FACULAD DE CIENCIAS
UNAM

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONO
DE MEXICO '

FACULTAD DE CIENCIAS

PAPEL DEL AREA TEGMENTAL VENTRAL Y LA
DOPAMINA EN LA CORTEZA ANTERIOR DEL
CINGULO, EN UN MODELO DE DOLOR CRONICO
EN LA RATA.

T E S 1 S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

B I O L O G O
P R E S8 E N T A

FRANCISCO XAVIER SOTRES BAYON

DIRECTOR DE TESIS: DR. FRANCISCO PELLICER GRAHAM
&%SWUDIUS A '

& "G,

& - -z

X0 ‘ 2.
=~ 2000 ¢ G

. N
. - ‘ ',’
%

FACUI D 9, s /)(O\ ’

SECCION 1 50 0LAR {\/



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



VHIVERSDAD NACJONAL
AVENTMA CE
MExico

MAT. MARGARITA ELVIRA CHAVEZ CANO
Jefa de la Divisi6én de Estudios Profesionales
Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo de Tesis:

" Papel del area tegmental ventral y la depamina en la corteza anterior
del cingulo, en un modelo de dolor crénico en la rata".

realizado por  Francisco Xavier Sotres Bayén
Con nimero de cuenta  9450307-0 , pasante de la carrera de  Biolegfa

Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Atentamente
Director de tesis
Propietario Dr. Francisco Pellicer Graham
Propietario Dra. Marifa Luiga Fanjul de Moles \’V‘ L“< \A"é
Propietario Dr. José Maria Calvo y Otélora
Suplente Pr. Julio Morén Andrade
Suplente Dra. Maria Eugenia Gonsebatt Bonaparte ‘,’@___ .

FACUL™AD DE CIENCIAS
UN.AM

Consejo Departamental de Biologia }

raiv o '%‘.\ﬂ;..rcl:c\_-) ¢ _:. e
DRA. EDNA MARIA SUAREZ DIAZ \‘:\;\"5

DEPARTAMENTO
DE BIOLOGIA



VRIVERADAD NACICNAL
AVENMA DE
MEXICO

MAT. MARGARITA ELVIRA CHAVEZ CANO
Jefa de la Division de Estudios Profesionales
Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo de Tesis:

"* Papel del Area tegmental ventral y la dopamina en la corteza anterior
del cingulo, en un modelo de dolor crénico en la rata”.

realizado por  Francisco Xavier Sotres Baydn
Con nimero de cuenta 9450307-0 , pasante de la carrerade Bioclogia

Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Atentamente

Director de tesis
Propietario Dr. Francisco Pellicer Graham

Propietario Dra. Maria Luiga Fanjul de Moles \v“ Q&.‘? \MO
Propietario Dr. José Maria Calve y Otélora o
Suplente Dr. Julio Mordn Andrade

Suplente Dra, Maria Eugenia Gonsebatt Bonaparte {@L_ l

FACUL™AD DE CIENCIAS
UNAM

Consejo Departamental de  Biologia BN
e ’%'.\ﬁ.;ye’xg) 7
DRA, EDNA MARIA SUAREZ DIAZ M B3
DEPARTAMENTO
DE BIOLOGIA




Esta tesis fue realizada en el Departamento de Neurofisiologia de la Division
de Investigaciones en Neurociencias del Instituto Mexicano de Psiquiatria,
bajo la direccién del Doctor Francisco Pellicer Graham.

El trabajo experimental fue parcialmente subvencionado por los proyectos de
esta misma instituciéon IMP 3230 y por la beca de CONACyYT 28696 M.



Los resultados obtenidos en el presente trabajo dieron lugar a las siguientes

comunicaciones a congresos y publicaciones;

-Pellicer F, Torres-Lépez, Sotres-Bayon F, del-Angel R. “Lesion and Stimulation of the
Ventral Tegmental Area Madifies Pathologic Pain Process Induced By A Painful
Inflammatory Process In The Rat”. 9™ World Congress on Pain. Viena, Austria,

Agosto 22-27 de 1999.

-Sotres-Bayén F, Torres-Lépez, del-Angel R, Pellicer F.“La Lesicn y La Estimulacion del
Area Tegmental Ventral Modifica El Proceso de Dolor Patoldgico Inducide por un
Proceso Inflamatorio en la Rata”. XLII Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana de
Ciencias Fisiologicas. Zacatecas, Zac. Septiembre 26-30 de 1999.

-Sotres-Bayoén F y Pellicer F. Papel def sistema mesolimbico dopaminérgico en el
componente afectivo del dolor crénico. Salud Mental 23(1): 23-29, (Feb) 2000.



A mitio
Alejandro Bay6n
{1949-1992)

in memoriam



Agradecimientos:

A mi tutor y amigo.
Dr. Francisco Pellicer Graham

A Rosendo y a mis compafieros de laboratorio

A los miembros del comité examinador
Dra Maria Luisa Fanjul de Moles
Dra. Maria Eugenia Gonsebatt Bonaparte
Dr, José Maria Calvo y Otalora
Dr Julio Moran Andrade

A mi madre
A mi padre
A mi hermana
A mis abuelos
A mis amigos

A mi guerita preciosa



INDICE

INTRODUCCION

HISTORIA DEL DOLOR.......ooooiiioioiooooeoeeeeeeeeeeeensessss v eses e 2
DEFINICIONES Y CLASIFICACIONES DEL DOLOR ...........ooooovvviereriseeneneens 5
VIAS NEUROFISIOLOGICAS DEL DOLOR..........oovroovccerrirernnssssmnressnnreccers 7
TIPOS DE DOLOR: AGUDO Y CRONICO..............
MODELOS ANIMALES DE DOLOR CRONICOQ...........

CONDUCTA DE AUTO LESION..........ooooommcoiereree e crse e seeeeos
DISESTESIA .....o.oiissioteeveseees oo rees e seeeeesoss s sssss s eese s eesss s sss e 17
SISTEMA LIMBICO ...t srmissienissenrns 18
CORTEZA ANTERIOR DEL CINGULO.............oooooveievvvreeresssenrissssnennnreeens 21
AREA TEGMENTAL VENTRAL............cooeevmmmirmrereeecnnirinnnnsssceecnisssnsnssnies 29

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. ... 33
HIPOTESIS GENERAL __......coo.iiotiiomioreeee oo eeessee st 33

EXPERIMENTO A. ESTIMULACION DEL AREA TEGEMENTAL VENTRAL
OBJETIVO oot e ebes st et s 34
HIPOTESIS PARTICULAR ... v rsssserrsresrns 34
MATERIAL Y METODO

Preparacion Experimental ... 35

Estimulacion EECLrica ..ottt v 35

Induccion del Proceso Inflamatono .o...ovvv v oo 36

Verificacion HistOlOgICa ..........ocooveeeeiiecciiiiein e rencieenns 38
Analisis EStadistico ... et neeene e en. 39

RESULTADOS ...c.ooiiii i et 40



EXPERIMENTO B. MICROINYECCION DE DOPAMINA EN LA CORTEZA
ANTERIOR DEL CiNGULO
OBJETIVO .ot rev e as s et ae e s e cne oo e b b e 45
HIPOTESIS PARTICULAR .........ociimiimniesraasesccssesomeeesssiss e et 45
MATERIAL Y METODO
Preparacion EXperimental .........c..ueeeerremmsoeeicsmseececi e 36
MICIOIYECCION .....oocrverereeeaservemusseremscemerce st s sanst e s srassnisssces 90
Induccion del Proceso Inflamatorio .......o.oococeeemceniecercccimenneescsce s 47
L0 1 7) 1o DO IOT OSSP PPSTIPRSONE. J |
Clasificacion de ia Conducta de Auto Lesion ... 47
Verificacion HistodOgica .....coovvieeiiociriiiocemeece s 48
Analisis EStadistiCo oo veereee e s s 48
RESULTADOS ....ooooiiovimees cvricieicmeseeeeee e e 49

DISCUSION

ESTIMULACION ELECTRICA DEL ATV
MICROINYECCION DE DA EN LA CAC

CONCLUSIONES
ESTIMULACION ELECTRICA DEL ATV ..o 63
MICROINYECCION DE DA EN LA CAC ........cc..oovvivieecrisenemreemnsscosnseeeeenees 68
GENERAL ..ottt st s emee et s e 68

BIBLIOGRAFIA ..o ie et eerensenrs e rannnnss B



RESUMEN

Los componentes somatosensoriales y afectivos del dolor son transmitidos por diferentes
sistemas neurales. Por un lado, se ha propuesto que el componente somatosensorial es transmitido por
el sistema espinotaldmico lateral hasta la corteza somatosensorial. Por otro lado, se ha propuesto que el
componente afectivo del dolor es transmitido por el sistema espinotalimico medial hasta el sistema
limbico. Una de tas estructuras que forman parte del sistema espinotalamico medial y también del
sistema limbico es la corteza anterior del cingulo.

La corteza anterior del cingulo, como parte del sistema limbico, juega un papel crucial en la
expresion de las emociones. Existe evidencia que muestra que dicha corteza limbica juega un papel de
relevancia en el procesamiento de la informacion del componente afectivo del dolor. Por ejemplo, por
mas de cuarenta afios se ha usado la ablacién del cingulo (cingulotomia) en el manejo de pacientes con
dolor crénico intratable.

