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1. Resumen.

Antecedentes: la migrafia es una patologia neurovascular cronica caracterizada
por cefaleas unilaterales recurrentes, altamente incapacitante, que se presenta en
un 15% de la poblacién mexicana y un 12% de la poblacion mundial. A pesar de la
vasta investigacion basica y clinica que se ha generado en este campo, la
fisiopatologia y el tratamiento eficaz de la migrafia no se han dilucidado. Una de
las principales causas por las cuales se desconoce la génesis y mantenimiento de
la migrafia es que en la actualidad carecemos de un modelo animal que mimetice
las manifestaciones clinicas de dicha patologia.

Objetivos: desarrollar un modelo animal cronico de nocicepcion meningea que
genere manifestaciones conductuales, farmacologicas y electrofisiologicas
similares a las desplegadas por los pacientes con migrafia.

Material y métodos: los procedimientos fueron aprobados por la comision de ética
de nuestra Institucion. Se utilizaron ratas Wistar macho, las cuales fueron
habituadas tanto al sitio de registro como a la manipulacion. Posteriormente, bajo
anestesia general se realiz6 una craneotomia en la cual se implanta una canula
superficial a la meninge sin lesionarla, a través de la cual, se infunde el vehiculo o
la sustancia inductora del proceso migrafoso [sopa inflamatoria (Sl): histamina,
bradicinina, serotoninaa TmM y PGE2 a 0.1mM].

Se analizaron las siguientes caracteristicas extrapolables a las manifestaciones
inducidas por la migrafa en el humano: actividad motora, conductas anti-
nociceptivas, actividad electroencefalografica, suefio y respuesta farmacoldgica
en los siguientes grupos: Grupo control: infusion de vehiculo; Grupo sham: falso
operado; Grupo experimental: infusion meningea de Sl; Grupos zolmitriptan,
ketorolaco y acetaminofen: con infusion de S| mas el tratamiento farmacolégico
con cada uno de estos activos.

Resultados: se demostro que la induccion repetida del proceso migrafioso (Sl)
despliega una conducta nociceptiva en los animales caracterizada por el aumento
de la conducta de reposo y congelamiento motor, asi como un incremento en las
conductas anti-nociceptivas. Se lograron identificar cambios
electroencefalograficos similares a los que se presentan en los pacientes
migrafiosos como: cambios en el patrén de suefio y la presencia de alteraciones
en la actividad cortical. Aunado a esto todas las manifestaciones fueron
parcialmente revertidas por el tratamiento farmacologico.

Conclusiones: los resultados muestran que el modelo animal presenta
caracteristicas muy similares a la condicion humana, en el sentido en que
mimetiza diversas manifestaciones clinicas como incremento del reposo,
conductas  anti-algésicas,  disminucion del suefio y  alteraciones
electroencefalograficas en la actividad cortical similares a la depresion cortical
difusa. Asi mismo los tratamientos farmacologicos actuales en el humano
muestran una eficacia similar en nuestro modelo animal.



Lo mencionado anteriormente nos permite proponer este modelo animal como una
nueva herramienta para el estudio de la migrafa, la cual podria contribuir al
estudio de la fisiopatologia, asi como al desarrollo de nuevos abordajes
terapéuticos para la migrafa.

Background: Migraine is a chronic neurovascular disease characterized by
recurrent unilateral headaches, highly disabling and occurs in 15% of the Mexican
population and in 12% of the world population. Despite extensive clinical and basic
research that has been conducted in this field, the pathophysiology and effective
treatment for migraine have not been elucidated. One of the main reasons why the
genesis and maintenance of migraine is actually unknown is that there are no
proper models for the study of this disease.

Objectives: To develop an animal model of chronic meningeal nociception which
could produce measurable changes on behavior, on the pharmacological
response and on the electrophysiological activity similar to those displayed by
patients with migraine.

Material and Methods: The procedures were approved by the ethics committee of
the National Institute of Psychiatry. Male Wistar rats were used for all the
procedures. The rats were habituated to the experimental area for further
recordings. Subsequently, a craniotomy was performed under general anesthesia
and a cannula was implanted on the surface of the skull, without damaging the
meninges. A vehicle solution or an inflammatory soup containing histamine,
bradykinin , and 1 mM serotonin 0.1mM PGE2 was infused after 15 minutes of
basal recording.

We analyzed the following characteristics extrapolated to the manifestations
induced by migraine in humans: motor activity, anti-nociceptive behaviors,
electroencephalographic activity, sleep and pharmacological response to different
drugs in the following groups: Control group: infusion of vehicle; Sham group: false
operated; Experimental group: IS meningeal infusion. The pharmacoligical groups
were Zolmitriptan group, Ketorolac group and Acetaminophen group, all of them
were treated with each drug before the infusion of IS.

Results: We found that the induction of repeated meningeal nociception (through
the IS infusion) leads to a nociceptive behavior in animals characterized by the
increase in freezing behavior and rest behavior, and increased anti-nociceptive
behaviors. We were able to identify EEG changes similar to those shown by
migraine patients, and also changes in sleep patterns as well as the presence of
alterations in cortical activity. In addition to this all behavioral manifestations of
nociception were partially reversed by drug treatment.



Conclusions: The results show that the animal model we developed, share
similarities with the human condition, in the sense that it mimics various clinical
manifestations such as increased rest, anti-algesic behavior, loss of sleep and
EEG changes in cortical activity similar to the cortical spreading depression.
Likewise current pharmacological treatments in humans show similar efficacy in
our animal model.

The above results allow us to propose this animal model as a new tool for the
study of migraine, which could contribute to the study of the pathophysiology, and
the development of new therapeutic approaches for migraine.



2. Abreviaturas.

AC
AINES
AOL
BOLD
RMf
GC
CGRP
DCP
EEG
IASP

ICHD

LC
MAO

OoMS

PGE2

Sp5C

SP
GEP

NSS

Altern Current (corriente alterna)
Anti-inflamatorios No Esteroideos
Actividad de Ondas Lentas

Blood Oxygen Level Dependant
Resonancia Magnética Funcional
Ganglio Cervical

Calcitonin Gene Related Peptide
Depresion Cortical Propagante
Electroencefalograma

International Association for the Study of Pain
International Classification of Headache
Disorders

Locus Coeruleus

Mono Amino Oxidasa

Organizacion Mundial de la Salud
Sustancia Gris Periacueductal
Prostaglandina E2

Nucleo Caudado del complejo sensitivo
trigeminal

Sustancia P

Ganglio Esfenopalatino

Nucleo Superior Salivatorio



GT Ganglio Trigeminal

CTC Complejo Trigémino-Cervical



3. Introduccion.

La cefalea de tipo migrafiosa es una de las mas comunes y es considerada un
problema de salud publica debido a su alto impacto socioeconédmico en la
poblacion, asi como por su efecto negativo en la vida diaria de los pacientes (1).

La migrafia es una patologia comun, crénica e incapacitante de origen
neurovascular caracterizada por ataques de cefalea, disfuncion del sistema
nervioso autonomo y en algunos pacientes sintomas neurolégicos que preceden el
ataque conocido como aura (1).

Debido a la complejidad de la patologia, desarrollar un modelo adecuado para su
estudio es algo dificil de lograr. Cabe mencionar que la mayoria de los estudios
realizados hasta ahora para conocer la fisiopatologia de la migrafia se han
realizado en modelos de nocicepcién aguda, siendo que la enfermedad es por
definicion cronica. En este trabajo se decididé desarrollar un modelo animal donde
fuera posible analizar las diferentes caracteristicas de la enfermedad incluyendo
su cronicidad.

3.1 Aspectos histéricos de la migrana.

Los primeros informes acerca del dolor de cabeza datan desde el antiguo Egipto y
la mitologia griega. Mas tarde, en el 450 antes de Cristo, el padre de la medicina,
Hipocrates, parece haber descrito la migrafia oftalmica o cefalea oftalmica, nombre
con el que se le conoce actualmente. Sin embargo, la primera descripcion de la
migrafia como una entidad distinta en el amplio campo de las cefaleas es obra de
Areteo de Capadocia (30 - 90 DC) quien hizo hincapié en el caracter unilateral y la
presencia de nauseas y vomitos. Cien afos mas tarde, Galeno tomdé esta
descripcion al hablar de "hemicranea", un término que con el tiempo se convertira
en la migrana. Durante el Renacimiento, Ambroise Paré (1509-1590) fue el
principal defensor de la teoria vascular al escribir: "la causa de la migrafia puede
provenir de las venas o arterias, tanto internos como externos o meninges o
sustancia cerebral". El francés André Simon Tissot (1727-1797) senalo la
importancia de los factores emocionales al distinguirse de otros dolores de cabeza

(2).

Uno de los primeros intentos terapéuticos fue la administracion de derivados del
cornezuelo de centeno en 1868, pero debido a su toxicidad dejaron de ser
utilizados rapidamente. A finales del siglo XIX, Jean Martin Charcot hizo la primera
diferenciacion sistematica de la migrafia sobre las demas cefaleas, pero no estaba
reconocida como una enfermedad por si misma por la mayoria de los practicantes



de la época. Segun Sigmund Freud, la migrafa seria la expresion dramatica de un
conflicto psicologico inconsciente. (2)

Después de este periodo, comenzo el estudio sistematico de la migrana. El trabajo
pionero llevado a cabo en seres humanos por Ray y Wolff (1940) y Penfield y
McNaughton (1940) mostré que el dolor de cabeza era provocado por la activacion
de los aferentes primarios que inervan la duramadre. El trabajo confirmé mas tarde
que el dolor se generaba principalmente en los vasos sanguineos de menor
calibre y las meninges, que son dos areas con una rica inervacion.

Durante el siglo pasado, el neuropsicologo Karl Lashley analiz6 de manera
sistematica la progresién de su propia aura visual. Lashley describioé el aura como
una zona ciega compuesta por un escotoma rodeado de bordes brillantes que se
movian en todo su campo visual (3). En aquel momento sugiri6 que estos cambios
podrian ser resultado de una depresion neuronal localizada en la corteza visual y
que los bordes brillantes eran resultado de la excitacion neuronal intensa
alrededor del escotoma.

Unos afos mas tarde, el brasilefio Aristides Le&o describe por primera vez el
fendbmeno en la corteza visual de conejos, y lo llama depresion cortical
propagante. El calcula que es una onda que se extiende lentamente a través de la
corteza visual a una velocidad de 3 mm/minuto. (Depresién cortical propagante,
DCP; 4). Le&do sugiere posteriormente que el aura visual es la manifestacion
clinica de la depresién cortical propagante y que ésta podria ser la principal causa
de la migrana (5).

Estudios realizados por Strassman en 1986 al igual que Davis y Dostrovsky en
1986 y 1988, pudieron comprobar que las aferencias meningeas vasculares
podian activar a neuronas de segundo orden situadas en el nucleo caudal del
trigémino, complejo Sp5C, y los segmentos cervicales de C1y C3 (6, 7, 8). Y que
estos impulsos eran llevados por las neuronas del Sp5C a estructuras cerebrales
implicadas en la percepcidon del dolor localizado en el tronco cerebral, el tadlamo y
corteza. Fue hasta el 2004 en los trabajos de Strassman et al, que se describio por
primera vez que estas aferentes pertenecian a la rama oftalmica del nervio
trigeminal.

Por otro lado en 1993, Moskowitz mostré que la activacion del sistema trigémino-
vascular también provoca la liberacién de neuropéptidos vasoactivos contenidos
en las terminaciones nerviosas periféricas. Basado en estudios animales pudo
mostrar que posterior a la estimulacién del ganglio trigeminal, existe una liberacion
del péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP) y sustancia P (SP);
estos dos neuropéptidos son fuertes vasodilatadores. La vasodilatacion de los



vasos sanguineos meningeos genera extravasacion plasmatica, degranulacion de
mastocitos y secrecidn de otras sustancias pro-inflamatorias en la duramadre,
causando inflamacién neurogénica. (9). La activacidon del nervio trigeminal también
conduce a la vasodilatacidon de los vasos sanguineos meningeos por la activacion
de las neuronas ganglionares parasimpaticas localizadas en el nucleo superior
salivatorio (10, 11).

