto corticoespinal de modular la informacion

sensorial aferente.

El asta dorsal de la médula espinal juega un papel muy importante en la regulacion de la in-
formacion sensorial (Kato et al., 2009). De hecho, este sitio recibe entradas de diversas fibras
aferentes primarias que transmiten informacion de estimulos provenientes de la piel, de los
masculos, de las articulaciones y de las visceras. Es asi que el asta dorsal contribuye al proce-
samiento de la informacion sensorial, donde se recibe la informacion, se integra y se transmite
a diversas regiones supraespinales. Es por esto que el flujo de informacion a través de la
primera sinapsis en la médula espinal esta altamente regulada por interacciones inhibitorias
gue permiten incrementar la resolucion espacial y temporal durante el procesamiento inicial de
este tipo de informacion (Rudomin, 2009). La inhibicion presinaptica mediada por DAP contri-
buye al incremento del contraste sensorial que participa en la conformacion de la informacion
sensorial aferente (Russo et al., 2000). Incluso, se ha mostrado que la informacion que se
transmite por una misma fibra aferente no lo hace de forma homogénea, sino que puede haber
DAP en algunas colaterales, y en otras no, lo que indica una regulacion local y selectiva en
fibras aferentes especificas (Eguibar et al., 1997; Lomeli et al., 1998). De particular interés,
tenemos que este control diferencial de inhibicion presinaptica esta mediado por estructuras
supraespinales, como la corteza motora (Eguibar et al., 1997). De esta manera, esta compatr-
tamentalizacion funcional participa en la direccion de la informacion a blancos especificos, lo
cual permite la seleccion de la informacion dependiendo de la tarea que se va a realizar (Lo-
meli et al., 1998). Estas observaciones corresponden con lo que se ha visto en humanos en
donde se han usado métodos no invasivos para medir los cambios en la inhibicion presinapti-
ca de aferentes musculares al inicio de un movimiento voluntario. En este sentido, de manera
anticipada a una contraccion voluntaria, la inhibicion presinaptica se reduce en las aferentes
gue inervan el musculo que se va a contraer, mientras que la inhibicion presinaptica se incre-
menta en las fibras que inervan el misculo que no se contrae (Hultborn et al., 1987). Ademas,
la estimulacion de la corteza motora, asi como la estimulacion de aferentes cutaneas, reduce

la inhibicion presinaptica producida por la entrada de aferentes musculares a una extremidad
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(lles, 1996). Estos resultados sugieren que al inicio de cada movimiento hay comandos des-
cendentes, provenientes de la corteza motora, que son capaces de seleccionar la informacion

sensorial para producir un movimiento adecuado (Eguibar et al., 1997).

Ademas de su participacion en la ejecucion de movimientos voluntarios, este control motor
también se ha relacionado con el dolor. Es asi que en humanos, durante la preparacion de
un movimiento voluntario, las respuestas provocadas por estimulacion nociceptiva se reducen
(Le Pera et al., 2007). De esta manera, la activacion fisiologica del sistema motor modula la
transmision nociceptiva al asta dorsal (Le Pera et al., 2007), reflejandose un efecto analgésico
en humanos (Brown y Barbaro, 2003). Esto sugiere que el sistema corticoespinal represen-
ta un sistema complejo de modulacion que involucra la interaccion entre el sistema motor y
el somatosensorial en la médula espinal. Como se mencion6 anteriormente, en este trabajo
mostramos que la estimulacion de la corteza sensorimotora de la rata es capaz de disminuir
las respuestas nociceptivas producidas por la activacion de fibras C cuando los intervalos entre
la estimulacion cortical y las respuestas de fibras C son cortos: de 15-30 ms. De esta manera,
podriamos considerar que el sistema corticoespinal conforma un sistema de modulacion fasi-
co y de corto plazo, mediado por receptores GABA 4. Estas observaciones estan de acuerdo
con lo sugerido por Seki et al. (2003), donde los receptores GABA 4 producen una inhibicion
presinaptica de corta duracion, como la que se requiere para la ejecucion de tareas moto-
ras especificas, como serian los movimientos de retirada ante un estimulo nociceptivo. Esto
sugiere que la participacion directa del tracto corticoespinal, mas que producir un fenébmeno
de analgesia general, regula el paso de la informacion nocieptiva a través de sus canales
sensoriales. De esta forma, es posible sugerir que durante la preparacion de un movimiento
voluntario se modula de manera selectiva el paso de la informacion sensorial, incluyendo la
nociceptiva, y nuestras observaciones de que la inhibicion producida por la corteza se llevan a

cabo de manera presinaptica contribuyen a esta propuesta.