Para definir el papel de la corteza anterior del cingulo en el componente afectivo del dolor es
necesario determinar los neurotransmisores y las estructuras cerebrales que modulan [a actividad de
las neuronas de dicha corteza. Se ha reportado que el 4rea tegmental ventral tiene proyecciones
dopaminérgicas a la corteza anterior del cingulo mediante el haz medial del cerebro anterior. Mas atn,
la estimulacion eléctrica de esta area tegmental es capaz de inhibir la actividad de hasta 73 % de las
neuronas de la corteza anterior del cingulo.

Para determinar la participacién det la dopamina per se y el area tegmental ventral en la
actividad de la corteza anterior del cingulo, como elementos moduladeres del componente afectivo del
dolor, se realizaron los siguientes experimentos. Por un lado, se estimulé eléctricamente el érea
tegmental ventral, por seis dias durante veinte minutos diaries. Por otro lado, se microinyectaron diario
durante seis dias, tres diferentes dosis de dopamina (una por cada grupo) en la corteza anterior del
cingulo.

Para evaluar el dolor en las ratas, se utilizé el modelo de dolor cronico por hiperestimulacién.
Este modelo consiste en provocar, mediante la inyeccion subcutanea en la pata de la rata de un agente
inflamatorio (carragenina), un dolor crénico que a su vez provoca la conducta de auto lesidn, En este
trabajo, la inyeccién de carrapenina se realizé Gnicamente el primer dia, en la pata contralateral al
sitio de las manipulaciones experimentales. Para evaluar el dolor provocado a los animales se registrd
el grado de auto lesion diariamente por siete dias. Asimismo, se midio el proceso de inflamacién de la
pata infiltrada con carragenina, durante siete dias.

Los resultados de la estimulacion eléctrica diaria del area tegmental ventral y los resuliados de
la aplicacién diaria de la dosis “alta” de dopamina en la corteza anterior del cingulo muestran un
retraso de un dia en el inicio de la conducta de auto lesion.

Los resultados obtenidos sugieren que Ia estimulacion eléctrica diaria del area tegmental ventral
y el aumento diario de dopamina (con la dosis mas “alta”) en la corteza anterior del cingulo inhiben
parte de la informacion del componente afectivo del dolor crénico, evaluado en este trabajo por la
conducta de auto lesién.

Los resultados de ambas manipulaciones experimentales sugieren una modulacion de la
informacidn inhibitoria del componente afectivo del dolor. Mas ain, este fenomeno podria estar
relacionado con la modulacién de la informacién inhibitoria en el fendmeno de analgesia disociativa
ascendente.



INTRODUCCION

“El dolor es el medio por el que uno se descubre a uno
mismo y una manera de enfender la verdad bdsica
con relacidn a uno mismo; sufro por lo tanto soy"”

Julien Teppe.

HISTORIA DEL DOLOR,

El dolor es una experiencia perceptual efectiva, a través de la cual el individuo reconoce un
daflo a la integridad fisica de su cuerpo. Et dolor es la sensacion evocada por estimulos nocivos, que
nos alerta de un daflo. En é] interviene un sistema sensorial especializado en dar la sefial de alarma.
Este fenémeno ha sido concebido de diferentes formas por las més diversas culturas.

El problema conceptual del dolor ha estado presente desde el inicio de la civilizacién. Existen
evidencias escritas de que civilizaciones tan antiguas como la asiro-babilénica y en especial la
civilizacién egipeia, tenian la creencia de que el dolor del interior del cuerpo provenia de Jos espiritus
muertos, de la intervencién divina o de los fluidos mégicos. Para la cultura hebreo cristiana sin
embargo, el dolor era el producto de un pecado cometido, un castigo divino (Tu, 1980).

La enfermedad y en particular el dolor se relacionaba con causas supranaturales hasta la
aparicién de la civilizacién griega. Alcmeon de Cretona definié el dolor como enfermedz1 en términos
fisicos. Sin embargo, la mayor contribucién griega al concepto de dolor fue dada por Platén y
Aristételes. La principal contribucién de estos dos pensadores fue la propuesta de la existencia de una
clara relacion entre el dolor y el placer. Aristdteles reconocié cinco sentidos (visién, oido, tacto, olor y
gusto), e identifics al dolor como un incremento en la sensibilidad del tacto. Por el contrario,
Hipécrates sugitié que el dolor es provocado por un desbalance de los humores enddgenos. Por su
parte, Galeno propuso que los nervios llenos de pneuma psiquico, que cumplieran la caracteristica de
ser cortos, son los que transportan de manera exclusiva al dolor.

Durante la Edad Media prevalecieron las ideas Aristotélicas. No fue sino hasta el Renacimiento
que surgieron nuevas formas de pensar con relacién al dolor. Leonardo Da Vinci y Andrea Vesalius

dan inicio a Ja anatomia moderna y a la fisiologia de la sensacién, pero continilan relacionando
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directamente al dolor con la sobre estimulacién del tacto. René Descartes dedicd mayor atencion a la
explicacion del dolor en su libro De Homine Figuris (1644). Su postura fue claramente esquematizada
en la figura de la alarma de campana, Concibié al fendmeno del dolor como un canal directo de a piel
al cerebro, aportando asi la primera teoria del dolor (Figura 1). Casi doscientos afios después, gracias a
la evolucion de la fisiologia experimental, ). Muller (1842) desarrolld la doctrina de la energia
especifica de los nervies, donde cada modalidad sensorial tiene una representacion celular especifica en
el cerebro, instancia que resulta modular la informacion sensorial. En 1894, Max Von Frey amplioé la
teoria de Muller implicando al dolor como una cuaria modalidad cutanea (1acto, calor, frio y dolor) con
un receptor especifico, fundamentando la tearia especifica moderna con diferentes tipos de receptores
especializados (corpusculos de Meissner, Ruffini, Paccini y terminaciones libres), teoria que prevalece
hasta nuestros dias, apoyada y ampliada por Bishop (1946), Mountcastle (1959), Zotterman (1962) y
Sinclair (1964) que demostraron la existencia de fibras y de receptores altamente especificos para
algunas modalidades sensoriales. Relacionaron la correspendencia de la modalidad sensorial de dolor
con las fibras A-delta y C. Por otro lado, la teoria de patrenes {antitesis de la especificidad de
receptores) de Weddell (1955), propone que la activacion del dolor depende de un patrén espacio-
temporal especifico de terminaciones sensoriales no especificas. Tesis que no ha prevalecido a pesar
de que trataba de explicar estados clinicos complejos de dolor cronico {dolor post-herpético, causalgia,
miembro fantasma, etc.) y que en realidad resulta complementaria a la teoria de la especificidad de
receptores. Por su parte, Livingston abordd el problema desde otra perspectiva al proponer un
mecanismo especifico central para explicar el fendémeno de sumacion central. Esto es como resultade
de la activacion de circuitos reverberantes en la medula espinal, donde ocurre el relevo medular
doloroso, que Keele (1957) habia descrito anteriormente. A dicha modelo se le conoce como teoria de
la sumacidn (Procacci, 1980; Rey, 1995; Pellicer y Olea, 1998).

A partir del rapido avance en el estudio experimental del dolor en la Gltima mitad del siglo,
surge ¢} controventido modelo del “sisiema de control por compuerta” que propenen Melzack y Wall en
1965 (citado por Melzack, 1993). Este modelo revoluciond la manera en la que se han venido

realizando los abordajes experimentales en el campo del dolor hasta nuestros dias.



Figura 1.. Grabado publicado en el
libro Homine Figuris (1644), donde .
René Descartes, define su concepto
de la via del dolor. Al respecto
escribe: ** Si por ejemplo, el fuego
(A) esta cerca del pie (B), las
mintisculas particulas de este fuego,
que como se sabe se mueven a gran
velocidad, tienen el poder de mover
un punto de la piel del pie cuando la
tocan, y de esta forma jalar unos
delicados hilos (c) que se encuentran
fijos en un punto de la piel, ellos
abren, al mismo tiempo, en la parte
superior del poro (d, e, F) que hacen
sonar uha campana que se encuentra
en ¢! otro extremo de la cuerda”.




DEFINICIONES Y CLASIFICACIONES DEL DOLOR.

Todos hemos experimentado dolor, pero su definicion no es del todo simple. Muchos tratan el
dolor simplemente sin molestarse en definirlo. La mayoria de nosotros concebimos el dolor como una
sensacion desagradable que se origina en tejidos traumatizados y nos avisa de un dafio, que también
tiene cualidades emocionales (Chapman, 1996). Algunos filosofos antiguos consideraban al dolor
como una emocidn, Aristételes lo consideraba la pasién del alma. Pero, jqué es el dolor
cientificamente?  Es un complejo fenomeno fisioldgico dificil de definir satisfactorniamente en
humanos, y dificil de interpretario en animales no humanos (Levitt, 1985). El conocimiento cientifico
de la percepcion del dolor en animales ha sido obtenido sefialando las analogias con base en la
anatomia comparada, fisiclogia, patologia y por inferencias basadas en respuestas subjetivas del dolor
experimentado por humanos (Erickson, 1997; Melzack, 1980; Melzack y Fuchs, 1997). Si los animales
de diferentes especies perciben el dolor en una forma similar a los seres humanos, sigue siendo
debatido (Carli, 1980).