Estudios realizados por Goadsby en 1990 y Sarchielli y colaboradores en el 2000
probaron en seres humanos que durante los ataques de migrafia los pacientes
presentan un incremento en el nivel plasmatico de CGRP (Calcitonine Gene
Related Peptide) (12, 13). EI mismo Goadsby en 1993, demostré que este
incremento disminuye posterior al tratamiento con sumatriptan y esta en relacién
con el nivel de dolor que los pacientes refieren. (14). Sin embargo, actualmente el
papel de CGRP durante los ataques de migrafia es muy controversial, Tvedskov y
colaboradores reportaron en el 2005 que no existe ningun incremento del CGRP
durante los ataques de migrafia (15). Ademas de que la existencia de la
inflamacion neurogénica asociada con la migrafia no ha sido demostrada de
manera directa en los seres humanos (16).

Todos estos avances nos llevan a la formulacidn de teorias mas aceptadas
acualmente que seran tratadas en la seccion 2.7 de esta tesis.

3.2 Epidemiologia.

La migrafa ha sido clasificada como un trastorno de origen neurovascular cuya
prevalencia general en los paises occidentales es de 6 a 8% de los hombres y de
15 a 25% en las mujeres (17, 18). Hay una clara tendencia con respecto al género,
existe una prevalencia de tres mujeres por cada hombre. La edad de presentacion
en los hombres es entre los 10 y los 12 afios y en las mujeres es entre los 14 y los
16 anos (19).

Alrededor del 5% de la poblacion mundial sufre por lo menos 18 dias de dolor de
cabeza por afio, segun la OMS ocupa el lugar 19 a nivel mundial dentro de las
enfermedades que se consideran incapacitantes. En México, se calculan pérdidas
anuales de 770 millones de pesos (Reporte anual de la Secretaria de Salud,
Gobierno de la Republica Mexicana, 2009) debido a la disminucién en la
productividad de los pacientes que sufren ataques de migraia.



3.3 Componentes genéticos y ambientales.

La migrafa tiene un componente genético de alrededor del 50%, pero este
porcentaje puede ser mayor en pacientes con migrafia con aura. Este componente
genético es poligénico y multifactorial, por lo tanto es probable que sea un factor
que dependa tanto de factores exdgenos como enddgenos para generar migrana
(156).

A pesar de la identificacién de varios loci en los cromosomas 1q, 4924, 19p13 y
Xq24-28 (20), los genes que causan la migrafia no han sido identificados todavia.
Sin embargo, se destacdé la migrafna hemipléjica familiar, cuyo modo de
transmision es de tipo mendeliano, de herencia autosémica dominante en la
mayoria de las familias afectadas. La migrafia hemipléjica familiar ha sido ligada al
cromosoma 19p13, que presenta una mutacion genética relacionada al canal de
calcio Cav2.1 de tipo P / Q (21).

Hay una variedad de factores exdgenos y enddégenos que los pacientes con
migrafia presentan, favoreciendo la aparicion o la frecuencia de los ataques
migrafiosos. Dentro de estos factores se encuentra: el estrés, la ansiedad, la
menstruacion, la fatiga, la falta o exceso de suefio, el alcohol, el chocolate, la luz 'y
el calor (22, 23). Sin embargo, hasta ahora no existen estudios concluyentes que
muestren el nivel de implicacién de los factores ambientales en la génesis de la
migrafia. Ademas, la migraia ha sido asociada con muchas enfermedades tales
como la epilepsia, el derrame cerebral y ciertos trastornos psiquiatricos tales como
la depresion y la ansiedad (24).

3.4 Manifestaciones clinicas.

La publicacion de los criterios de diagndstico para las cefaleas establecidos por la
International Headache Society (1988) y su actualizacion en 2004 (International
Classification of Headache Desorders, ICHD), ayuddé a establecer criterios
uniformes de clasificacibn reconocidos por toda la comunidad cientifica
internacional. La migrafia para su estudio y tratamiento se divide en dos tipos de
migrafia: con aura y sin aura.

3.4.1 Migraina sin aura.

Se define como una cefalea recurrente que se manifiesta en ataques que pueden
durar entre 4 a 72 horas. Las caracteristicas de esta cefalea son: dolor unilateral,
pulsatil, de intensidad moderada a severa, ademas que se puede agravar con la



actividad fisica de rutina. Esta cefalea puede estar asociada a nausea, vomito y
fotofobia o fonofobia (25). Los criterios diagndsticos se ilustran en el cuadro 1.

Cuadro 1.- Criterios diagnosticos de la migrafia sin aura:

Por lo menos 5 ataques que cumplan con los criterios de By D.
Ataques de cefalea de 4 a 72 horas (intratables o tratados sin
éxito).

C. Cefaleas con por lo menos dos de las siguientes caracteristicas.

a. Localizacion unilateral

b. Pulsatil

c. De intensidad moderada a severa.

d. Se agrava con la actividad fisica de rutina o limita la
actividad fisica de rutina (caminar, subir o bajar escaleras,
atarse los zapatos).

D. Durante la cefalea debe tener presente por lo menos uno de los
siguientes:

a. Nausea y/o vomito

b. Fotofobia y fonofobia.

E. La cefalea no se debe atribuir a ninguna otra patologia (25).

w >

3.4.2 Migraina con aura.

El aura se caracteriza por alteraciones neurologicas focales reversibles que
comunmente se presentan de manera gradual de 5 a 20 minutos y dura menos de
60 minutos. La cefalea es igual a la que se presenta en la migrana sin aura (11,
25, 26, 27).

Los sintomas prodromicos que ocurren en el aura suceden horas o dias previos al
ataque migrafoso, y los mas frecuentes son: fotofobia, fonobia, nausea,
alteraciones visuales, fatiga, dificultad para concentrarse, rigidez de nuca y
palidez. Se ha demostrado una relacion directa entre la disminucion del flujo
cerebral y la presentacion de estos sintomas. Sin embargo es importante
mencionar que no todos los sintomas prodromicos desembocan en migraia (11,
25, 26, 27). Los criterios diagnosticos se ilustran en el cuadro 2.

10



LA T e S ILU I T Mg I LTS U A T A A U A A

A. Por lo menos dos ataques que cumplan con el Bo D

B. Aura caracterizada por lo menos con una de las siguientes, sin
debilidad motora.

a. Sintomas visuales completamente reversibles que incluyen
aracteristicas positivas (fosfenos, luces, puntos o lineas) y
egativas (perdida de la vision).

b. Sintomas sensoriales completamente reversibles incluyendo
aracteristicas positivas (temblor, sensacion de piquetes) o
egativas (debilidad).

c. Alteraciones difasicas del habla completamente reversibles.

C. Por lo menos dos de las siguientes:

a. Sintomas visuales homonimos y/o sintomas sensoriales
nilaterales.

b. Ror lo menos un sintoma de aura que se presente gradualmente
or mas de 5 minutos y/o diferentes sintomas de aura que
curren en sucesion por mas de 5 minutos.

c. (ada sintoma debe durar mas de 5 minutos y menos de 60

inutos.

D. La cefalea cumple los criterios de cefalea migrafiosa sin aura mas las
caractefisticas del aura en los 60 minutos previos.

ribuye a ninguna otra enfermedad (25).

3.5 Vias de nocicepcion meningea.

Las aferentes sensoriales de la cabeza y el cuello viajan por el ganglio trigeminal
(GT) o por el nervio occipital a través del ganglio cervical (GC), haciendo sinapsis
con neuronas de segundo orden en el complejo trigeminocervical (CTC). Las
neuronas del CTC proyectan a través del tracto quintotalamico, decusando en el
tallo cerebral y haciendo sinapsis en el talamo (28, 29).

Existen también conexiones del CTC con neuronas del nucleo superior salivatorio
(NSS) a nivel del puente, y de éste, hacia la vasculatura craneal a través del
ganglio esfenopalatino (GEP), lo que provee al sistema de una carga
parasimpatica especifica. Esta via especifica activa el reflejo trigeminal
autondmico, lo que contribuye a la aparicion de los sintomas autonomicos
presentes en la mayoria de las cefaleas primarias (28).

11



Las neuronas de segundo orden en el CTC también envian proyecciones directas
hacia varias estructuras del tallo cerebral incluido el locus coeruleus (LC) y la
sustancia gris periacueductal (SGp), y hacia estructuras superiores como el
hipotalamo y el talamo, que envian sefales ascendentes hacia la corteza (29).

Finalmente, también existen proyecciones descendentes desde la corteza hacia el
talamo, estructuras hipotalamicas y al LC. La modulacion descendente de las
neuronas del CTC se genera a partir de nucleos hipotalamicos incluyendo al
nucleo dopaminérgico A11, asi como vias descendentes directas del CTC hacia el
SGp que pasan por la médula rostral ventromedial (30) (Figura 1).
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Figura 1.- Vias de nocicepcion meningea. Se muestran las conexiones sensoriales de la periferia y
del CTC (Complejo Trigémino-Cervical, lineas en morado), las conexiones parasimpaticas hacia la
cabeza y la vasculatura oro-facial (lineas en rosa) y la proyeccion del nervio occipital hacia la cara
y el cuello y hacia proyecciones del CTC (lineas en azul). Las vias ascendentes del tracto
quintotaldmico y el SuS (Nucleo Superior Salivatorio, lineas en azul oscuro) y las proyecciones
ascendentes del LC (Locus Coeruleus), SGp (Sustancia Gris Periacueductal) y nucleo hipotalamico
(mostrado en lineas punteadas). También se muestran en rojo las proyecciones descendentes del
CTC que controla su actividad (Modificado de: Akerman S, Hollan PR, Goadsby PJ, Diencephalic
and brainstem mechanisms in migraine. Nature Reviews Neuroscience. October 2011. Volume 12:
570-584).

3.6 Fisiopatologia.

Preguntas importantes siguen sin respuesta con respecto a la fisiopatologia,
incluyendo la naturaleza de los mecanismos enddgenos que conducen a la
activacion del sistema trigémino-vascular y los responsables del mantenimiento y
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la progresion del dolor de la cefalea migrafiosa. A continuacion se trataran las
teorias mas aceptadas en la actualidad.

3.7 Teorias de nocicepcion meningea.

Actualmente numerosos estudios se han dedicado al analisis de los mecanismos
cerebrovasculares involucrados en la nocicepcion meningea, dando como
resultado diferentes teorias que se trataran a continuacion.

3.7.1 Depresion cortical propagante.

En los animales, la DCP puede ser desencadenada por estimulos intensos locales
sobre la corteza cerebral: una sefial eléctrica, mecanica o por la aplicacion local de
altas concentraciones de potasio. Se caracteriza por una onda de despolarizacion
neuronal que se propaga lentamente (2-6 mm por minuto) sobre la superficie
cortical. Se caracteriza por una despolarizacion intensa y breve seguida por una
fase de depresion de la actividad neuronal que puede durar algunos minutos (31).
Esta fase de despolarizacion esta asociada con un aumento en el flujo sanguineo
cerebral o hiperemia, mientras que la fase de depresién se asocia a un flujo
reducido u oligohemia (10).

Las correlaciones entre la migrafia con aura y depresion cortical propagante han
llevado a proponer la hipotesis de que esta pudiera ser el origen del aura (5, 27,
32, 33). Sin embargo, los registros electroencefalograficos en pacientes durante
neurocirugia (34) y la aplicacion de los estimulos que causan la depresion cortical
propagante de manera experimental (35) no lograron demostrar los mismos
fendbmenos en los seres humanos. A pesar de ello, otros estudios han demostrado
cambios corticales similares a la depresion cortical propagante en pacientes con
traumatismo craneoencefalico (36), o lesiones corticales (37, 38). Estos resultados
contradictorios pueden explicarse por el posible bloqueo de la actividad cortical
como resultado de algunos anestésicos inhalados usados en cirugia (39), o debido
a que la depresidon cortical propagante es mas dificil de inducir en los seres
humanos debido al desarrollo cortical a diferencia de algunas especies menos
evolucionadas.