Sin embargo, la analgesia producida por la estimulacion cortical capaz de aliviar el dolor croni-
co en pacientes humanos no se explica por el efecto inhibitorio cortical de corta duracion que

observamos en este trabajo. En este caso, es adecuado pensar que la corteza participa en la
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activacion de otros sistemas endognos de analgesia como el PAG y el BRV. La participacion
de estas areas en la inhibicion de respuestas nociceptivas producida por estimulacion corti-
cal se ha evaluado en modelos de dolor neuropatico, como la ligadura del NC, que produce
inflamacion y dolor crénico (Pagano et al., 2010). Por el contrario, en el presente trabajo las
respuestas nociceptivas se obtuvieron con las intensidades minimas necesarias para produ-
cir estas respuestas, lo cual implica que estas respuestas puedan no ser interpretadas como
dolor en sujetos no anestesiados. En este sentido, un estimulo nociceptivo breve requiere un
movimiento de retirada para no causar dafio al organismo por una exposicion mayor. En cam-
bio, cuando el estimulo nociceptivo es persistente, como en el caso del dolor neuropatico, se
requiere la activacion del sistema analgésico para modular las respuestas nociceptivas de ma-
nera global y mas a largo plazo, como la analgesia producida por la estimulacion cortical en

pacientes humanos.

En conclusion, podriamos pensar que la corteza sensorimotora conforma un sistema dual para
modular las respuestas nociceptivas. Por un lado, una inhibicion directa y de corta duracion,
mediada por el tracto corticoespinal, para producir los movimientos de retirada ante un estimulo
nocivo. Por otro lado, la activacion de otros sistemas descendentes, que integran los sistemas
endbgenos de analgesia, para producir una inhibicion de las respuestas nociceptivas mas a

largo plazo (Figura 7.2).
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Figura 7.2: Sistema dual de modulacion de la informacion nociceptiva mediada por la corteza sen-
sorimotora. Los sistemas descendentes originados en el hipotalamo, en el area gris periaqueductal y
en los nucleos del rafé inhiben las respuestas nociceptivas en la médula espinal (verde). La corteza
sensorimotora (rojo) ejerce una accion sobre estos sistemas modulatorios, aunque también puede ac-
tuar directamente sobre la médula espinal a través del tracto corticoespinal. La informacion aferente
nociceptiva (negro) se transmite al asta dorsal, en donde estos sistemas tienen sus terminales. CD: Co-
lumnas dorsales; Cx: Corteza sensorimotora; NPV: NUcleo Paraventricular; NR: NUcleos del Rafé; PAG:
Sustancia gris periacueductal; SAL: Sistema antorolateral; WDR: Neuronas de amplio rango dinamico.
Esquema modificado de Melzack y Wall (1965).



8.

Conclusiones

La estimulacion de la corteza sensorimotora disminuye la amplitud de los EFP asociados

a la activacion de fibras C en intervalos muy cortos de tiempo.
La estimulacion cortical reduce el tiempo de la PPT producida por un estimulo de 250 ms.

La estimulacion cortical abole el incremento de respuestas después de un HFS al NC

con un tren de 100 ms.

La administracion de CPP reduce la amplitud y la duracion de la PPT producida por un

tren de 250 ms.

La duracion del incremento de las respuestas nociceptivas no cambia cuando se admi-

nistra CPP con un tren de 100 ms.

En presencia de CPP, la estimulacion cortical no afecta la PPT obtenida con un tren de

250 ms.
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