A pesar de la importancia de] dolor en medicina y biologia, resulta sorprendente descubrir que
1a palabra dolor no ba sido definida satisfactoriamente. Se han propuesto muy diversas definiciones que
dificilmente engloban el contenido total de la experiencia dolorosa. Por una parte, algunas definiciones
incluyen puramente el contenide sensorial y otras se abocan a describir el dolor en términos
conductuales (Melzack y Wall, 1996). Con fines de crear consenso en las definiciones del dolor, la
Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas en inglés) lo define de la
siguiente manera: “el dolor es una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a un dafio
real o potencial del tejido, que incluye una serie de conductas relacionadas al dolor, visibles o audibles
que pueden ser modificadas por el aprendizaje” (Merskey y Bodguk, 1994). A lo anterior se puede
aniadir; “la experiencia del dolor es la actividad coordinada de un conjunto de neuronas centrales,
normalmente activadas como consecuencia de un tejido dafiado o estimulos amenazadores, donde la
cualidad del dolor esta determinada por cambios en los patrones de descarga central, su orquestacion y
su distribucion precisa” (Devor et al., 1982) o bien, que “la emoci6n no es simplemente una
consecuencia de la sensacitn dolorosa que ocurre después de que llega un mensaje sensonial nocivo a la
corteza somatosensorial, es una parte fundamental de la experiencia dolorosa” (Chapman, 1996). Como
veremos mas adelante, esta iltima definicion coincide y es fundamental en la tesis agui propuesta.

El dolor es un proceso complejo que involucra un componente sensorial y otro emocional
importante. Por tal motivo, para facilitar su estudio, se han propuesto diferentes clasificaciones.
Fordyce y Loeser (Fordyce, 1995, Loeser, 1980) consideraron cinco componentes o niveles del dolor.

1) el nociceptivo, de dafio de tejido potencial o real activado por estimulos periféricos térmicos,
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mecanicos o quimicos que actian sobre terminales nerviosas especializadas de fibras C y A-delta. En
estudios con animales este término es el mas usado dado que es posible detectar la reaccion motora
conductual que tienen los individuos a estimulos que comprometen su integridad. 2) El delor como la
nocicepcion percibida. 3) El sufrimiento asociado, definido como la respuesta afectiva generada por
regiones superiores del sistema nervioso en respuesta al dolor u otras situaciones asociadas como.
miedo, ansiedad, aislamiento, depresion, etc. El término sufrimiento, no es comunmente aplicable en
experimentos con especies no humanas por la dificultad de obtener pruebas objetivas de lo que siente el
animal; y 4) la conducta dolorosa que se refiere a toda forma de comportamiento generada por el
individuo, que cominmente se entiende que refleja la presencia de nocicepeion, por ejemplo; postura,
vocalizacion, etc. (Coderre et al., 199‘3a). Finalmente es de considerar la imponancia de los factores
ambientales que alteran la conducta sin importar la etiologia del dolor.

Por otro lado, Melzack (Melzack, 1990b), propone dimensiones del dolor en su afan de
discriminar los factores sensorizles de la cualidad afectiva desagradable. Esta cualidad afectiva, que en
si es lo que motiva al organismo a desarrollar una actividad que esta dirigida a detener el dolor tan
rapido como sea posible. Para hacer la clasificacion toma en cuenta evidencias fisiologicas, estudios de
comportamiento y psicologia experimental, lo que llevo a proponer los factores multidimensionales del
dolor: a) sensorial-discriminativa, que se refiere al sistema somatosensorial de conduccion rapida; b)
motivacional-afectiva, correspondiente a estructuras reticulares y limbicas influenciadas por sistemas
espinales de conduccion lenta; y ¢) cognoscitivo-evaluativa, representada por estructuras neocorticales
que ejercen actividad sobre las dimensiones a) y b).

Por otro lado Chapman (Chapman y Nakamura,1999), considera que la verdadera clasificacion
y definicion del concepto del dolor debe darse en una explicacion coherente del dolor, que cubra varios
niveles de descripcidn desde la neurofistologia celular a la psicologia, con el fin de ofrecer una guia o
perspectiva jerarquica, empezando con el nivel molecular (substancias algogénicas), terminaciones
sensoriales (nociceptores), fibras primarias aferentes (fibras C y A-delta), vias centrales (vias
anterolaterales), redes (circuitos del hasta dersal), mapas (neuromatriz de Melzack)(Melzack, 1990a),
percepcidn (sufrimiento doloroso), conductas complejas (funcionamientos) y al nivel de individuo
cuando sea posible (introspeccion) (Chapman y Nakamura, 1999). Por tedo lo anterior, se puede
apreciar que falta mucho por aprender acerca de los mecanismos de dolor antes de que se pueda definir

con precisién (Melzack and Wall, 1996).



VIAS NEUROFISIOLOGICAS DEL DOLOR.

Los grandes avances en el conocimiento sobre el dolor, consisten bésicamente hasta ahora, en
los niveles elementales de descripcion: terminaciones sensoriales, fibras primarias aferentes, vias
centrales, circuitos del asta dorsal y vias centrales generales. Estos se describen brevememe a
continuacion,

Existen diversos receptores especificos para distintas modalidades sensoriales que transmiten
diferente informacion periférica. Por ejemplo, existen receptores que transmiten informacion tactil no
dolorosa en la piel a alta velocidad (40-70 m/s), como las fibras A-alfa y A-beta (Kandel et al, 1991).
Los receptores dolorosos -nociceptores- en su mayoria son “silentes” es decir, estdn inactives y son
poco responsivos en circunstancias normales (es decir, tienen un umbral muy alto a estimulos
inespecificos). Estos se encuentran localizados en los misculos, articulaciones, visceras y la piel, y
transducen la informacién nociva al ser afectados por altas cantidades de energia mecanica, térmica o
quimica. Para estos receptores, existen distintos canales sensoriales que dependen del tejido inervado
(Wall, 1997). Incluyen dos grandes categorias de receptores cutineos asociados al dolor que reciben su
nombre de acuerdo a la fibra aferente primaria que los inerva: 1) los nociceptores A-delta (también
localizados en membranas mucosas) que corresponden a las fibras monomodales (llamadas asi por sélo
responder a estimulos mecanicos) con un didmetro de 2-7 micras, y mielinizadas que conducen la
informacién a una velocidad de 5-30 m/s, dando como resultado un dolor bien definido y punzante; y
2} fibras polimodales no mielinizadas con un diametro de 0.4-1.2 micras que conducen a 0.5-2m/s.
Estos responden a estimulos mecanicos, térmicos (> 45 °C y < 5 °C) y quimicos de alta intensidad que
provocan una sensacién ardiente en tejido profundo o en la piel (Kandel et 21, 1991; Pellicer y Olea,
1998) (Tabla 1).

Tabla 1.

| Tipo de fibra Diimetro en micras | Yelocidad de Conduccion Funcién
| A alfa (o) 12-20 70-130 Propiocepcion

Beta () 8-12 40-70 Tacto, Presion 1]
Delta (5) 2-7 12-40 Dolor, Temperatura, Tact
!! Fibras C 0.4-1.2 0.5-2 Dolor, Respuesta refleja
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De estas fibras nociceptivas aferentes, se transmiten los impulsos nerviosos para el
procesamiento de la infermacién nociceptiva al nivel de la méduta espinal. Desde el asta dorsal de la
médula espinal las redes de interneuronas transmiten la informacidn hacia a otro relevo espinal, donde
se localizan motoneuronas flexoras y proyecciones neurales nociceptivas (Melzack, 1993).

Existen muchos componentes y vias anatomofuncionales del dolor a considerar, pero el presente
estudio esta enfocado al analisis del componente afectivo del dolor. Con respecto a este componente se
han enunciado argumentos que intentan diferenciar los componentes sensoriales de los componentes
afectivos del dolor. Se ha propuesto que el inicio de la diferenciacion de la informacién sensorial de la
afectiva puede estar dada tanto a nivel de las astas dorsales de la médula espinal (Chapman, 1996),
como al nivel del tallo cerebral en el cerebro medio (Melzack, 1990b).

A pesar de esta controversia existe consenso en cuanto que por un lado, la inforimacién sensorial
es transmitida por la via espinotalimica (Peschanski y Weil-Fugacza, 1987) o via lateral espinotalamica
{Melzack, 1990b), que proyecta fibras de neuronas a los nicleos intralaminares del tilamo, que son
nicleos de rtelevo para enviar la informacion a la corteza somatasensorial. Por otra parte, la
informacidon nociceptiva sigue la via espinoreticular (Chapman, 1996) o via medial espinotalamica
(Melzack, 1990b) para llegar a las regiones cerebrales donde se integran los procesos afectivos de la
informacién nociceptiva. Este tracto medial contiene también vias aferentes somatosensoriales y
viscerosensoriales que llegan a diferentes niveles del tallo cerebral.

El verdadero procesamiento de las sefiales nociceptivas que producen el componente afectivo
comienza en las vias que van de la formacion reticular a la corteza cerebral (Chapman, 1996). Cuatro
son las vias aferentes que proyectan a la neocorteza: el haz noradrenérgico dorsal originado en ¢l locus
coeruleus; las fibras serotoninérgicas originadas en el nucleo del rafé; las neuronas colinérgicas que
surgen principalmente del niiclec basal de la substancia innominata; y las vias dopaminérgicas del area
tegmental ventral (ATV) y la substancia nigra (Chapman, 1996). En cuanto a la integracion central de
la informaciéon dolorosa, ésta emplea ambas vias: la espinotalimica medial (espinotalamica) y la
espinotalamica lateral (espinoreticular) (Villanueva et al., 1989, Villanueva et al., 1990), para elaborar
una respuesta compleja, tanto metora como de inhibicién descendente ejercida por la substancia gris

periacueductal y los nucleos del rafé (Pellicer y Olea, 1998; Peri, 1997). Figura 2.
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Figura 2. Principales sistemas neuronales del dolor. Sistema medial (espinotaldmico
medial). Sistema lateral (espinotalimico lateral). Sistema inhibidor descendente.
Melzack 1990b.