El uso de la resonancia magnética funcional (BOLD RMf) ha mostrado cambios en
la corteza occipital de pacientes con migrafia similares a la depresion cortical
propagante, estos cambios son mas evidentes en pacientes con auras
principalmente visuales (40). De hecho existe una correlacion temporal entre el
inicio de la percepcion del aura y el aumento inicial de la sefial BOLD asociado
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con hiperemia cortical. Los cambios en la sefial BOLD primero se desarrollaron en
la corteza visual contralateral para llegar a regiones mas rostrales de la corteza
visual a una velocidad de 3.5 mm/minuto. Estas regiones representan el campo
visual periférico, que corresponde a los movimientos progresivos de centelleos y la
presencia de escotomas del campo visual.

Se ha podido analizar que la depresidn cortical propagante puede causar hipoxia
neuronal reversible en los animales (41). Por otro lado, la concentracion de
muchas sustancias, incluidos los iones de potasio, protones, 6xido nitrico, acido
araquidénico y el aumento de prostaglandinas durante la depresion cortical
propagante (42), sugiere que este fendmeno podria activar o sensibilizar aferentes
meningeas trigemino-vasculares (43, 44).

Esta activacion del sistema trigémino-vascular y la inflamacion resultante, dan
como resultado la activacion del sistema parasimpatico que incrementa la
vasodilatacién, provocando la extravasacion de proteinas plasmaticas en los
vasos de la duramadre (10).

Se debe recordar que la mayoria de los pacientes con migrafia no presentan aura,
lo que debilita considerablemente la hipotesis de que la depresion cortical
propagante pueda ser un mecanismo de activacion de la migrafia. Sin embargo,
aunque esto todavia no se ha demostrado, es posible que los pacientes que
padecen migrafa sin aura si presenten depresion cortical propagante, solo que
este fendmeno no genera ningun sintoma evidente en los pacientes (45, 46, 47,
48).

3.7.2 Hiperexcitabilidad cortical.

Se ha descrito tanto en pacientes con migrafia con aura como pacientes con
migrafia sin aura, que existe una disfuncion de la corteza visual relacionada con
hiperexcitabilidad, y que ésta puede inducir migrafia. Esto se pudo comprobar a
partir de algunas pruebas clinicas en las que los pacientes eran expuestos a
estimulos visuales intensos, que podia en muchos de los casos culminar en un
ataque migrafoso (49).

Pacientes que se estimulaban con un tambor optocinético presentaban, nauseas y
dolor de cabeza, este efecto era perpetuado por mayor tiempo en pacientes con
migrafia que en los sujetos control sanos. Ademas posterior a la estimulacién los
pacientes presentaban fotofobia y sensibilidad del cuero cabelludo (50).
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Por otro lado la estimulacidon magnética transcraneal en la corteza visual, mostro
que los pacientes migranosos tienen un umbral menor para la induccion de
fosfenos al compararse con sujetos sanos controles (51, 52, 53, 54).

Asi mismo, se conoce que la neocorteza funciona con diversos sistemas de
neurotransmision, como noradrenérgico, acetilcolinérgico, dopaminérgico vy
serotoninérgico (55, 56). Se sabe actualmente que los impulsos noradrenérgicos y
colinérgicos del locus coeruleus y de los ganglios basales estan relacionados con
estados de alerta y de aumento de atencién, asi como que la influencia
dopaminérgica en la corteza cerebral parece no jugar un papel muy importante en
la excitabilidad cortical porque proyecta principalmente a regiones rostrales de la
corteza (56). Sin embargo, se ha sugerido mas recientemente que la dopamina
puede estar implicada en la fase de los sintomas premonitorios de la migraia (57,
58).

Por otro lado, las proyecciones serotoninérgicas del nucleo dorsal del rafe tienen
una gran influencia sobre la inhibicion de la excitabilidad cortical (59). En efecto, el
agotamiento de la serotonina facilita la induccion de la depresion cortical
propagante en ratas, lo que sugiere que puede existir una relacion entre el tono
cortical y los niveles de serotonina en el sistema (60). Un aumento en los niveles
de serotonina, norepinefrina, epinefrina y dopamina en el plasma o en el liquido
cefalorraquideo se han observado en pacientes con migrafia (61), pero su papel
fisiopatoldgico aun no estan bien establecido.

Los mecanismos que conducen al estado de hiperexcitabilidad cortical siguen
siendo en gran parte desconocidos y probablemente son multiples. Las
dificultades metodologicas, variabilidad inherente de los parametros en la migraia,
tales como la edad, duracion de la enfermedad, frecuencia de los ataques y la
periodicidad de los mismos, hace muy dificil este tipo de estudio. La posibilidad de
una excitacion excesiva debido a la liberacibn anormal de neurotransmisores
excitatorios se ha reforzado mediante la demostracion de una concentracidon
plasmatica de glutamato superior en la migrafa (62, 63) y alterando el
funcionamiento de los canales de calcio generados por mutaciones genéticas en la
migrafia hemipléjica familiar . En cualquier caso, todos los datos presentados
anteriormente demuestran que el aumento en la actividad de la corteza cerebral
en los pacientes con migrana es una posibilidad que debe ser tomada en cuenta.
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3.7.3 Generadores endégenos en el tronco encefalico.

Una hipotesis alternativa propone que el aura de la migrafia y el dolor no son
procesos secuenciales sino eventos interrelacionados que ocurren en paralelo.
Ademas que la migraia es provocada por un mal funcionamiento episodico de los
nucleos del tronco cerebral implicados en el control descendente del dolor (64,
65). Esta suposicion se basa en observaciones de pacientes sanos que pueden
experimentar dolores de cabeza de tipo migrafioso durante la estimulacion
eléctrica de la materia gris peri-ventricular con electrodos implantados (66). Por
otro lado, actualmente se ha demostrado un aumento en el flujo sanguineo
cerebral confinado a varias regiones del tronco cerebral durante los ataques de
migrafia (45, 67, 68, 69, 70).

Aunque la resolucion espacial de las técnicas de imagen cerebral es limitada y no
permite la diferenciacion precisa de nucleos del tronco cerebral, se ha propuesto
que las regiones de maximo aumento en el flujo sanguineo incluyen al nucleo
dorsal del rafe y al locus coeruleus (70). En un estudio donde se provocaron los
ataques de migrafa en los pacientes por infusion de trinitrato de glicerol, se ha
demostrado un aumento en el flujo de sangre en el tronco cerebral rostral dorsal
ipsilateral en el momento en el que el dolor se encuentra lateralizado y bilateral
cuando el dolor se vuelve holocraneano (71). Ademas, este aumento persiste mas
alla de 30 minutos después del alivio del dolor en pacientes tratados con
sumatriptan (68, 69, 70).

Otros estudios de imagenes realizados en seres humanos sugieren una activacion
diferencial de las estructuras del cerebro basado en el origen del dolor cefalico
(28, 67, 68, 72, 73, 74). El aumento del flujo sanguineo en el tronco cerebral bien
podria reflejar una alteracion de los controles descendentes inhibitorios, lo que
reduciria el umbral de excitabilidad de las neuronas Sp5C (65, 74, 75, 76).

3.7.4 Inflamacion neurogénica meningea.

El término inflamacidn neurogénica se refiere a una cascada de reacciones
inflamatorias provocadas por la activacion de las aferentes primarios( en este caso
las ramas meningeas trigeminales) y la liberacidn de neuropéptidos que la
preceden, incluyendo el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP),
la sustancia P (neurocinina que se acopla al receptor NK1) y otras neurocininas (9,
77). Esta activacion neurogénica induce vasodilatacion y extravasacion de
proteinas plasmaticas en las vénulas post-capilares debido a la activacion de los
receptores a neurocinina NK1 localizados en las células endoteliales. La apertura
de uniones comunicantes permite el paso de macromoléculas en el espacio
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intersticial, lo cual genera un edema inflamatorio, la degranulacion de mastocitos y
la produccion de mediadores inflamatorios (78, 79). Este fenomeno se ha
reproducido en los tejidos meningeos de la rata (80, 81) y se ha sugerido que este
método seria un buen modelo para estudiar los mecanismos detras del dolor de
tipo migrafioso en los seres humanos.

Esta hipdtesis comenzé a tomar forma después de los estudios farmacologicos en
ratas, que muestran que los derivados del cornezuelo de centeno (92) y los
triptanos (83) fueron capaces de inhibir la extravasacion plasmatica de origen
neurogénico, evitando episodios de migrafia a quien los consumia. Estas
observaciones condujeron al desarrollo de antagonistas de los receptores NK1
(84). Pero, lamentablemente, no presenté los resultados esperados como un
farmaco anti-migrafioso (85, 86). Estos estudios han cuestionado el papel del
receptor de NK1 en la generacion de la inflamacion neurogénica (87, 88).

Estudios en animales han demostrado que el uso de triptanos, inhiben la liberacion
de neuropéptidos vasoactivos y por ende la extravasacion de proteinas
plasmaticas, debido a la interaccion que tienen sobre los receptores de serotonina
S5HT1B/D/F (83, 89, 90). Los triptanos son también capaces de inhibir de manera
parcial la transmisién nociceptiva de las aferentes meningeos que inervan las
neuronas trigémino-vasculares y los primeros segmentos cervicales (11, 91).

A pesar de numerosos estudios preclinicos y la experiencia clinica con respecto a
la inflamacion neurogénica y la extravasacion de plasma, la participacion directa
de estos fendmenos durante los ataques de migrafna en los seres humanos no se
ha demostrado (92, 93).

3.7.5 La sensibilizacién periférica y central.

El dolor de cabeza pulsatil tipico durante la migrafia y la exacerbacion de los
sintomas con la actividad fisica de rutina (94), pueden ser el resultado de la
sensibilizacion periférica de las aferencias vasculares trigeminales. (43). La
sensibilizacion periférica se genera debido a una disminucién en los umbrales de
activacion de las neuronas trigémino-vasculares periféricas, esta es la razon por la
que se pudiera presentar alodinea en algunos pacientes. La aplicacion de
productos quimicos en la duramadre, tales como potasio, protones o agentes
inflamatorios (sopa inflamatoria), activan y sensibilizan a los aferentes
trigeminovasculares periféricos (43).

Posterior a la sensibilizacion de las neuronas trigémino vasculares periféricas, si
se mantiene esta activacion neuronal, se presentara un aumento concomitante en
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el tamafo de los campos receptivos meningeos y cutaneos de estas neuronas,
provocando la activacion y sensibilizacion de neuronas del nucleo trigeminal
caudado Sp5C, causando una disminucion en sus umbrales de activacion (95).

Esta sensibilizacion central de las neuronas del Sp5C se caracteriza por un
aumento en la actividad espontanea que pueden persistir durante mas de 10 horas
(95). Por lo tanto, parece claro que la induccidn de la sensibilizacion central,
depende de la activacion de las aferencias nociceptivas. Sin embargo, una vez
establecido, la sensibilizacion central parece ser independiente de la actividad de
los nociceptores sensibilizados, como se indica por la ausencia de cambios en la
alodinea cutanea tras el bloqueo anestésico del aferente primario meningeo en
ratas (95).

Se ha sugerido que en los seres humanos se puede observar sensibilizacion de
las neuronas de segundo orden del trigémino durante el ataque de migraia.
Estudios de imagenes cerebrales han demostrado una activacion progresiva de
las redes centrales nociceptivas tras el desarrollo de alodinea cutanea (96).
Ademas, otros estudios han demostrado la presencia de alodinea cutanea en
pacientes con migraina, esta sintomatologia se presenta en la regidn periocular
ipsilateral al dolor de cabeza. Cuando la migrafa continua, la alodinea puede
alcanzar regiones extra-trigeminales, incluyendo el cuello y las extremidades
superiores (97). La alodinea periocular se ha interpretado como un signo de
sensibilizacion central de las neuronas trigeminales Sp5C, mientras que la
alodinea extra-trigeminal se ha descrito como resultado de la sensibilizacion de
regiones talamo-corticales (98).

Los cambios en la actividad de las neuronas en el asta dorsal (166) y la
interrupcion de las vias enddégenas de modulacion del dolor, tales como la materia
gris periacueductal y el sistema rafe-espinal (99) podria explicar el mantenimiento
de la sensibilizacién central. En los ultimos afos, el papel de los sistemas
corticofugas en la modulacion del dolor se volvio a introducir, y podrian explicar en
gran parte los efectos observados durante la sensibilizacion central (100, 101).

Las teorias actuales, concluyen que el dolor en la migrafia se desencadena por
aferentes meningeas situadas alrededor de algunos vasos sanguineos,
principalmente cerca de las ramas vasculares arteriales de la arteria cerebral
media (piamadre) y de la arteria meningea media (duramadre). El cuerpo celular
de las aferentes meningeas esta localizado en el ganglio del trigémino o ganglio
de Gasser y activan subsecuentemente al grupo neuronal localizado en el nucleo
trigeminal. Estos impulsos se transmiten a las estructuras cerebrales implicadas
en la percepcion del dolor, incluyendo la region ventro-postero-medial del talamo
(VPM) y algunas areas corticales recientemente descritas como la corteza
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somatosensorial, la corteza insular entre otras. La activacion del sistema
trigémino-vascular también estimula el nucleo salival superior, que es el origen del
flujo parasimpatico de los vasos intracraneales a través del ganglio esfenopalatino.
(19, 102, 103, 104).

La migrafa debe entenderse como un desorden primario del cerebro (1, 105).
Diversos estudios han demostrado que la dilatacion de los vasos meningeos son
consecuencia de la activacion de diversos circuitos neuronales. (106, 107, 108).

De acuerdo con la teoria vascular de la migrafia, estudios preliminares han
sugerido que los sintomas durante el aura son causados por isquemia focal
transitoria inducia por la vasoconstriccion. Esta teoria menciona que el dolor es
causado por la vasodilatacion refleja y la posterior activacion mecanica de las
fibras sensoriales perivasculares (33,109), lo cual actualmente es controversial.

Estudios mas recientes de neuroimagen mostraron que durante un ataque de
migrafia con aura, hay primero una hiperemia cortical difusa, seguida de una fase
oligohémica. Esta ultima fase persiste durante el mismo periodo de tiempo que el
aura, y puede extenderse a la fase dolorosa (110, 111). Sin embargo, no hay
evidencia de cambios hemodinamicos sistémicos durante los ataques de migraina
(112). En este sentido, se ha demostrado que la migrafia puede producirse sin
dilatacion de las arterias meningeas (113). Estos datos indican que la teoria
vascular no es suficiente para explicar la génesis de la migrafia en la mayoria de
los pacientes (11).

3.8 Tratamiento.

El tratamiento para la migrafa se puede dividir en farmacolégico y no
farmacoldgico.

3.8.1 Tratamiento no farmacolégico.

Dado que los pacientes migrafiosos tienen el sistema trigeminal sensibilizado, son
susceptibles a desencadenar un evento migrafioso con un estimulo nociceptivo de
cualquier origen, como cefalea tensional, dolor bucal, dolor facial, etc, e incluso
con estimulos no nociceptivos como problemas de acomodacion focal,
principalmente el astigmatismo (2, 114, 115).

El tratamiento no farmacoldgico incluye educar al paciente acerca de su
padecimiento, los mecanismos que lo generan, los posibles tratamientos vy
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cambios en el estilo de vida que disminuyen la frecuencia y/o intensidad de los
eventos migrafiosos. En este contexto uno de los principales tratamientos no
farmacolégicos es la prevencion, que consiste en identificar los factores
desencadenantes de la migrafia (alimentos, estrés, privacion de suefio y otros) y
evitarlos al maximo (116).

3.8.2 Tratamiento farmacolégico.

Tratar un padecimiento cuya fisiopatologia no ha sido dilucidada con precision es
altamente complicado, circunstancia que sucede con la migrafia, por este motivo
se han desarrollado diversos tratamientos, los cuales han sido parcialmente
eficaces. El tratamiento actualmente descrito para la migrafna es efectivo en
menos del 40% de los pacientes migrafiosos. Asi mismo se sabe que no hay un
tratamiento eficaz después de que se instaura el evento migrafoso, al paciente
unicamente le resta reposar hasta que el evento termine (117).

3.8.2.1 Tratamiento para ataques en agudo.

Durante la ultima década, el advenimiento de agonistas serotoninérgicos 5-HT1g/1p
altamente efectivos, han sido un parteaguas en el tratamiento de la migrafa. Los
triptanos funcionan como vasoconstrictores a través de los receptores vasculares
5-HT1g e inhibiendo la liberacion de neurotransmisores de vias nociceptivas
trigeminales tanto centrales como periféricas actuando sobre receptores 5-HT1g/1p
(118). Los receptores 5-HT;{ son una subfamilia de los receptores 5-HT,
normalmente se encuentran acoplados a proteinas G inhibidoras como la Gi o Go,
lo cual genera que los receptores al activarse, pueden modular la transmision
neural.

El sitio de accion relevante para la eficacia de los triptanos sigue siendo motivo de
controversia, posiblemente la eficacia de los triptanos esté dada por la capacidad
de accién que tienen sobre estos tres sitios (119). Sumatriptan, fue el primer
triptano, pero muchos otros, como Zolmitriptan, Naratriptan, Rizatriptan, Eletriptan,
Almotriptan y Frovatriptan se han desarrollado (tabla 1). Por estudios de meta-
analisis se ha determinado qué triptano tiene mayor eficacia, y se ha visto que el
Zolmitriptan y Sumatriptan en dosis terapéuticas, inyectados de manera
subcutanea han demostrado ser la mejor opcion. Existe diferencia entre las
diversas vias de administracion siendo la via oral la menos eficaz y la via
subcutanea la mejor (103, 108, 120, 121, 122, 123) (Tabla 1).
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Farmaco Sumatriptan | Almotriptan | Eletriptan | Frovatriptan | Naratriptan | Rizatriptan | Zolmitriptan
Vida media (hr) 2.0 3.5 5.0 25.0 50-6.3 2.0 3.0
Tiempo de | 2.5 2.0-3.0 2.8 3.0 -— 1.0 4.0
maxima
concentracion
(hr) Durante
ataques
Tiempo de | 2.0 14-3.8 14-18 | 3.0 2.0-3.0 1.0 4.0
maxima
concentracion
(hr) Fuera de los
ataques
Biodisponibilidad | 14 69 50 24 - 30 63-74 40 40
oral (%)
Metabolismo MAO CYP450 y | CYP3A4 | Renal, 50% | Renal 70% | MAO CYP450
primario MAO
Metabolismo - - - - CYP450 - MAO
secundario
*MAO: Mono amino oxidasa, CYP: citicromo P
Tabla 1.- Farmacocinética de los triptanos.
Existen nuevas lineas de investigacion con respecto a los receptores

serotoninérgicos y el péptido relacionado con calcitonina (CGRP) que muestran
resultados prometedores. El tratamiento debe ser basado en un analisis
exhaustivo de cada uno de los pacientes, desgraciadamente no se ha descrito
ninguna terapia que mejore de manera significativa el dolor o que lo desaparezca
por completo (132, 124).

3.8.2.2 Tratamiento profilactico.

El tratamiento profilactico antimigrafioso debe ser manejado de manera individual,
tomando en cuenta el subtipo de migrafia, la discapacidad que genera, la historia
clinica del paciente, asi como enfermedades concomitantes. El tratamiento
profilactico es util para reducir la frecuencia de los episodios de migrafa (125).
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El mayor inconveniente que tienen los medicamentos usados de manera
profilactica es la frecuencia de aparicion de sintomas secundarios. Recientemente
se han estudiado nuevos profilacticos con un menor numero de eventos
secundarios, los cuales son bien tolerados, pero poco efectivos en comparacion
con los clasicos profilacticos (beta bloqueadores, acido valproico, antagonistas de

Calcio,

antiseretoninérgios y ftriciclicos).

Actualmente se estan probando

medicamentos como la riboflavina, la coenzima Q10, inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina e inhibidores de la angiotensina Il, de los cuales no
hay aun informacion acerca de su eficacia y efectos secundarios a largo plazo (75,

125) (Tabla 2).

Droga y Dosis

Efectos secundarios

Acido valproico, 500 - 1000 mg por la

Toxicidad hepatica, sedacion, nausea,

noche. (liberacion sostenida) aumento de peso, temblor,
teratogenicidad, posible toxicidad,
perdida de cabello, mareo

Beta bloqueadores: Reduce la energia, cansancio,

Propranolol, 40 — 240 mg
Bisoprolol, 2.5 — 10 mg

Metoprolol, 50 a 200 mg

sintomas posturales, contraindicados
en asma.

Flunarizina 5 — 10 mg dos veces al
dia

Mareo, aumento de peso, depresion,
parkinsonismo.

Topiramato, 25 — 100 mg dos veces al
dia

Parestesia, fatiga, nausea, disfuncion
cognitiva.

Amitriptilina, 25 — 75 mg, por la noche

Aumento de boca

sedacion, mareo

peso, Seca,

Methisergide, 1 — 4 mg diario

Mareo, calambres, perdida de cabello,
fibrosis retroperitoneal

Gabapentina, 900 — 3600 mg diario

Mareo, sedacion

Lisinopril 10 — 20 mg diario

Tos

Tabla 2.- Efectos secundarios de los tratamientos profilacticos.
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3.9 Modelos animales para el estudio del dolor craneo-facial.

La investigacion experimental del dolor, mediante la utilizacion de animales
integros, se ha topado con diversos problemas metodolégicos que involucran la
esfera ética (126, 127) y el analisis e interpretacion de resultados a través del
tiempo. Es importante tener en cuenta las guias para la experimentacion del dolor
en animales, las cuales se cumplieron en esta tesis y mencionamos a
continuacion: (IASP, 1983).

1.

Es esencial que los experimentos destinados al estudio del dolor en
animales conscientes sean revisados previamente tanto por cientificos
como por personas que no trabajen dentro del campo. Se debe demostrar
fehacientemente el beneficio potencial de tales experimentos a nuestra
comprension de los mecanismos del dolor y terapia del dolor si es el caso.
El investigador debe ser consciente de la necesidad ética de continuar.

Si es posible, el investigador debe tratar el estimulo doloroso en si mismo,
este principio se aplica para la mayoria de los estimulos no invasivos que
causan dolor agudo.

Para hacer posible la evaluacién de los niveles de dolor, el investigador
debe evaluar cuidadosamente cambios en la conducta normal del animal.
Para este fin, se deben medir parametros fisiologicos y de comportamiento.
En los estudios de dolor agudo o crénico debe existir una seguridad
razonable de que el animal esta expuesto al dolor minimo necesario para
los fines del experimento.

Un animal que presumiblemente esté experimentando dolor crénico debe
ser tratado para el alivio del dolor, o se debe permitir la auto-administracién
de agentes o procedimientos analgésico, siempre y cuando esto no
interfiera con el objetivo de la investigacion.

Los estudios de dolor en animales paralizados con un agente de bloqueo
neuromuscular no deben ser realizados sin anestesia general o sin un
procedimiento quirdrgico adecuado que elimine la conciencia sensorial.

La duracion del experimento debe ser tan corta como sea posible y el
numero de animales implicados reducirse al minimo.

Actualmente existen diferentes modelos animales para el estudio de la migrafia,
basados en diferentes métodos de nocicepcion meningea o trigeminal, a
continuacion se describiran los mas importantes.
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3.9.1 Modelos basados en anastomosis arteriovenosas y vasos
sanguineos aislados.