TIPOS DE DOLOR: AGUDO Y CRONICO.

La palabra dolor es usada para describir un amplio rango de experiencias sensoriales
desagradables. Las teorias actuales tienden a adscribir todas las formas de dolor a un solo mecanismo
neurofisiolégico (Cervero y Laird, 1991). Esto puede ser la causa de que teorias funcionales del dolor
no logren alcanzar consenso en este tema. Los diferentes estados del dolor son consecuencia de
diversas expresiones de los sistemas nociceptivos que dependen de la intensidad, de la temporalidad y
de la localizacién sensorial,

Por tal motivo, los mecanismos neurofisiolégicos que intervienen en los sistemas nociceptivos
han sido divididos en tres fases por Cervero y colaboradores (Cervero y Laird, 1991): 1) La primera
fase el dolor provocado por estimulos nociceptivos breves, actia como una sefial de alarma sobre un
dafio potencial o existente en el organismo, sin importar la intensidad. La sensacién es de corta
duracién y desaparece cuando se suprime la causa que lo produce. 2) En la segunda fase: sistemas
nociceptivos normales actian debido a la estimulacién nociva prolongada: tejido dafiado e inflamacién,
lesidn y daflo de tejido debidos a estimulos mecénicos, térmicos o quimicos, que evocan una reaccion
inflamatoria como parte del proceso de curacién, Por tiltimo, 3) la tercera fase se establece como una
percepeién dolorosa anormal, que en algunas ocasiones se desarrolla inicialmente a consecuencia de un
mal funcionamiento del sistema nervioso periférico o central. La fase 1 podria asociarse al dolor agudo
¥ la fase 2 al dolor crénico, y su clara distincién como mecanismos neurofisiolégicos diferentes es

critica. Figura 3.
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Ninguna medida describe adecuadamente al dolor. La palabra dolor cubre un basto rango de
fenomenos que van de la bien conocida sensacion aguda que dispara una respuesta nociceptiva, a un
dolor difuso y de larga duracién o dolor cronico que puede transformarse en un estado patologico. Por
un lado, cuzndo ocurre una lesion da lugar al dolor agudo conducido por el sistema lateral (Melzack,
1990b) que es breve y rapidamente surge y decae en intensidad (por ejemplo: al pincharse un dedo).
Esta fase subita es de conduccion rapida y provee una localizacion somatotdpica precisa. Este tipo de
dolor normal esta presente en todos los individuos, es util y es un componente necesario de nuestro
repertorio sensorial Sin este tipo de sensacion protectora dolorosa, nuestra vida diaria, aun la
supervivencia, seria dificil como evidencian-algunos padecimientos que cursan con analgesia congénita
(Sweet, 1981} Este dolor es evocable por pruebas experimentales tales como. plancha caliente, cola
pinchada y movimiento reflejo de la cola (Mantz et al, 1989, Saadé et al., 1997).

El dolor 16nico o crénico es evocado por otro sistema neural. Este dolor es persistente, se genera
después de una lesion en un nervio o inflamacion y se conduce por el sistema medial que pasa por los
tractos centrales del tallo cerebral y los niicleos intralaminares talimicos. Muchos de estos tractos
mandan impulsos al sistema limbico que incluye regiones subcorticales del cerebro, responsables de los
procesos afectivos Segiun Melzack (Melzack, 1990b, Melzack y Fuchs, 1997), este sistema es el
responsable del componente emocional o afectivo del dolor que produce las cualidades desagradables
{para una interpretacion contraria ver (Wall, 1997)). El sistema medial conduce sefiales lentas y no
provee informacion precisa durante las emergencias Por el contrario, se ajusta mas & producir
sensaciones que ayuden a asegurar la sobrevida del individuo que fue herido, sufre y debe permanecer
inactivo hasta curarse En ocasiones, los cambios en el sistema nervioso central persisten después de la
lesion. Este dolor puede tener efectos importantes en el sistema nervioso periférico y central como
provocar la sensibilizacion, es decir se incrementa la excitabilidad, al grado que el sistema puede ser
activado por estimulos inocuos (Coderre et al., 1993b; Miller y Woolf, 1997).

Estos cambios pueden durar horas ¢ mds en la ausencia de estimulos presentes. Esta
excitabilidad aumentada ha sido observada en neuronas espinales y cerebrales (Coderre et al., 1993b;
Condés-Lara et al., 1996; Dubner et al., 1987; Gilbaund et al., 1990). En estas condiciones la inmediata
comelacion entre descargas de nociceptores penféricos y la sensacion de dolor se pierde. Esta fase se
caracteriza por impulsos centrales inicialmente generados por la entrada de informacion periférica, pero
no necesariamente mantenida por ellos (Cervero y Laird, 1991). Es decir, ocumen cambios centrales

plasticos debidos a la activacion de este sistema (Coderre et al., 1993b).



MODELOS ANIMALES DE DOLOR CRONICO.
El dolor ¢crénico es de gran importancia medica, social y econdmica. Se estima que ur tercio de
la poblacién econémicamente activa de los paises desarrollados sufre de dolor crénico (Fordyce, 1995).
Se han desarrollado varios modelos animales de dolor cronico, para entender la complejidad de
las condiciones dolorosas en humanos y sus posibles tratamientos para aliviarlo (Albe-Fessard et al.,

1950). Esquematicamente se clasifican en tres grupos:

Foco Cenmtral Trritativo: las aferentes no son modificadas y se crea un foco excitatorio en centros
nerviosos. Este modelo puede ser desarrollado formando focos irritativos en el nicleo del trigémino
aplicando gel de aluminio. También se ha reportado que es posible crear focos excitatorios a partir de la
aplicacion tépica de estricnina y mediante la inyeccion intracerebral de substancias que suprimen el
efecto central inhibidor como lo son: la toxina de tétanos, la estricnina y la penicilina (Levitt, 1985). En
este modelo se ha observado que se presentan respuestas anormales a la estimulacion tictil y en
ocasiones conductas de auto-agresion. Este comportamiento producido por focos irritativos centrales se

ha interpretado como dolor creado por la hiperestimulacion de vias centrales nociceptivas.

Deaferentacion: modelo en el que se suprime la entrada de informacién periférica. Este modelo
pretende reproducir dolores humanos por constriccion, corte de raiz dorsal, rizotomia, (Lombard et al.,
1979}, ligadura (Bennett y Xie, 1988) o denervacién de un nervio (Wall et al., 1979). A causa de este
trauma en el nervio, se desarrolla la conducta de auto mutilacion aparentemente relacionada con dos
factores: activacion ectdpica del neuroma que se forma al cortar el nervio (Devor y Raber, 1983) yala
supresion de informacion periférica aferente. Se ha sugerido que la posible causa de la aparicion de esta
conducta anormal es la existencia de una zona de total insensibilidad rodeada por una zona
hiperalgésica. Este es un modelo que ha sido ampliamente discutido en el campo del dolor por las
implicaciones éticas que conlleva la conducta de auto mutilacién, donde el animal se desprende de

partes de su cuerpo.
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Existe un amplio debate de este modelo de anestesia dolorosa. Algunos investigadores
defienden la postura de que los animales se comen la extremidad como respuesta  un dolor disestésico
discontinuo parecido al experimentado en padecimientos humanos como el miembro fantasma
doloroso, plexos braquial doloroso, etc. (Coderre et al,, 1986; Devor et al., 1982). Por el contrario,
existen otros investigadores que proponen que éste, es un modelo en el que el animal ataca a su propio
cuerpo por considerar la zona afectada un apéndice insensible. Para discusion y revision del tema ver

(Coderre et al., 1986).

Hiperestimulacion: se incrementa la informacién periférica. El modelo se produce mediante la
inyeccion de carragenina o formalina. Estas substancias son inyectadas subcutineamente, generalmente
en la pata del animal. La inyeccién tiene por objeto provocar un dolor cutaneo mediante un proceso
inflamatorio.

Una de las maniobras experimentales mas usadas con base en el modelo de hiperestimulacion es
la prueba por infiltracidn subcutinea de formalina. Esta es una prueba ampliamente usada como
modelo de dolor tonico (Coderre et al., 1993a, Wheeler-Aceto et al,, 1990). Consiste en provocar
inflamacién local en la pata de la rata causada por la inyeccion de formalina (solucion diluida de
formaldehido y solucién salina). Este estimulo difiere de otras pruebas de dolor en cuanto que produce
una lesién moderada del tejido, y ha sido asociado con escalas subjetivas basadas en la postura del
animal, (Coderre et al., 1993a) (Wheeler-Aceto et al., 1990). Lo ideal seria tener un comportamiento
espontanec que pudiera ser cuantificado “objetivamente” (Levitt, 1985). El curso temporal de estd
prueba esta definido por una primera fase temprana que empieza desde el momento de ia inyeccion
continuando por aproximadamente 5 minutos de dolor agudo, después de lo cual la nocicepcion se
reduce considerablemente. La segunda fase o fase tardia esta caracterizada por el aumento del nivel
doloroso de moderado a alto y que comienza a partir de los 10-15 min después de la inyeccion de
formalina. Los comportamientos asociados al dolor en esta fase tardia persisten por hasta lhr. o mis,
dependiendo de la concentracion de formalina. La primera fase se piensa se debe a una activacion
directa de los nociceptores periféricos; mientras que la fase tardia se cree puede estar relacionada con el
desarrollo de la inflamacién y la sensibilizacion de neuronas centrales nociceptivas. La infiltracidn de
esta substancia induce conductas relacionadas al dolor donde: la rata eleva la pata, la lame

repetidamente y algunas veces la muerde o Ja sacude.
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La inyeccion de la formalina como agente inflamatorio nociceptive, comparte muchas
caracteristicas con la carragenina (CAR). Sin embargo, el tiempo de aparicion {1hr) y la duracién de fa
hiperalgesia (2-4hrs) provocado por la infiltracion de carragenina es considerablemente mayor que el
de formalina (0 y 1lhr respectivamente) {Albe-Fessard et al,, 1990). Por consiguiente, con este Gltimo
modelo, es posible evaluar la conducta asociada a un estimulo doloroso tonico de mayor intensidad y
duracidén, En comparacion con otros modelos animales de dolor crénico como el de denervacion y
produccion de un foco irritativo, €l modelo de hiperexcitabilidad por infiltracién de carragenina o
formalina no compromete la integridad fisica del animal. La eficacia de la carragenina en producir
procesos de dolor ténico, ha sido corroborada en varios estudios (Condés-Lara et al., 1996; Fletcher et
al., 1996).