Algunos investigadores han hipotetizado que los ataques de migrafia estan
asociados a una dilatacién de las anastomosis arteriovenosas. Aunado a esto, la
velocidad del flujo sanguineo se encuentra reducida en un gran numero de vasos
cerebrales, posiblemente debido a esta dilatacion (128, 129, 130). De acuerdo con
esta hipotesis, la vasodilatacidon regional estimula receptores de elongamiento en
la pared del vaso sanguineo durante el ataque, activando las terminales
perivasculares del nervio trigeminal llevando a una sensibilizacion a nivel central
tanto del nucleo trigeminal como la activacion de estructuras neuronales
superiores como el talamo, la corteza prefrontal e incluso la corteza anterior del
cingulo. (131, 132). Se han desarrollado principalmente dos modelos para evaluar
esta posibilidad, el primero en animales in vivo, es un modelo que produce de
manera farmacolégica la vasodilatacion carotidea. (131, 133). Por ejemplo en
cerdos despiertos, el numero de cortocircuitos arteriovenosos carotideos es de
menos del 3% en la circulacion venosa yugular, sin embargo esta fraccidn se
eleva hasta mas del 80% durante la administracién de pentobarbital detectado por
microesferas radioactivas. (134). Este modelo ha sido aplicado para poder evaluar
el efecto de los medicamentos antimigrafiosos sobre el flujo cerebral (131).
Gracias a este modelo se pudo determinar que los receptores 5-HT 1B y 1D
causaban vasoconstriccion en un numero relevante de la poblacion de vasos
cerebrales, principalmente en los vasos de la dura y de la pia madre (135).

El segundo modelo se desarroll6 con vasos sanguineos aislados y se ha
podido utilizar para determinar la eficacia de algunos medicamentos
antimigrafiosos que tienen actividad sobre la vasoconstriccion de arterias
cerebrales (136). Este modelo es util gracias a que los receptores 5-HT de los
vasos sanguineos cerebrales se expresan en el musculo liso del vaso sanguineo,
por lo que ha servido para poder medir de manera objetiva la eficacia de los
triptanos (sumatriptan, zolmitriptan, naratriptan, etc) sobre la vasodilatacion, que
son agonistas de estos receptores. (137). Sin embargo sigue sin quedar claro si el
efecto mas relevante que se produce por la activacion del receptor esta en la
pared vascular o en sitios alternativos a este. (138).

3.9.2 Modelos basados en la depresion cortical propagante.

En modelos animales la depresion cortical propagante estimula de manera
ipsilateral los axones trigeminales que rodean los vasos sanguineos corticales
(10). La depresion cortical propagante provoca una ruptura de la barrera hemato-

25



encefalica por mecanismos dependientes de una matriz de metaloproteinasa-9
(139).

3.9.3 Modelos animales basados en circuitos neurovasculares.

Los modelos neurovasculares se basan en la relacion que guardan los cambios
neurovasculares observados en los cuadros de ataques migrafosos y la
consecuente activacion trigeminal. Una de las teorias alrededor de esto es que la
migrafia es causada por una activacion trigeminal axonal cercana a los vasos que
rodean el tejido meningeo. (81, 140, 141, 142).

La estimulacion eléctrica de la dura madre causa cefalea en humanos, en este
sentido se han creado modelos animales en ratas, gatos y primates no humanos.
(143, 144). La estimulacion quimica de las meninges por inyecciones de
sustancias nociceptivas se ha reportado en roedores principalmente. Los
estimulos nociceptivas utilizados son: sangre autéloga (145), capsaicina (146) y la
sopa inflamatoria (que es un compuesto formado por Bradicinina, PGE2,
Histamina y Serotonina) (147), este ultimo con mejores resultados que los
anteriores y actualmente el mas aceptado. Tanto la estimulacion quimica como la
eléctrica ha demostrado activar tanto el nucleo trigeminal como la rama meningea
y las ramas periféricas del nervio trigeminal, esto comprobado por electrofisiologia.
(147, 148) Ademas de que ambos modelos han demostrado una disminucién de la
mencionada actividad nerviosa con la administracion de triptanos (148).

La sopa inflamatoria se ha utilizado de manera satisfactoria para el estudio de los
mecanismos de la nocicepcion meningea. Actualmente el uso de electrofisiologia
(148), analisis conductual (149, 150), y biologia molecular (151) han probado ser
técnicas utiles para el estudio de los cambios en el procesamiento del sistema
trigémino-vascular. En este respecto, se han analizado los efectos que se pueden
producir por la sopa inflamatoria en la conducta alimentaria (151), la alodinea
facial (152), la alodinea cefalica y extracefalica (153), la respuesta farmacologica a
ciertas drogas (150) y las diferencias que existen en género con relacion a la
liberacion y los efectos en el CGRP (150).

No obstante, ninguno de estos estudios describe si la sopa inflamatoria,
administrada de manera aguda o cronica, puede generar conductas nociceptivas
espontaneas y si estos cambios se pueden prevenir con el uso de terapias anti-
migrafiosas.

Resulta evidente que es con el estudio multidisciplinario, donde los modelos
animales de experimentacion han jugado un papel determinante en la
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comprension de fendmenos complejos como la migrafa, y que gracias al
advenimiento de estos modelos es que podremos dar respuesta a interrogantes
sin responder con relacion a la fisiopatologia de la migrana.
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4. Justificacion.

No obstante de que se ha descrito la via de nocicepcidn meningea, aun no se
conoce qué regidon de la corteza procesa y modula de manera corticofuga dicho
estimulo. Aunado a esto y a pesar de que se sabe que la migrafia es un proceso
nociceptivo crénico, unicamente se ha estudiado en modelos animales de
nocicepcion aguda. En este trabajo se decididé desarrollar un modelo animal de
nocicepcion meningea cronica, donde fuera posible estudiar los cambios
electroencefalograficos durante la nocicepcion y su posible modificacion por el uso
de la terapéutica mas aceptada actualmente.
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5. Objetivos.

El objetivo principal del proyecto es:

1.

Generar un modelo animal de nocicepcidon meningea cronica, en donde se
puedan cuantificar conductas especificas, actividad electroencefalografica y
respuesta farmacologica similar a las que se presentan en un paciente con
migrana.

Objetivos secundarios:

1.

Generar un modelo animal de nocicepcion meningea cronica, en donde se
puedan identificar y cuantificar conductas relacionadas directamente con
dicha nocicepcion.

Describir los cambios electroencefalograficos de las cortezas occipital,
parietal y frontal producidos por la nocicepcion meningea crénica.

Evaluar la eficacia de la administracion de los triptanos y AINES (Anti-

inflamatorios no esteroideos) en la disminucibn de las conductas
nociceptivas generadas por la nocicepcion meningea cronica.
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6. Material y métodos.
6.1 Consideraciones éticas.

Los experimentos se realizaron en ratas Wistar macho (250-300 gr); todos los
animales fueron utilizados de acuerdo a los estandares éticos descritos por el
Comité de Investigacion de la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor
(IASP, 1983), y bajo la aprobacién del Comité de Etica del Instituto Nacional de
Psiquiatria Ramén de la Fuente Muiiz.

Debido a que en nuestro experimento, los animales se les induciria un estado
doloroso, el numero de ratas utilizadas para el estudio se restringié al minimo
necesario para poder tener diferencias estadisticamente significativas (n=6 para el
tamano del grupo = 1.5 DE; a = 0.05; poder = 0.80).

6.2 Periodo de Habituacion.

Todos los animales fueron mantenidos en un ambiente controlado, a una
temperatura de 23 (+/-) 2 °C y una humedad de 50 (+/-) 10% dentro de las
instalaciones del Instituto. Todas las ratas se mantuvieron en cajas de acrilico
transparente individuales con ciclos invertidos de luz-oscuridad 12 x 12h, y con
alimentacion e hidratacién ad libitum.

La habituacion consistio en un periodo de siete dias previo a la cirugia, y se
realizaba de la siguiente manera: cada rata se colocaba en una caja de
observacion (Figura 2) por un periodo de 15 minutos, posteriormente el animal era
manipulado por el investigador y colocado nuevamente dentro de la caja de
observacién por un periodo de 45 minutos, cuando este tiempo terminaba, el
animal era regresado a su caja individual. La manipulacion consistio en sostener al
animal por un periodo de un minuto tocando en repetidas ocasiones la parte
superior del craneo.
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Figura 2.- Caja de observacion.

6.3 Procedimientos quirurgicos.
6.3.1 Craneotomia y posicionamiento de canula.

Posterior al periodo de habituaciéon y bajo anestesia general (pentobarbital
40mg/kg), la rata se colocaba en un marco estereotaxico (KOPF instruments,
Tujunga, California). Se utilizé una solucioén al 10% de clorexidina como un agente
antiséptico antes de iniciar el procedimiento. Con la finalidad de prevenir el dolor
como resultado de la incision quirurgica, se realizé una inyeccion subcutanea de 1
ml de bupivacaina (5mg/1ml) a manera de anestesia local preventiva. Se realiz6
una incision hasta exponer el craneo por completo, después utilizando un taladro
con una fresa se realiz6é una craneotomia en el hueso frontal derecho (+1.5 mm de
Bregma y +1.5 mm lateral), cuidando siempre de no lesionar la meninge. Se
coloco al terminar petrolato estéril sobre la dura para prevenir la fijacion de esta a
la calvaria.
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Utilizando las coordenadas anteriormente mencionadas se colocé una canula
(18GA guide and cannula dummy, Plastics One, Roanoke, VA) por encima de la
craneotomia, sin tocar el tejido meningeo. Se aplicé cera de hueso quirurgica
alrededor de la canula para evitar que cualquier sustancia pudiera entrar alrededor
de la canula hacia la craneotomia. Posterior a la aplicacion de la cera de hueso se
aplicé iondmero de vidrio hasta cubrir la canula por completo, y para finalizar se
fijd completamente todo este arreglo con acrilico (Metil-metacrilato Nic-Tone).
Toda la cirugia se realizé utilizando un microscopio quirurgico (WPI, Sarasota, FL).
(Figura 3y 4)

El mandril de la canula era .5 mm mas largo que la canula misma. Asi, el mandril
se coloco y la piel era suturada con Nylon 4-0. Se aplicé al final de la cirugia
neomicina topica (0.350g/100g) para prevenir cualquier infecciéon del area
quirurgica. La respiracion y los movimientos de la rata eran observados hasta que
la misma se despertaba por completo y recuperaba sus movimientos normales. En
este punto el animal era colocado en una caja individual limpia y tenia dos dias de
recuperacion postquirurgica antes de iniciar el periodo de experimentacion.
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Figura 3.- Se muestra a la rata montada en el marco esterotaxico, asi como la colocacidn vy fijacion
de la canula para la infusién meningea.

Figura 4.- Se muestra a la rata posterior a la colocacién de la canula y su recuperacion quirargica
dentro de la caja de observacion.
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6.3.2 Colocacion de los electrodos para el registro del EEG.

Estudios electroencefalograficos fueron realizados en ratas en libre movimiento
con la finalidad de obtener registros control de la corteza frontal, parietal y occipital.
Los electrodos fueron fabricados a mano debido a la necesidad de caracteristicas
especiales de los mismos para no lesionar el tejido meningeo. Siete electrodos
fueron colocados como sigue: dos electrodos para el registro de la corteza frontal
(+3.0mm de Bregma y 2.0 mm lateral de la linea media en ambos lados), dos
electrodos para el registro de la corteza parietal (-1.0mm de Bregma y 2.5 mm
lateral de la linea media en ambos lados), dos electrodos para el registro de la
corteza occipital (+1.0mm de Lambda y 3.5 mm lateral de la linea media en ambos
lados), y un electrodo como tierra fisica en el hueso frontal izquierdo (Figura 5).

Todos los electrodos fueron fabricados y colocados de tal manera que la meninge
no fuera lesionada en el procedimiento de colocacion. El montaje de todos los
electrodos fue aislado vy fijado al craneo con acrilico. El resto del procedimiento
quirurgico es igual al descrito anteriormente para la colocacién de la canula.

34



P

Figura 5.- Se muestra a la rata posterior a la cirugia de colocacion de electrodos y canula para el
registro del EEG.

6.4 Registro conductual.

Todos los experimentos se llevaron a cabo entre las 7:00 y las 14:00 horas. Cada
rata fue transportada de manera individual en su propia caja hasta el area de
observacién que se encontraba en el mismo cuarto. La luz del cuarto estaba
provista por dos focos rojos incandescentes de 60W suspendidos 1 metro por
arriba del area de observaciéon. Una camara de alta definicidon era colocada 60 cm
enfrente de la caja de observacion y era colocada de tal manera que cubriera
todos los angulos de la caja para evitar puntos ciegos durante la grabacion y
obtener una imagen completa de la rata el libre movimiento.