Se ha descrito que la inflamacién puede causar la sensibilizacién de fibras neciceptivas que
generalmente estan “silentes” o inactivas, desarrollande descargas espontaneas, y siendo mas sensibles
a estimulacidn periférica (Miller y Woolf, 1997, Wall, 1997). La sensibilizacion de los nociceptores
depende de una cascada de segundos mensajeros, desencadenada por mediadores inflamatorios
liberados por ¢l tejido dafado como: las bradiquininas, las prostaglandinas, 1a serotonina y la histamina
(ver anexo -inflamacién-). Dos mecanismos operan en la sensibilizacién nociceptiva; primero, un
cambio en la sensibilidad de transduccién de los nociceptores terminales en la periferia, y segundo, un
cambio en la sensibilidad de las neuronas en la médula espinal. Estos mecanismos representan la
sensibilizacién periférica y central (Miller y Woolf, 1997). La hiperalgesia primaria se cree debida a la
sensibilizacion de los nociceptores durante el proceso inflamatorio nocivo y a un bajo umbral de dolor,
lo que prevoca incremento del dolor en la lesidn y en ocasiones genera conductas en respuesta a este
proceso.

En el modelo de hiperestimulacion, la conducta del animal es medida como un parametro para -
evaluar !a presencia y la intensidad del dolor. Esta puede consistir en una reaccion hiperalgésica o un
verdadero dolor cronico. La conducta clasica que se correlaciona con el dolor es ta vocalizacion, asi
como rasquidos y mordeduras del area periférica involucrada, es decir, conductas de auto lesion {Albe-

Fessard et al., 1990).



CONDUCTA DE AUTO LESION.

La conducta auto lesiva o conducta de auto lesion (CAL) se considera como una sefial que
evidencia el dolor. Se ha propuesto que dicha conducta refleja la entrada de informacion periférica de
mensajes nociceptivos persistentes a estructuras centrales (Albe-Fessard et al., 1990 ). El complejo
patrén de comportamiento sugiere un esfuerzo a escapar de las sensaciones desagradables. Sin
embargo, la conducta se presenta de manera espontanea, como un proceso no continuo, por lo que no se
le considera como un dolor permanente y severo.

La CAL se ha definido como el desorden en el que la lesion es producida por el mismo
individuo sobre partes de su cuerpo por mordeduras o rascaduras intensas (Levitt, 1985). Ha sido
denominada de diferentes maneras dentro de la literatura cientifica. Existen articulos que la definen
como conducta (de); autodestruccién, auto-dirigida, auto-ataque (Levitt, 1985), auto lesion {Gualtieri y
Schroeder, 1990; Okamura et al, 1997, Winchel y Stanley, 1991) , auto-agresion, mordeduras y
rasgufios (Levitt, 1985). Para fines practicos, en esta tesis se utiliza el término mas cominmente usado
de CAL. La CAL se ha descrito detalladamente en pacientes humanos con el sindrome de Lesh-Nyhan
(Goldstein et al,, 1986), sindrome de Gills de la Tourrete (Buitelaar, 1993), con analgesia congénita
(Sweet, 1981), asi como en otros desordenes psiquidtricos como: trastorno obsesivo compulsivo
(TOC), esquizofrenia y depresion (Sandyk, 1992).

Los investigadores han desarrollado modelos animales para el dolor crénico en un intento de
replicar sindromes que afligen a los humanos. Dichos modelos nos permiten identificar y caracterizar
los mecanismos que subyacen a los trastornos humanos, usando técnicas invasivas que no se usan en
investigaciones con sujetos humanos. Sin embargo, como se discute en el trabajo de revisién de Levitt
{Levitt, 1985) este fendmeno conductual (auto lesion) ha sido reportado en algunos articulos de
manera anecdotica o tangencial pero no ha sido debidamente caracterizado. Por ejemplo, los
veterinarios observan comunmente que los animales se soban, rascan vigorosamente, se lamen,
acicalan o auto mutilan, como signo de un dolor que va de moderade a alto (Levitt, 1985), Por otra
parte, también existen investigaciones en los que se han documentado diferentes manipulaciones
experimentales que pueden evocar esta conducta. Ejemplos de estas manipulaciones se pueden resumir
esquematicamente en: el modelo de poliatritis, [a creacion de focos epilépticos, mediante la infiltracidn
de agentes imritativos, inflamatorios o algogénicos {Lewvitt, 1985) e hipersensibilizacion de vias
centrales dopaminérgicas (Feenstra et al., 1992; Goldstein et al., 1986; Gualtieri y Schroeder, 1990;
Okamura et al., 1997). Existe evidencia sustancial que sugiere que esta conducta auto dirigida es una

respuesta, de los animales no humanos a estimulos periféricos nocivos, pero también es reflejo de una
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sensacion aversiva en respuesta a la excitacion local central (Levitt, 1985). Mas ain, la CAL es un
signo de dolor crdnico en el animal (Kupers et al,, 1992).

Se sabe muy poco del repertorio de conductas evocadas por estimulos desagradables, sin embargo son
pocos los estudios que se han dedicado a tratar de desentraiiar las causas probables y el significado de
estos comportamientos. Esta CAL refleja el mas elevado nivel de integracién de un patron complejo
natural de conductas relacionadas a estimulos dolorosos, y debe de ser estudiado a mayor profundidad
(Levitt, 1985). Se ha sugerido que esta conducta no solo estd asociada a los enigmas det dolor cronico,
sino también a dolores disestésicos. En  animales experimentales al igual que en humanos, se ha

sugerido la presencia de disestesia en la parte del cuerpo que es agredida.



DISESTESIA.

Algunas formas de dofor crénico son reconocidas como dolor disestésico por 10 que comparten
muchas caracteristicas. El término disestesia se ha definido como una experiencia corporal anormal no
agradable. Una sensacion aversiva, anormal, quemante y apretujante. L.a caracteristica mas distintiva
de la disestesia es su anormalidad, pues es un fendmeno subjetivo sensorial relacionado anormalmente
con la estimulacion del cuerpo. Se ha mencionado por algunos investigadores que estas sensaciones se
deben parcial o enteramente a la excitacidn patofisioldgica de nervios periféricos (Levitt, 1985).
Asimismo, se ha sugerido que Ias disestesias dolorosas iniciadas por estimulacién de nervios
periféricos, con el tiempo se convierten en disestesias dolorosas cronicas, mantenidas por otras
funciones neurales centrales. Lo anterior provoca que se establezcan circuitos actividad auto-sostenida
que abarcan extensas regiones del cuerpo, es decir, se desencadenan fenomenos de plasticidad
neuronal.

Una lesion olvidada por un hombre puede causar una vida de agonia para otro. Esta es otra de
las caracteristicas que comparten los dolores disestésicos y el dalor cronico, la variabilidad. Este
elemento es uno de los enigmas persistentes del dolor, ya que la cantidad de dolor o disestesia sufrida
por diferentes individuos a consecuencia de los mismos estimulos intensos o lesiones, es muy diferente
{Melzack y Wall, 1996). Es importante hacer notar, que esta variabilidad se da en la incidencia y en ¢l
curso temporal  de la sensacién desagradable entre individuos. En este tipo de sensaciones dolorosas
desagradables asi como en el dolor crénico se ven claramente involucrados factores genéticos,
cognoscilivos y afectivos no muy bien identificados hasta e} momento. En cuanto al factor afectivo, el
sistema limbico ocupa un lugar importante en referencias asociadas al papel que juega este sistema en

los procesos cerebrales relacionados con la emocion.
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SISTEMA LiMBICO.

Charles Darwin, en “La expresion de las emociones en ¢l hombre y los animales”, escribio
sobre la expresion de las emociones como comportamientos sujetos a procesos de evolucién. Darwin
distingui6 a las expresiones faciales como caracterizaciones de las distintas emociones como el
dolor, la pena y el gozo, que extendidas hacia peldaiios inferiores en la escala zoologica tienen un
significado evolutivo importante, puesto que comunican inmediatamente a otros individuos, si una
situacién particular es fuente potencial de peligro o placer (Darwin, 1872). Darwin fue de los
primeros que dirigio la atencion a los procesos emotivos. En esta misma época (1878) Pierre Pau!
Broca, afamado antropologo y neurdlogo sentd las bases anatémicas de lo que €l llamaba el “gran
J6bulo limbico”, refiriéndose al anillo de tejido que forma la pared medial de cada hemisferio
cerebral y la circunvolucién del hipocampo, asi como otras estructuras del cerebro medio.
Asimismo, sugirié que este procesa la informacion y que dicha informacion es llevada dorsalmente
al giro cingulado, donde podria ser que se formaran las asociaciones con doler y placer (Schiller,
1992).

Posteriormente en 1937, Papez (Papez, 1995) relaciond el cerebro limbico con las
emociones. En 1952 McLean, (McLean, 1990) expande la visién de este concepto; sugiere que el
{obulo limbico esta involucrada en la elaboracién de las expresiones de las emociones y acuiia el
término de sistema limbico para referirse a este circuito funcional. EI mismo McLean en 1990
(McLean, 1990), propuso que este lobulo limbico esta constituido por un anillo filogenéticamente
antiguo que da el componente emocional de lo que sentimos.

El sistema limbico incluye estructuras conticales: corteza olfativa, formacién hipocampal,
giro cingulado y giro subcalloso; asi como estructuras subcorticales: amigdala, septum, hipotalamo,
epitalamo nicleos anteriores del talamo y parte de los ganglios basales. Ahora es claro, que el
sistema limbico no es un irea tan bien definida en realidad, pues comparte conexiones directas con
numerosas regiones del sistema nervioso central, influenciando mecanismos de conducta,
autonomicos y neuroendécrinos (Chapman, 1996; Swanson, 1997). El sistema limbico trabaja en
colaboracién con otros sistemas cerebrales. Por lo tanto, una teoria completa de la funcion del
sistema limbico puede ser desarrollada solo en conjuncién con un mayor entendimiento del cerebro
entero. Debe notarse que aunque mucho de la circuiteria limbica se ha identificado, 1a contribucion
especifica de cada circuito a conductas emocionales y cognoscitivas no han sido bien identificadas

hasta el momento (Clark y Boutros, 1999),
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El sistema limbico esta identificado como un elemento crucial para la explicacién de la de
los substratos neurales de la emocion. Este sistema es importante en la integracién y expresion de las
emociones. “Ningiin aspecto de nuestra vida mental es mas importante que nuestras emaciones.
Ellas definen quicnes somos en nuestro propio ojo mental, asi como en los ojos de los demas.
Intentos de relacionar la emocion al cerebro son intentos de entender la esencia de la existencia”
(LeDoux, 1997). Asi, en las investigaciones de dolor el componente emocional debe ser
fundamental pues al parecer soporia la adaptacion y la supervivencia facilitando aprendizaje,
memoria y procesos cognoscitivos retacionados.

Mas atin, existen claras evidencias de que los componentes afectivos del dolor contribuyen
al aprendizaje operante (estimulos reforzadores) y condicionamiento clasico (asociacion de
estimulos). La asociacion dolor-emocién influencia fa memoria (McLean,1997; LeDoux,1997). El
sistema limbico controla mucha de la formacidon de la memoria. A mayor emocion mayor
aprendizaje. Es increible que hoy en dia, investigadores interesados en los mecanismos de dolor se
enfoquen casi exclusivamente a procesos sensoriales, ignorando simplemente la pregunta de porque
los disturbios del dolor nos perturban y compelen para buscar alivio.

Existe una fuerte evidencia de que la formacién reticular de tallo cerebral y el sistema
limbico que reciben proyecciones de componentes espinoreticulares y espinotalamicos de las vias
anterolaterales somatosensoriales, juegan un papel particularmente importante en la dimension
afectiva del dolor (Chapman, 1996). La evidencia actual muestra que las estructuras limbicas
(Figura 4) ademas de jugar un papel en muchas otras funciones, proveen una base neural para el
componente aversivo y afectivo del dolor (Chapman, 1996; LeDoux, 1997, McLean, 1997). Aunque
aiin no se han identificado, por completo, las relaciones funcionales y las conexiones entre el
procesamiento nociceptiva y el procesamiento limbico, existen evidencias psicoquirirgicas,
electrofisiologicas y de imagenes funcionales que apuntan a que uno de los candidatos de

integracion de la experiencia dolorosa es la corteza anterior del cingulo (CAC).
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Figura 4. Principales estructuras del Sistema Limbico (hipocampo,
micleos anteriores del tilamo, amigdala, hipotdlamo) y estructuras
asociadas a este sistema (bulbo olfatorio y 16bulo frontal. En ei
lébulo frontal se encuentra la corteza anterior del cingulo).
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CORTEZA ANTERIOR DEL CINGULO.

La corteza del cingulo esta localizada en la superficie medial del cerebro superior y lateral al
cuerpo calloso. Es un componente mayor del sistema limbico y esta involucrado en el procesamiento
de la informacion afectiva, cognoscitiva, sensoromotora, visuoespacial, procesos atenlivos y
funciones de aprendizaje y memoria.

La region posterior y la anterior de la corteza del cingulo son muy diferentes en estructura,
conexiones y funciones. La corteza anterior del cingulo es citoarquitecténicamente agranular, y
posee prominentes neuronas piramidales en la lamina cinco que proyectan a muchas partes de los
sistemas motores incluyendo la médula espinal dorsal, el nicleo rojo, el estriado, el tallo cerebral, el
nicleo pontino y ia sustancia gris periacueductal. Estd involucrada en las llamadas funciones
gjecutivas incluyendo la regulacion autondémica y esqueletomotora, comportamientos relacicnados al
afecto y procesos cognoscitivos asociados a los eventos premotores (Devinsky et al., 1995; Vogt,
1997).

La nomenclatura citoarquitecténica de Brodmann para la corteza del cingulo ha sido usada
muy frecuentemente en el Gltimo siglo y permanece como la norma para estudios en el cerebro
humano. La CAC en todas las especies de mamiferos contiene las areas: rostroventral 25, rostra) 24
y dorsal al cuerpo callose, y un area de transicion de la corteza frontal al cingulo, el area 32. En la
rata a estas regiones se les ha asignado otra nomenclatura. De acuerdo al mapa de Paxinos y cols.
{Paxinos y Watson, 1982) se subdivide en: drea 2 de la corteza frontal (Fr2), areas 1-3 de la corteza
del cingulo (Cgl, Cg2 y Cg3) y la corteza infralimbica (IL).

Por no tener una contribucion uniforme en la actividad cerebral, la CAC se divide
funcionalmente en componente cognoscitivo y afectivo. La division cognoscitiva incluye las areas
24 caudal y 32 de Brodmann, las Areas motoras del cingulo que envian informacién a la médula
espinal y también a la corteza nocicepliva invelucrada en la seleccion de respuesta y procesamiento
de informacion para su integracion cognoscitiva. Por su parte, la region afectiva incluye las areas 25,
33 y 24 rostral. Esta division tiene abundantes conexiones con la amigdala y la substancia gris
periacueductal, y parte de éstas se proyectan a los nicleos motores autondmicos del tallo cerebral
para regular funciones autondmicas. Mas ain, la CAC regula funciones endocrinas; esta involucrada
en el aprendizaje emocional condicionado, vocalizaciones asociadas a la expresion de estados
emocionales, valoracion de contenido motivacional y al balance emocional de estimulos externos e

internos (Porrino y Goldman-Rakic, 1982).
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La CAC se encuentra en posicién para filtrar y controlar la relacion entre ef sistema limbico
y las estructuras esqueletomotoras y autonémicas del sistema nervioso. La CAC esta involucrada en
el planeamiento de actividad motora (funciones promotoras), la memoria y la seleccion de
respuestas motoras y autondmicas asociadas con la emocion incluyendo, respuestas a estimulos
nocivos. La actividad de la CAC ocurre unos milisegundos antes de la ejecucion del
comportamiento, esto sugiere que participa en la planeacion, inicio y ejecucién del comportamiento.
La CAC junto con los ganglios basales representan el sistema anterior de la atencion. Este sistema
juega un papel ejecutivo en el control de varias areas del cerebro para llevar a cabo tareas
cognoscitivas complejas. La CAC no es el sitio anatémico donde se percibe la emocion, pero si
contribuye a la respuesta emocional completa o activacion de estados viscerales y somaticos que son
importantes en la experiencia de la emocion (Clark y Boutros, 1999).

La CAC es un componente mayor del sistema medial del dolor. La regidn parece no
participar en la localizacion somatotopica, ya que los estimulos nocivos aplicados en cualquier parte
del cuerpo provocan la activacién de estas neuronas. La activacion generalizada, junto con el hecho
que la CAC recibe proyecciones del micleo talimico medial, hace de la CAC parte del sistema
medial del dolor. La CAC parece estar involucrada en valorar el contenido afectivo de estimulos
nocivos, en seleccionar una respuesta motora al estimulo, y en el aprendizaje asociado a la
prediccion y evitacion del estimulo. Se ha propuesto que la CAC organiza la respuesta apropiada al
dolor. La CAC proyecta al mesencéfalo y substancia gris periacueductal, un area reconocida en la
regulacién de la percepcion del dolor (Clark y Boutros, 1999).