Después de preparar el area de observacion, la rata era colocada dentro de la caja
de observacion y videograbada por 15 minutos; al terminar este periodo de tiempo,
los animales recibian una infusién de 2ul de sopa inflamatoria (Sl) (histamina,
serotonina, bradicinina 1mM y PGE2 0.1mM) o salina, y eran videograbadas por
otros 45 minutos posterior a la infusién. Todos los videos fueron grabados en
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modo de vision nocturna con la finalidad de observar a los animales en la
oscuridad (Handycam Sony, HDR-CX12, Japdn). Después de esta manipulacion la
rata era regresada a su propia caja.

El mismo procedimiento era repetido por siete dias y todos los registros de video
fueron analizados como se describe en el analisis conductual. Al finalizar los
registros conductuales los animales eran sacrificados con una sobredosis de
pentobarbital y se realizaba un control histolégico meningeo (vide infra) para
observar si el tejido presentaba algun dafo.

6.5 Analisis conductual.

Anteriormente se han descrito conductas relacionadas con la nocicepcion
trigeminal, las cuales fueron analizadas (154). Las conductas son las siguientes:

* Conducta de exploracién.- caminar, correr, escalar, movimientos de la
cabeza y olfatear (Figura 6 A).

* Conducta de “freezing” o congelamiento motor.- postura inmdovil, con las
cuatro patas en contacto con la superficie y sin movimiento de las vibrisas
(Figura 6 B).

* Conducta de reposo.- la cabeza descansando sobre las dos patas
anteriores flexionadas con los ojos abiertos o cerrados (Figura 6 C).

* Conducta de aseo facial.- patrones de movimiento en el cual las patas
anteriores hacen contacto con areas faciales (Figura 6 D).

* Conducta de aseo corporal.- patas, lengua o incisivos entran en contacto
con areas del cuerpo excepto la cara (Figura 6 E).

* Observacion de conductas adicionales.- Debido al hecho de que no era
posible predecir cobmo se iban a modificar las conductas, tomamos en
cuenta la posible aparicién de otras conductas ademas de las descritas
anteriormente. Para poder realizar esto, todos los analizadores fueron
instruidos para describir si algun otro comportamiento aparecia o se
modificaba en los animales.

El tiempo total que los animales permanecian realizando cada conducta fue
medido de manera manual con un crondmetro en periodos de tiempo de tres
minutos, y fue registrado en segundos. Todos los videos fueron analizados por los
investigadores de manera ciega.
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Analisis conductual
A. Conducta de exploracién

D. Conducta

Figura 6.- Imagenes tomadas de los videos en modo nightshot, donde se ejemplifican cada una de
las conductas evaluadas.

37



6.5.1 Analisis de la conducta nociceptiva.

Al final del analisis conductual, la conducta nociceptiva inducida por la sopa
inflamatoria y el efecto de la terapia farmacoldgica fue analizada de la misma
manera.

6.6 Analisis y adquisicion del EEG.

Las sefales biolégicas (EEG) fueron amplificadas vy filtradas (0.3 — 50 Hz) por un
preamplificador AC (Grass Technologies, USA) y digitalizadas por el sistema de
registro Cerebus (Cyberkinetics, Neurotechnology Systems Inc. USA) (sampling
rate 500/s). Todos los registros fueron almacenados en una computadora usando
software para la recopilacién de datos del sistema Cerebus para su analisis offline-
Los registros que presentaban artefactos fueron excluidos de analisis posteriores.

Los analisis espectrales del EEG fueron realizados usando la transformada rapida
de Fourier. El poder integrado del EEG fue analizado en bins de 2 segundos en los
siguientes rangos de frecuencia: delta: 0-4 Hz, theta: 4.5-8 Hz, alfa: 8.5-13 Hz,
beta: 13.5-30 Hz, y gamma: 30.5-50 Hz) (160) usando el software Neuroexplorer
v4.053 (Nextechnologies, USA).

Para caracterizar los patrones de suefio en los animales durante la nocicepcion
meningea se realizaron analisis espectrales de la actividad de ondas lentas (AOL:
0.5-4 Hz), que se conoce como uno de los marcadores para los estados de suefio-
vigilia (165).

6.7 Grupos experimentales.

Todos los animales fueron divididos en grupos de igual tamafio (6 ratas por grupo).

6.7.1 Grupos conductuales.

Grupo control conductual (Con-C) (n=6).- los animales eran colocados en la caja
de observacion y videograbados por un periodo de 15 minutos. A continuacion, los
animales recibian una infusién de 2 yl de solucion salina a través de la canula y
eran videograbados por otros 45 minutos.

Grupo sopa inflamatoria (SI) conductual (SI-C) (n=6).- mismo procedimiento que
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los animales del grupo Con-C, solo que se les realizaba una infusion de 2 ul de S
(histamina, serotonina, bradicinina 1mM y PGE2 0.1 mM) a través de la canula.

Grupo Sham conductual (Shm-C) (n=6).- Los animales eran falsos operados. La
canula se fijaba al craneo con ionémero de vidrio y acrilico, sin que hubiera una
craneotomia. Los animales eran colocados en la caja de observacion vy
videograbados por 15 minutos, posteriormente el animal era manipulado,
simulando la infusion a través de la canula y videograbado por otros 45 minutos.

6.7.2 Grupos conductuales con intervencion farmacolégica.

En grupos separados de animales, la infusion de la Sl fue precedida por una
inyeccion subcutanea de uno de los siguientes farmacos: zolmitriptan (grupo Zol-
C: 100 pg/kg), acetaminofen (grupo Act-C: 250 mg/kg) y ketorolaco (grupo Ket-C:
5 mg/kg) (n=6 para cada uno de los grupos). La inyeccién se realizaba una hora
antes de la infusion de la Sl para los grupos de zolmitriptan y ketorolaco, y 45
minutos antes para el grupo de acetaminofen.

6.7.3 Grupos de EEG.

En grupos separados de animales, se colocaron los electrodos sobre el craneo
para el registro del EEG de la corteza frontal, parietal y occipital en ratas en libre
movimiento. El procedimiento fue el mismo descrito para los grupos conductuales,
solo que los animales tenian colocado el montaje necesario para el registro del
EEG. Los animales fueron divididos en tres grupos: 1) grupo EEG control (Con-E,
n=6); 2) grupo EEG SI (SI-E, n=6) y 3) grupo EEG zolmitriptan (Zol-E, n=6).

6.8 Analisis estadistico.
6.8.1 Analisis estadistico conductual.

Para poder establecer si existian diferencias entre los grupos, se realizdé una
ANOVA de medidas repetidas a los datos arrojados antes y después de la infusion
meningea. Se utilizo la prueba de Tukey como Post-Hoc de comparacion multiple
entre grupos, considerando P< 0.05 como el valor estadistico significativo. Todo el
analisis fue realizado utilizando el software SPSS (statistical package for the social
sciences, LEAD technologies v12.0).
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6.8.2 Analisis estadistico del EEG.

Se realizé una ANOVA de una via para cada una de las bandas. Se utilizé la
prueba de Tukey como Post-Hoc para comparar de manera especifica los datos
arrojados por la ANOVA. Valores de P< 0.05 fueron considerados como
estadisticamente significativos. Todo el analisis se realiz6 utilizando el software
SPSS.

6.9 Analisis Histologico.

Al final del periodo de experimentacion, las ratas fueron sacrificadas con una
sobredosis de pentobarbital y perfundidas con formol al 10%. El tejido meningeo
se obtuvo sin dafarlo (realizando una calota del craneo de la rata para extraer la
meninge) y se sumergio posteriormente en etanol al 10% para secarlo. El tejido se
observo posteriormente bajo un microscopio de luz para analizar la continuidad del
tejido, con la finalidad de determinar si el proceso quirurgico habia dafado el tejido
meningeo (para observar la cronologia del experimento ver: Diagrama 1).

Procedimiento quirurgico.

Habituacion Registro de video / EEG.
L
a a a a a a Vn a oh oh oh oh oh oh oh
A
4
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Dias Eutanasia y

analisis histologico

=] =]
Presopa. < : Postsopa.
15 minutos 45 minutos.

A
o

Sopa inflamatoria.
Solucion salina.

Diagrama 1.- Se muestra la cronologia del experimento completo.
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7. Resultados

7.1 Resultados conductuales.
Los resultados se mostraran de dos maneras:

a) Promedio de la conducta durante 7 dias: el promedio + DE del tiempo que
cada grupo de animales mostré una conducta en especifico durante los 7
dias de experimentacion. Los registros fueron divididos en periodos de tres
minutos por lo que el periodo de pre-infusion muestra 5 bloques y el periodo
de post-infusion muestra 15 bloques.

b) Analisis dia a dia: el promedio + DE del tiempo que cada grupo mostré una
conducta especifica a lo largo de los dias.

Durante el periodo de pre-infusion no hubo diferencias significativas en ninguna de
las conductas analizadas entre los grupos (ANOVA de medidas repetidas p>0.05;
Figura 8). Es importante mencionar que el grupo Shm-C no presento diferencias
significativas al ser comparado contra el grupo Con-C en ninguna de las conductas
analizadas (ANOVA de medidas repetidas p=8.75).

7.2 Conducta de Reposo.
7.2.1 Promedio de la conducta durante 7 dias.

El promedio de la conducta de reposo durante los siete dias de experimentacion
fue significativamente mayor (72.23 + 2.81 segundos) en el grupo SI-C (91.68 +
2.50 segundos) durante el periodo de post-infusion al compararse con el grupo
Con-C (19.44 + 2.35 segundos) (ANOVA de medidas repetidas p<0.05; post Hoc
Tukey p<0.05) (Figura 7A).

7.2.2 Analisis dia a dia.

Después de analizar la conducta dia a dia en el periodo de post-infusion, resultd
evidente, como se muestra en la figura 9A, que el grupo SI-C (641.81 + 3.02
segundos) incrementé de manera significativa (505.67 = 3.10 segundos) la
conducta de reposo a lo largo de los 7 dias al ser comparada con el grupo Con-C
(136.13 + 2.10 segundos) (ANOVA de medidas repetidas p<0.05; post Hoc Tukey
p<0.05).
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7.3 Conducta de Freezing.
7.3.1 Promedio de la conducta durante 7 dias.

El promedio de la conducta de freezing durante los siete dias de experimentacion
fue significativamente mayor (1.11 £ 0.03 segundos) en el grupo SI-C (1.24 + 0.02
segundos) al compararse con el grupo Con-C (0.13 + 0.01 segundos) en el
periodo post-infusion (ANOVA de medidas repetidas p<0.05; post Hoc Tukey
p<0.05) (Figura 7B).

7.3.2 Analisis dia a dia.

Posterior a la infusion meningea, el grupo SI-C (8.70 £ 0.02 segundos) mostré un
aumento significativo (7.77 £ 0.03 segundos) de la conducta de freezing a lo largo
de los 7 dias al ser comparado con el grupo Con-C (0.92 + 0.03 segundos)
(ANOVA de medidas repetidas p<0.05; post Hoc Tukey p<0.05). (Figura 9B).

7.4 Conducta de Exploracion.
7.4.1 Promedio de la conducta durante 7 dias.

Con respecto al promedio en la conducta de exploracién en el periodo de post-
infusion, el grupo SI-C (50.81 £ 2.18 segundos) mostré un decremento significativo
(72.56 = 2.79 segundos) al compararse con el grupo Con-C (123.37 = 2.20
segundos) (ANOVA de medidas repetidas p<0.05; post Hoc Tukey p<0.05)(Figura
7C).

7.4.2 Analisis dia a dia.

El analisis dia a dia durante el periodo post-infusion, como se observa en la figura
9C, mostré un decremento significativo (507.96 + 3.81 segundos) con respecto a
la conducta de exploracion en el grupo SI-C (355.67 £3. 21 segundos) al
compararse con el grupo Con-C (863.63 + 3.52 segundos) (ANOVA de medidas
repetidas p<0.05; post Hoc Tukey p<0.05).
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7.5 Conductas de aseo corporal y facial.