En general la CAC parece ser crucial en fenémenos de iniciacidn, motivacién y conductas
dirigidas a una meta. Lz actividad excesiva de esta drea, como durante una descarga epiléptica, se ha
observado que altera tos estados de conciencia, estados afectivos, la expresion de las emociones, ast
como la actividad esqueletomotora y autondmica. En patologias clinicas se ha descrito que la
hiperactividad del cingulo provoca conductas psicopaticas, sociopiticas asi como ftics,
comportamiento social aversivo, sindromes como el de Gills de la Tourrete y trastorno obsesivo
compulsivo (Devinsky et al., 1995). Por el contrario, la ausencia o disminucion de la actividad del
cingulo, producida por lesiones quirirgicas o infartos, contribuye a desordenes que incluyen el
mutismo aquinético y la disminucidn en: la percepcién de autoconsciencia, la iniciacion motora, la
depresion, asi como la reduccion del comportamiento aversivo y la respuesta al dolor (Foltz y
White, 1962).
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La evidencia de que ¢l cingulo esta relacionado con el procesamiento de las emociones fue
establecida por Papez en la década de los 30. Por més de cuatro décadas se ha utilizado la ablacién
de la CAC (cingulectomia) o Ia seccién del haz del cingulo (cingulotomia) en el mancjo de
pacientes con cincer, asl como para pacientes con dolor crénico, que presentan dolor refractario al
tratamiento farmacolégico. También se ha utilizado en pacientes psiquitricos con trastornos de
neurosis obsesivo compulsiva y en pacientes con depresién. Los pacientes con cingulotomia
reportan que pueden identificar la fuente de Ja estimulacién sensorial nociva en su cuerpo, pero el
dolor ya no les importa, es decir pierde el dolor su cualidad de alarma desagradable (Foltz y White,
1962) (Figura 5). Estos hechos ponen de manifiesto el importante papel que juegan estructuras
prefrontales, como la corteza del cingulo en el matiz afectivo de procesos relacionados con dolor

persistente (Davis et al., 1994; Hassenbusch et al., 1990; Hurt y Ballantine, 1974).

Figura 5. Cingulotomia. Procedimiento quirirgico en el que se lesiona o secciona la
corteza del cingule. La flecha ( —p ) indica el lugar en el que se realizé la lesién por
radiofrecuencia en este paciente. A. Corte Sagital de la imdgen de resonancia magnética
del cerebro del paciente al que se le realizé la cingilotomia. B. Corte Coronal de la
imégen de resonancia magnética del mismo paciente.
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Recientemente, en estudios de dolor con tomografia por emision de positrones y resonancia
magnética funcional, se ha mostrado la activacion de la CAC en respuesta a diferentes estimulos
nocivos (Casey et al.,, 1994). Como ejemplo de estos trabajos tenemos el de Rainville, que observa
aumento de la actividad de 1a CAC, cuando los pacientes reportan una asociacion displacentera con
un estimulo térmico (Rainville et al., 1997). Asimismo, Craig y cols. en otra investigacién, destacan
la importancia de la CAC como componente en el procesamiento de lo desagradable de la
informacion dolorosa, al ver activada esta area en un individuo al cual se le presenta una ilusién
sensorial no algésica, pero que el individuo reporta como dolorosa (Craig et al., 1996).

En experimentos con animales no humanos, las lesiones y estimulaciones de 1a CAC han
arrojado  resultados interesantes. Se ha visto que la lesion o interrupcidn funcional de la CAC
provoca la disminucion de ia sensacion at dolor y por otro lado, su activacion provoca el aumento de
la sensacion nociceptiva, evaluada a través de la conducta de autotomia {Vaccarine y Melzack,
1991; Vaccarino y Melzack, 1989). Asimismo, la estimulacién previa y simultanea a un proceso
inflamatorio cronico, facilita la conducia de autotomia (Pellicer et zl,, 1999a). También se ha
observado que hasta un 70% de las neuronas de la CAC responden a estimulos nociceptives (Pirot
et al., 1996). Otros experimentos han mostrado ademas que algunas neuronas de esta area responden
a estimulos nociceptivos eléctricos, mecanicos, térmicos y quimicos, tanto de forma contralateral,
como ipsilateral al lado de la estimulacion. Aunado a esto, es importante hacer notar que la CAC
también ha sido asociada al procesamiento de informacién atentiva y de preparacion motora en
multiples estudios (Derbyshire et al., 1998),

Todos estos fendmenos bien podrian estar activando un complejo de redes neuronales para
la preparaciéfl y respuesta, como procesos aislados o bien relacionados con la diversidad de las
respuestas a estimulos nocives. Esto indica la alta complejidad y selectividad de la CAC al
procesamiento de informacion nociceptiva asociada al componente afectivo cognoscitivo del dolor.

Por otro lado, una de las estructuras estrechamente relacionadas con el sistema Jimbico es el
ATV, cuyas proyecciones dopaminérgicas hacia la CAC, son de interés para el estudio del dolor,

como se muestra en el presente trabajo.
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AREA TEGMENTAL VENTRAL.

Los ganglios basales (GB) han sido tradicionalmente involucrados casi de manera exclusiva
con el control del movimiento (Hall y Robinson, 1998; Mink, 1999}, Sin embargo, en estudios
neurofisicldgicos, clinicos y conductuales recientes se indica que los GB procesan la informacidn
somatosensorial nociva y no nociva {Chudler y Dong, 1995). Aunque su significado funcional no
esta del todo clara, ahora es ampliamente aceptado que los GB contribuyen a una variedad de
funciones conductuales cognoscitivas y de procesos limbicos, aunados ademas a la regulacidn del
control motor {planeamiento y produccién) (Mink, 1999), incluyendo el control ocule-metor,
(Crutcher, 1997,

Los GB estan conformados por muchos componentes. Los componentes tradicionales de los
GB son el globus pallidus, el putamen y nicleo caudado {Crutcher, 1997). Por sus similitudes en
origen embriolégico, citologia y conectividad, otros nicleos se han considerado como parte de los
GB. Los nucleos incluyen niicleo accumbens, partes del tubéreulo olfativo ,pallidium ventral, nicleo
subtalamico, substancia nigra (Crutcher, 1997) y recientemente, drea tegmental ventral (ATV)
{Clark y Boutros, 1999). Aunque muchos consideran al ATV como parte del cerebro medio, y las
demds estructuras del GB son parte del cerebro anterior, las estructuras del los GB estan
intimamente ligadas al ATV en términos anatomofuncionales (Crutcher, 1997),

Et ATV contiene al grupo Al0 de neuronas dopaminérgicas que consiste de un pequeiio
grupo heterogéneo de células que subyacen juntas, cerca de la linea media en la base del tegmentum
del cerebro medio (mesencéfalo) (Oades y Halliday, 1987). Aparece como una extension
ventromedial de la substancia nigra compacta, por lo que también se le ha identificade dentro del
“complejo nigral” (Clark y Boutros, 1999).  Las neuronas del ATV han sido agrupadas en
diferentes nicleos: el nicleo paranigralis, €l nicleo interfascicularis, el nicleo parabrachialis
pigmentosus y el nicleo linearis rostral y caudal. Cerca de sus bordes poco definidos se encuentran
neuronas dopaminérgicas (A8, A9- substancia nigra, All- grupos de células taldmicas) y neuronas
que contienen 5-HT (BB). El ATV ha sido localizado en peces y aves. También, en mamiferos que
van de los roedores al hombre (rata, conejo, perro, gato, primates no-humanos y el hombre) se ha
encontrade una gran similitud en este niicleo, ‘

Alrededor y a través del nicleo Al0 pasan fibras de naturaleza noradrenérgica,
serotoninérgica, peptidérgica y dopaminérgica (Oades y Halliday, 1987). El ATV proyecta fibras
neuronales a una gran variedad de nucleos. Setenta porciento de las proyecciones del ATV son
dopaminérgicas cuyas principales terminales estan en: amigdala, neoestriado, septum lateral, niicleo

accumbens (Na) . tubérculo olfativo, corteza etorrinal ,corteza prefrontal (CPF)} y corteza del
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cingulo. Dentro de las conexiones eferentes dopaminérgicas del ATV se han distinguido dos
diferentes sistemas por su distribucion y funcién : i) Sistema mesolimbico: que proyecta del ATV al
componente medial del sistema limbico, el Na, el nicleo de la estria terminalis, los nicleos de la
amigdala, el hipocampo, el nucleo septal lateral y medial fiontal, la CAC y la corteza etorrinal; y ii)
Sistema mesocortical: con proyecciones a la neocorteza, y mas densamente a la corteza prefrontal,
area involucrada en la motivacion, la planeacién, la organizacién temporal del comportamiento, la
atencion y la conducta social. Estos dos sistemas se han asociado a sintomas de diferentes
enfermedades neurolagicas y psiquiatricas como; esquizofrenia, Parkinson, Gills de la Tourrette,
trastomo obsesivo compulsivo etc. (Kandel et al., 1991). Estas evidencias anatomofuncionales
muestran que el sistema dopaminérgico del ATV esta en una posicién clave para jugar un papel
importante en las relaciones fisiologicas entre el sistema limbico, los ganglios basales y la corteza.

El ATV tiene proyecciones dopaminérgicas muy importantes a la CAC (laminas II a V) por
el sistema mesolimbico y mesocortical, asi como a través del haz medial del cerebro anterior (hmca)
(Carlson, 1998; Kandel et al., 1991; Mantz et al, 1988). Este mismo haz de fibras de pequeiio
didmetro y no mielinizadas que también proyecta fibras noradrenérgicas (NA} al complejo
hipotalamico, los GB, el septum lateral y el nicleo amigdalino medial, ha sido involucrado en
procesos de reforzamiento y estrés (Carlson, 1998; Chapman, 1996; Franklin, 1989; Kandel et al,,

1991). La mayoria de las fibras del ATV ascienden por medio de este haz de fibras. Figura 6.
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Figura 6. Representacion esquemdtica del cerebro de rata A. Sistemas mesolimbico y
mesocortical dopaminérgico que tienen como origen el A10. Conexiones neurales del ATV con
otros grupos neuronales (Locus ceruleus, habénula, nicleo central amigdalino, septum lateral,
estriado, niicleos A8 YA, hipecampo, corteza prefrontal y CAC; y una estructura de referencia
{cuerpo calloso). Kandel et al, 1991; B. Corte coronal que muesira la localizacién
neurcanatémica del drea tegmental ventral en relacién con otras estructuras cerebrales {(cuerpo
calloso, hipocampo y substancia nigra). Carlson 1998.
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Por otro lado, ¢l ATV recibe una muy diversa y prolifica cantidad de informacion
principalmente de las siguientes estructuras: el niicleo rafe, los nucleos catecolaminérgicos ( Al, AS,
A6, A7, A8 y AlQ), el cerebelo, el locus coerulus, los nicleos oculomatores, la habénula, el
hipotalamo, el tilamo medial dorsal, el nicleo rojo, el bércule clfatorio, la substancia innominata,
la amigdala, la estria terminalis, el estriado, el Na, el cingulo, las cortezas infralimbicas (area 25) y
la corteza frontal medial (area 32). También recibe proyecciones de la substancia nigra (SN), la
corteza entorrinal, el hipocampo y las fibras del fornix. Muchas de estas estructuras muestran
conexiones reciprocas con el ATV.