No existieron diferencias significativas en el tiempo promedio de cada conducta a
lo largo de los 7 dias de experimentacion ni en el analisis dia a dia. (ANOVA de
medidas repetidas p>0.05) (Figuras 7D, 7E, 9D, 9E).
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Promedio de la conducta durante 7 dias.
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Figura 7.- La figura muestra el promedio de las conductas analizadas durante los siete dias de experimentacién divididos en dos
periodos: pre-infusién (15 min) y post-infusion (45 min). Cada periodo fue analizado en bloques de tres minutos y analizado en
segundos. Como resultado de la inflamacién de la sopa inflamatoria (grupo SI-C), se observa un incremento de la conducta de
reposo (A) y la conducta de freezing (B), asi como una disminucién significativa de la conducta de exploracion (C) al compararse
contra el grupo Con-C (*). La administracion de zolmitriptan reduce la respuesta evocada por la sopa inflamatoria (*) sin alcanzar
los valores del grupo control (+).
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Analisis de la conducta dia a dia previo a la
infusion meningea.
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Figura 8.- La figura muestra el promedio en segundos de cada una de la conductas analizadas dia a dia previo a la infusion
meningea. Solo la conducta de aseo facial fue modificada previo a la infusidn meningea (D), en donde se observa que el grupo
Con-C exhibe una disminucidn significativa de la conducta al compararse contra el grupo SI-C (*) y el Zol-C (+).
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Analisis de la conducta dia a dia posterior a la
infusion meningea.
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Figura 9.- La figura muestra el promedio en segundos de las conductas analizadas dia a dia durante los 45 minutos posterior a la
infusién meningea. La sopa inflamatoria (grupo SI-C) produce un incremento significativo de la conducta de reposo (A) y de
freezing (B) asi como una reduccion significativa de la conducta de exploracién (C) al compararse contra el grupo Con-C (*). El
tratamiento basado en zolmitriptan reduce de manera significativa las conductas evocadas por la sopa inflamatoria (*) pero nunca
alcanza los valores del control (+).
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7.6 Observaciones de conducta adicionales: aseo facial ipsilateral.

Ademas de las conductas previamente descritas en los métodos, también pudimos
observar otro tipo de comportamiento en los animales que recibieron la infusion de
sopa inflamatoria. Los animales presentaron un patron inusual de aseo facial, el
cual llamamos: aseo facial ipsilateral.

De acuerdo a las caracteristicas de la conducta de aseo facial, el animal debe
tener un aseo facial con ambas patas delanteras al mismo tiempo como lo
describe Voss (151). Sin embargo los animales presentaron un aseo facial mas
intenso, que solo era realizado con una pata trasera y siempre ipsilateral al sitio de
implantacion de la canula (Figura 10). El tiempo que los animales presentaron esta
conducta fue medido y se compardé entre grupos.

El grupo SI-C mostré un incremento significativo del tiempo dedicado a esta
conducta (58.77 + 5.68 segundos) en comparacion en el grupo Con-C (16.03 +
2.06 segundos) (ANOVA de medidas repetidas p<0.05; post Hoc Tukey p<0.05)
(Figura 11).

7.7 Analisis de la conducta nociceptiva.

Tomando en cuenta el analisis de la conducta previamente descrita, logramos
identificar tres conductas principalmente modificadas por la infusion de la Sl:
freezing, reposo y el aseo facial ipsilateral. Debido a que la conducta de aseo
facial ipsilateral es una conducta no descrita anteriormente, se analizara por
separado.

Nosotros definimos a la conducta nociceptiva como la suma de dos conductas en
particular: la conducta de freezing y la conducta de reposo. Consideramos la suma
del tiempo que los animales realizaron cada conducta por arriba del control y de
este modo los podemos representar en porcentaje. Los datos muestran el
porcentaje de inhibicion de la respuesta nociceptiva inducida por la Sl.
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7.8 Resultados de la intervencion farmacolégica.
7.8.1 Zolmitriptan — resultados conductuales.
7.8.1.1 Conducta de reposo.
7.8.1.1.1 Promedio de la conducta durante 7 dias.

Al analizar la conducta de reposo durante los 7 dias de experimentacién, el grupo
Zol-C mostré una reduccion significativa del tiempo dedicado a esta conducta
(39.18 £ 4.68 segundos) al ser comparado contra el grupo SI-C (91.68 £ 2.50
segundos) (ANOVA de medidas repetidas p<0.05; post Hoc Tukey p<0.05). Sin
embargo también se observa un incremento significativo al compararse contra el
grupo Con-C (19.44 £ 2.35 segundos) (ANOVA de medidas repetidas p<0.05; post
Hoc Tukey p<0.05) (Figura 7A).

7.8.1.1.2 Analisis dia a dia.

El analisis dia a dia mostro lo siguiente: el grupo Zol-C mostré una disminucion
significativa (274.29 + 2.92 segundos) en la conducta de reposo al compararse
contra el grupo SI-C (641.81 £ 3.02 segundos), pero también mostré un
incremento significativo al compararse contra el grupo Con-C (136.13 £ 2.10
segundos) (ANOVA de medidas repetidas p<0.05; post Hoc Tukey p<0.05). El
grupo Zol-C mostroé también una tendencia a disminuir la conducta de reposo a lo
largo de los dias (Figura 9A).

7.8.1.2 Conducta de Freezing.
7.8.1.2.1 Promedio de la conducta durante 7 dias.

El grupo Zol-C mostré un incremento significativo (0.32 + 0.01 segundos) al
compararse con el grupo Con-C (0.13 £ 0.01 segundos) (ANOVA de medidas
repetidas p<0.05; post Hoc Tukey p<0.05). Aunado a esto el grupo Zol-C mostré
una reduccion significativa (0.78 + 0.02 segundos) al comparase con el grupo SI-C
(1.24 £ 0.02 segundos (ANOVA de medidas repetidas p<0.05; post Hoc Tukey
p<0.05), al analizar la conducta durante los siete dias de experimentacion (Figura
7B).
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7.8.1.2.2 Analisis dia a dia.

Al realizar el analisis dia a dia, el grupo Zol-C mostré6 un aumento significativo en
el tiempo que los animales presentaron la conducta de freezing (2.24 + 0.03
segundos) cuando fue comparado contra el grupo Con-C (0.92 £+ 0.03 segundos),
sin embargo este incremento solo se presentd durante los tres primeros dias
(ANOVA de medidas repetidas p<0.05; post Hoc Tukey p<0.05), a partir del dia
cuatro no existieron diferencias significativas entre ambos grupos (ANOVA de
medidas repetidas p>0.05) (Figura 9B).

7.8.1.3 Conducta de exploracién.
7.8.1.3.1 Promedio de la conducta durante 7 dias.

El grupo Zol-C mostré un incremento significativo (36.33 = 3.10 segundos) en el
promedio de tiempo de la conducta de exploracién al compararse contra el grupo
SI-C (50.81 + 2.18 segundos), y también mostré una reduccién significativa (36.23
+ 3.87 segundos) al compararse contra el grupo Con-C (123.37 + 2.20 segundos)
(ANOVA de medidas repetidas p<0.05; post Hoc Tukey p<0.05) (Figura 7C).

7.8.1.3.2 Analisis dia a dia.

El grupo Zol-C mostré una reduccion significativa (253.62 + 4.53 segundos) de la
conducta de exploracion al compararse contra el grupo Con-C (863.63 + 3.52
segundos), al igual que un incremento significativo (254.33 £ 4.91 segundos) al
compararse contra el grupo SI-C (355.67 + 3. 21 segundos (ANOVA de medidas
repetidas p<0.05; post Hoc Tukey p<0.05) (Figura 9C).

7.8.1.4 Conducta de aseo facial y corporal.

No existieron diferencias significativas entre ninguno de los grupos al analizar
estas conductas, ni en el promedio de tiempo durante los siete dias de
experimentacion ni en el analisis dia a dia (Figuras 7D, 7E, 9D, 9E).

7.8.1.5 Aseo facial ipsilateral.

El grupo Zol-C mostré una disminucion significativa (31.04 + 6.57 segundos) en el
tiempo en que los animales realizaron esta conducta al ser comparado contra el
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grupo SI-C (74.80 £ 4.50 segundos) (ANOVA de medidas repetidas p<0.05; post
Hoc Tukey p<0.05). El grupo Zol-C también mostré un incremento significativo
(27.73 + 3.45 segundos) al compararse contra el grupo Con-C (16.03 + 2.06
segundos) (ANOVA de medidas repetidas p<0.05; post Hoc Tukey p<0.05) (Figura
11).

7.8.1.6 Conducta nociceptiva.

Las ratas tratadas con zolmitriptan mostraron una disminucion significativa
(62.65%) de la conducta nociceptiva al compararse contra el grupo SI-C de
manera significativa (ANOVA de medidas repetidas p<0.05; post Hoc Tukey
p<0.05) (Figura 12).

7.8.2 Ketorolaco- resultados conductuales.

No hubo diferencias significativas al comparar las ratas tratadas con ketorolaco en
ninguna de las conductas analizadas (ANOVA de medidas repetidas p>0.05).

7.8.2.1 Aseo facial ipsilateral.

El grupo Ket-C mostré una disminucion significativa (24.44 + 3.57 segundos) en el
tiempo que los animales realizaron esta conducta al compararse contra el grupo
SI-C (74.80 + 4.50 segundos) (ANOVA de medidas repetidas p>0.05; post Hoc
Tukey p<0.05), y también un incremento significativo (34.37 + 4.54 segundos) al
compararse contra el grupo Con-C (16.03 + 2.06 segundos) (ANOVA de medidas
repetidas p<0.05; post Hoc Tukey p<0.05) (Figura 11).

7.8.2.2 Conducta nociceptiva.

Los animales tratados con ketorolaco mostraron una reduccion significativa de la
conducta nociceptiva (63.01%) al compararse contral el grupo SI-C (ANOVA de
medidas repetidas p<0.05; post Hoc Tukey p<0.05) (Figura 12).
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7.8.3 Acetaminophen - resultados conductuales.

No hubo diferencias significativas al comparar las ratas tratadas con
acetaminophen en ninguna de las conductas analizadas (ANOVA de medidas
repetidas p>0.05).

7.8.3.1 Aseo facial ipsilateral.

El grupo Acet-C (71.56 + 5.48 segundos) no mostrdé ninguna diferencia al ser
comparado contra el grupo SI-B (ANOVA de medidas repetidas p>0.05) (Figura
11).

7.8.3.2 Conducta nociceptiva.

Al analizar los animales tratados con acetaminofen, hubo una disminucion de la
conducta nociceptiva (36.53%) al compararse contra el grupo SI-C (ANOVA de
medidas repetidas p<0.05;post Hoc Tukey p<0.05) (Figura 12).

Aseo facial ipsilateral

Figura 10.- Se muestran imagenes de los registros videograbados en modo nightshot donde se
ejemplifica la conducta de aseo facial ipsilateral.
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Promedio de tiempo de aseo facial ipsilateral posterior a la
infusion de SI
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Figura 11.- La figura muestra el promedio del tiempo en que cada grupo realizé la conducta de
aseo facial ipsilateral posterior a la infusion meningea. Esta conducta novedosa caracterizada por
un aseo facial intenso con la pata posterior y siempre ipsilateral al lugar de la implantacién de la
canula. Como se muestra en la figura el grupo Si-C mostr6 esta conducta por un periodo de tiempo
significativamente mayor que el grupo Con-C (*). El tratamiento basado en zolmitriptan y ketorolaco
reduce este efecto de manera significativa (*). Y el acetaminophen fue el menos efectivo de todas
las drogas probadas (*). (* ANOVA p< 0.05; post Hoc Tukey p< 0.05).
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Reduccion de la conducta nociceptiva posterior a
la infusién de SI
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Figura 12.- La figura muestra el porcentaje de reduccién de la conducta nociceptiva (freezing mas
conducta de reposo) posterior a la infusidn meningea en cada una de las drogas probadas. Tanto
el zolmitriptan como el ketorolaco y el acetaminophen disminuyen de manera significativa la
conducta nociceptiva (*) (ANOVA p<0.05; post Hoc Tukey p<0.05).

7.9 Resultados EEG.

Con la finalidad de evaluar la actividad cortical de los animales de manera global,
primero realizamos un analisis por las bandas anteriormente descritas (delta: 0-4
Hz, theta: 4.5-8 Hz, alfa: 8.5-13 Hz, beta: 13.5-30 Hz, y gamma: 30.5-50 Hz).

Después de analizar los registros, dos resultados fueron evidentes: primero, el
grupo Zol-E mostré un incremento en la densidad del poder espectral en todas las
cortezas, asi como en todas las bandas, cuando fue comparado contra el grupo
SI-E y el grupo Con-E (ANOVA p<0.05).

Segundo, el grupo SI-E mostré un incremento de la densidad del poder espectral
en la banda delta a lo largo de toda la corteza; este resultado fue significativo al
compararlo contra el grupo Con-E (ANOVA p<0.5), aunado a esto, este fendmeno
cortical tenia su origen en el I6bulo occipital y se propagaba hacia areas parietales
y frontales (Figura 13).
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Ademas de los resultados previamente descritos, se analizé la actividad de ondas
lentas (AOL) durante el tiempo que los animales realizaban la conducta de reposo.
Se comparo el tiempo que los animales realizaban la conducta de reposo, contra
el tiempo que los animales realizaban la conducta de reposo y tenian presencia de
AOL en los registros del EEG. Cuando se comparo la conducta de reposo contra
la AOL, se observo que el grupo SI-E fue el unico que no presenté AOL durante el
tiempo que los animales realizaban la conducta de reposo en el periodo post-
infusion. Esto fue significativo en comparacion con el grupo Zol-E y Con-E
(ANOVA p<0.05) (Figura 14B). De hecho, la AOL también estaba disminuida de
manera significativa antes de la infusion en el grupo SI-E. (ANOVA p<0.5) (Figura
14A).

Espectrogramas de la actividad delta
(0-4 Hz)

Grupo SI-E

Frontal Parietal Occipital

Frecuencia (Hz)

Tiempo (seg)

sf s/’ Tiempo (seg) si Tiempo (seg) —

PSD.- Power Spectral Density; Sl.- Sopa inflamatoria PSD I

Figura 13.- Los espectrogramas muestran la actividad delta posterior ala infusion de sopa
inflamatoria (grupo SI-E) en la corteza occipital, parietal y frontal. El grupo SI-E mostré un
incremento del PSD en la banda delta en todas las cortezas al compararse con el grupo Con-E
(ANOVA p<0.05). Este incremento parece originarse en el I6bulo occipital y desplazarse hacia
areas corticales frontales.
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Analisis de la conducta dia a dia posterior a la
infusion meningea.

A Comparacion entre el tiempo de la conducta de reposo y la
presencia de AOL en el EEG previo a la infusion de SI
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B Comparacion entre el tiempo de la conducta de reposo y la
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Figura 14.- (AOL.- Actividad de Ondas Lentas). La figura muestra una comparacion entre el tiempo
que los animales realizaron la conducta de reposo y la presencia de AOL durante este tiempo. (A)
previo a la infusion de la sopa inflamatoria, el grupo SI-E presenta una disminucién en la presencia
de AOL de manera significativa (*). Sin embargo posterior a la infusidon de la sopa inflamatoria, el
grupo SI-E fue el unico que no tuvo AOL durante la conducta de reposo (*). El grupo Con-E y el
grupo Zol-E no mostraron diferencias significativas (ANOVA p<0.05; post Hoc Tukey p<0.05).
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7.10 Resultados histolégicos.

Al observar el tejido meningeo bajo un microscopio de luz, este fue dafiado por el
proceso quirurgico en 4 de 58 animales. Estos animales no fueron considerados

para analisis futuros. El resto de los animales no presentaron dafo evidente en el
tejido meningeo.
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8. Discusion.

El uso de modelos animales para el estudio del dolor, mediante animales integros
involucra ciertas caracteristicas que deben cumplirse para que el modelo sea
propuesto como una herramienta util para la investigacion. Primero el modelo
animal utilizado debe presentar un fendbmeno razonablemente equiparable al que
se presenta en el humano. Segundo, el modelo debe estar provisto de los
mecanismos intrinsecos para el entendimiento del fendbmeno nociceptivo que se
pretende estudiar. Tercero, el modelo debe ser altamente replicable y cuarto, el
modelo debe llevarse a cabo dentro de las normas y criterios éticos para la
experimentacion con dolor (126, 127).

Basados en lo anterior, el modelo desarrollado para la presente investigacion,
pretende incluir diversas caracteristicas clinicas que los pacientes exhiben durante
los ataques de migrana, asi como ciertas caracteristicas dentro de su
fisiopatologia y de la respuesta al tratamiento basado en triptanos y AINES. Para
lograr este objetivo, se desarrollé un modelo que fue analizado con tres diferentes
metodologias: conductual, farmacoldgica y electrofisiologica.

En busca de la obtencién de un fendmeno nociceptivo equiparable a la migrana,
decidimos utilizar la sopa inflamatoria, la cual se ha descrito ampliamente (43, 78,
79, 80, 81), activa las vias de nocicepcion meningea de manera similar a lo que se
observa en los pacientes migrafiosos. Los resultados conductuales obtenidos por
la infusion de la sopa inflamatoria fueron el incremento espontaneo de las
conductas relacionadas con la nocicepcion como el reposo y el freezing, mientras
que disminuia la conducta de exploracion. De manera general los animales que
tuvieron el estimulo nociceptivo, presentaron una disminucion de la actividad
motriz, estas observaciones se pueden correlacionar con la disminucion de la
actividad fisica de rutina en los pacientes, asi como la disminucién del movimiento
en general debido al dolor provocado por la migrana (1, 11, 25, 30).

En el mismo contexto, logramos la identificacion de una conducta no descrita
anteriormente, a la que llamamos aseo facial ipsilateral. Esta conducta espontanea
esta caracterizada por un aseo facial, realizado con las patas posteriores del
animal y siempre ipsilateral al sitio de implantacién de la canula. Los animales que
fueron estimulados con la sopa inflamatoria presentaron un incremento de esta
conducta, de manera significativa al ser comparados con los animales controles.
Es importante mencionar que esta conducta se presentaba de manera espontanea
y que puede ser correlacionada con la caracteristica de lateralidad del dolor en los
pacientes con migrafia. Mas aun, se ha descrito que los pacientes tienden a tocar
con mucha mas frecuencia su region facial, principalmente, areas ipsilaterales al
lugar del inicio del dolor (25).
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Al hablar de la respuesta farmacoldgica de nuestro modelo, es importante resaltar
que uno de los factores mas importantes con respecto a la efectividad del
tratamiento anti-migrafioso, es la administraciéon de los medicamentos antes de
que se instaure el fendmeno de sensibilizacion central del sistema trigeminal. Esto
ha sido descrito por Burstein et al (91), quien menciona que el fendmeno de
sensibilizacion central sucede entre los 45 y 60 minutos posteriores a la activacion
del sistema trigeminal periférico. Tomando en cuenta lo anterior, y con la finalidad
de mimetizar lo que se observa en los pacientes, los animales fueron tratados
previo a la infusion de la sopa inflamatoria y a la instauracion de la sensibilizacidon
central. Los medicamentos usados en este modelo fueron los triptanos y los
AINES. Los triptanos son uno de los medicamentos mas usados por los médicos
para tratar la migraia en forma aguda y es el tratamiento mas aceptado en la
actualidad (117), mientras que los AINES son los farmacos mas utilizados por los
pacientes de manera empirica (117), por lo que tratamos a los animales con
zolmitriptan, ketorolaco y acetaminofen.

Los datos publicados por Tfelt-Hansen y Olesen (117) mencionan que el
tratamiento basado en triptanos es eficaz solo en el 40% de los pacientes tratados,
y que incluso en los pacientes que reportan alivio con este medicamento, los
sintomas no desaparecen por completo. Los resultados obtenidos en nuestro
modelo fueron muy similares. Los animales tratados con zolmitriptan presentaron
una disminucién significativa de la conducta nociceptiva espontanea sin que esta
se extinguiera por completo (Figuras 7, 11 y 12). Sin embargo cuando las
conductas se analizaron dia a dia, fue posible identificar que el zolmitriptan
ganaba eficacia conforme los dias transcurrian, generando una abolicion completa
de la conducta de freezing a partir del dia cuatro de infusiéon de sopa inflamatoria.

La intervencion farmacologica con AINES mostré que el ketorolaco generaba una
reduccion significativa de la conducta nociceptiva, asi como del aseo facial
ipsilateral, sin embargo este medicamento no logré extinguir ninguna conducta por
completo. Por otro lado, el acetaminofen fue el menos efectivo de todas las drogas
probadas en el modelo, sin embargo genera de igual manera una disminucién
significativa de la conducta nociceptiva. Los resultados obtenidos por la
administracion de triptanos y AINES son similares a los obtenidos en pacientes
para el tratamiento agudo de los ataques de migrafia (106, 103, 104, 108).

Por otra parte, los registros de la actividad cortical usando el EEG fueron
realizados de primera intencién con la finalidad de poder determinar si el aumento
en la conducta de reposo era debido a la estimulacion nociceptiva de las vias
trigémino-vasculares o era simplemente el patron de suefio normal que presentan
los animales. Otra de las razones por las que buscamos de manera intencionada
actividad de ondas lentas en la corteza (La actividad de ondas lentas es una de las
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caracteristicas electroencefalograficas del suefio), era debido a que los pacientes
que presentan ataques de migrafa tienden a disminuir su actividad fisica e
intentan dormir, pero el dolor se los impide (155, 156). El modelo mostré un
incremento de la conducta de reposo en el analisis conductual, sin embargo los
animales que fueron infundidos con sopa inflamatoria, no presentaron actividad de
ondas lentas durante esta conducta. Cabe mencionar que este efecto se presento
unicamente en animales que no recibieron ningun tratamiento.

De manera paralela al analisis de la actividad de ondas lentas, realizamos un
analisis general de la actividad cortical durante la nocicepcion meningea. Los
resultados mostraron que los animales estimulados con sopa inflamatoria y que no
fueron tratados con ninguna droga, presentaron un incremento de la actividad
delta, este fendbmeno era propagado desde areas corticales occipitales hacia areas
corticales parietales y frontales. Este incremento de la densidad de ondas delta en
la corteza, asi como el patron de propagacion a lo largo de la corteza cerebral, es
muy similar al que se observa en la depresion cortical propagante en animales (27,
29, 30, 157). Sin embargo, resulta dificil creer que la sopa inflamatoria cause por
si misma, depresion cortical propagante, pero el fenomeno observado en los
animales puede ser el resultado de la activacion del sistema trigeminocervical, y
las proyecciones corticales que provienen del talamo previamente descritas para
la nocicepcion meningea por Noseda et al y para el dolor por Liang et al (158, 159).
Es decir, probablemente el fendmeno observado sea el resultado de la actividad
cortical posterior a la activacién de vias talamo-corticales que se relacionan con la
nocicepcion meningea.

El modelo muestra que la estimulacion nociceptiva repetida del sistema
trigéminovascular expone varias caracteristicas tanto clinicas como
farmacoldgicas y electrofisiolégicas extrapolables a las observadas en los
pacientes con migrafia. Es importante mencionar que el modelo, es de los pocos
modelos de nocicepcidn meningea cronica que existen hasta el momento y el
unico hasta donde los autores conocen que analiza conductas espontaneas como
resultado de la nocicepcion.

Todo lo mencionado anteriormente nos permite proponer este modelo como una
nueva técnica para el estudio de la migrana. Ademas el modelo puede contribuir a
aumentar el conocimiento de la fisiopatologia relacionada a la nocicepcion
meningea y por consecuencia al desarrollo de nuevos tratamientos para la
enfermedad.
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10. Anexos.

1.

A chronic animal model of migraine, induced by repeated meningeal
nociception, characterized by behavioral and pharmacological approach.
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