En estudios anatomicos se muestra claramente que el ATV en peneral y sus proyecciones
dopaminérgicas en particular estan estratégicamente organizadas para influenciar la funcién neural
integrativa de diversas regiones del cerebro (Oades y Halliday, 1987). Se le han atribuido diferentes
funciones al ATV en diferentes procesos como: el reforzamiento (Carlson, 1998; Clark y Boutros,
1999), la adiccion (Franklin, 1989), el estrés (Kandel et al., 1991; Altier y Stewart, 1996) y la
relacion dolor-analgesia. En este tltimo rubro existe evidencia experimental que seiala el claro
papel del ATV en la modulacién antinociceptiva principalmente atribuible a su caricter
dopaminérgico. {Altier y Stewart, 1993).

En experimentos dentro del campo del dolor en los que se ha estimulado eléctricamente el
ATV se ha encontrado que las respuestas nociceptivas disminuyen en distintos modelos de dolor
agudo y crénico (Saadé et al., 1997). En ratas neurectomizadas, se ha observade que ia auto-
estimulacion del ATV causa disminucién de la conducta de autotomia (Sarkis et al., 1984), aunque
en otro trabajo no se obtuvieron diferencias (Gorea y Lombard, 1984). Se ha reportado que la
estimulacion eléctrica del ATV incrementa el umbral de la respuesta conductual a la estimulacton
nociceptiva mecanica (Mayer y Price, 1976) y nociceptiva térmica en la rata (Millan et al., 1987).
Mas ain, en cuanto a la relacion que guarda con la CAC, existe evidencia electrofisiologica de que
el 73 % de la actividad espontanea e inducida de neuronas nociceptivas en la CAC son
susceptibles de inhibicion per medio de Ja estimulacion eléctrica del ATV (Godbout et al, 1991,
Maniz et al., 1988; Mantz et al,, 1989; Pirot et al., 1996). Asimismo, s¢ ha encontrado que la
estimulacion periférica mecanica nociva incrementa la expresion de c-fos (Ma et al., 1993a; Ma ¢t
al., 1993b; Smith et al., 1997) e inhibe el 37 % de las células del ATV (Hentall et al., 1991). En
cuanto a la aplicacién iontoforética de dopamina en el ATV se ha mostrado la disminucién de la
actividad del 53% de las neuronas de la corteza prefrontal (Godbout et al., 1991). De igual manera,
se ha reportado que con la aplicacidn local de substancia P, es posible aumentar la actividad de 83%

de las células del ATV (West y Michae!, 1991). También se ha visto que con la aplicacion de
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agonistas opiodes , (Manning et al., 1994) y factor liberador de corticotropina (Kalivas et al., 1987)
en el ATV, se incrementa la actividad de locomocion y el metabolismo dopaminérgico.

Por el contrario, la lesion del ATV induce un incremento en la conducta de auto mutilacién
(Gorea y Lombard, 1984; Saadé et al., 1997), aumento en la respuesta conductual en pruebas de
dolor agudo (Saadé et al., 1997), potenciacién y aceleramiento de la conducta de auto lesidn
{Pellicer et al., 1995b). En otro contexto, también se ha encontrade que las neuronas dopaminérgicas
del ATV median la analgesia inducida por el estrés (Altier y Stewart, 1993; Altier y Stewart, 1996;
Enrico et al,, 1998).
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DOPAMINA,

Existen varios reportes que sugieren la importancia de los sistemas catecolinérgicos del
cerebro en el dolor cronico, disestesias y conductas de auto lesion (Levitt, 1985). Es sabido que la
cafeina potencia la accidn farmacolégica de las catecolaminas y actiia como analgésico a bajas
dosis, sin embargo, puede inducir el incremento de la sensibilidad doloresa y reactividad en ratas a
dosis altas (citado en Levitt, 1985). Por otro lado, la efectividad en el alivio del dolor cronico
conferida por algunos farmacos psicotropicos (particularmente antidepresivos) que tienen comno
mecanismo de accion la inhibicién de la recaptura de las aminas, esti dada por la accién
dopaminérgica en los fenémenos antialgésicos relacionados con procesos cognoscitivo afectivos
(Ertas et al., 1998).La dopamina (DA) per se (Figura 6), ha sido involucrada como un impontante
elemento en la modulacion del dolor. Por ejemplo, se ha mostrado extensivamente la eficacia de la
administracién sistémica de levodopa (precursor dopaminérgico) para el tratamiento de diversas
condicicnes dolorosas cronicas como herpes, dolor por cancer, dolor en pacientes con enfermedad
de Parkinson y otros dolores neuropaticos (Ertas et al.,, 1998). Sin embargo, en ratas se ha reportado
que la L-dopa (levodopa) tiene efectos paraddjicos, donde a dosis bajas facilita ligeramente el dolor
y a altas dosis provoca, después de una hiperalgesia, una respuesta antinociceptiva (Paalzow, 1992).
Se ha observado que la administracion de agonistas dopaminérgicos (anfetamina, cocaina,
apomorfina), ademas de evocar hiperactividad y estereotipias conductuales, como morderse o
movimientos circulares repetitivos (St-Pierre y Bédard, 1995), provocan analgesia (Akil y
Liebeskind, 1975), a tal grado que la administracion de anfetamina o cocaina se ha establecido como
un modelo para evaluar otros farmacos en condiciones dolorosas {Lin et al., 1989). Paraddjicamente
se ha reportado que agonistas dopaminérgicos también producen disminucién en las conductas
antialgésicas asociadas a estimulos nocivos en modelos animales de algesia supraespinal (Lyerly et
al, 1988). Mas ain, en un trabajo con ratas deaferentadas se encontrd que era posible disminuir la
conducta de auto mutilacion con la administraciéon oral de anfetamina. De igual manera, se ha
observado que la inyeccion de DA intra ventricular aumenta la respuesta conductual analgésica y
niveles bajos de DA reducen la analgesia inducida por morfina (Gorea y Lombard, 1984). Por el
contrario, la administracion de antagonistas dopaminérgicos (haloperidol, pimozide) en ratas, ha
mostrado tener un efecto algogénico (Klockgether et al., 1988); o bien, la reduccion de conductas
relacionadas a la analgesia (Akil y Licbeskind, 1975). Existen muchos trabajos que invitan a
profundizar en la investigacién de la relacion dolor-analgesia de la dopamina, puesto que se ha
reportado un posible efectos dosis-dependiente (Grupta et al,, 1989} o ningin efecto en algunos

nucleos de los GB (Altier y Stewart, 1993).
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Todas estas evidencias muestran de manera clara el importante papel del ATV en la
nocicepcidn  y en la actividad dopaminérgica de la CAC, que a su vez constituye una parte
fundamental del componente afectivo cognoscitivo del dolor.

Estas evidencias propiciaron que el presente trabajo se dirigiera hacia la investigacion del papel
ATV, como parte del sistema dopaminérgico mesolimbico que proyecta al CAC, y la actividad de la
dopamina per se en la CAC, en un modelo de dolor cronico inducido por la infiltracion de CAR en la
pata de la rata, evaluado con la CAL.

Aunque ¢l procesamiento de ta informacién del componente afectivo del dolor esta gobernado
por muchos neurotransmisores y la intervencién de diversas vias neurales, la dopamina en particular
parece jugar un papel relevante. En esta tesis se hace €nfasis en la importancia del sistema mesolimbico

dopaminérgico en la compleja experiencia afectiva del dolor.
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ANEXO - INFLAMACION -

La inflamacién localizada de un tejido en respuesta a una lesién, produce cambios locales en el
volimen (edema), coloracidn rojiza, calor y dolor. Muchos estimulos pueden provocar inflamacidn,
incluidos el impacto, la abrasién, la irritacién quimica, la infeccion de patégenos o las temperaturas
extremas (caliente o frio). El factor comin es que cada uno de estos estimulos mata a las células y dafia
fibras del tejido conectivo. Estos cambios alteran la composicion quimica del fluido intersticial. Células
dafiadas liberan prostaglandinas, proteinas (heparina etc.), iones de potasio, y la lesidn en si puede
introducir proteinas extrafias al cuerpo y patégenos. A este tiempo se da también dilatacion de las
venas, incrementando en el flujo de sangre y aumento de permeabilidad en las mismas. Los cambios en
el ambiente intersticial disparan un complejo proceso llamado respuesta inflamatoria. El proceso
inflamatorio promueve que se dé una reparacién temporal en el lugar del dafio, previniendo el acceso a
otros patégenos. También provoca una dispersién lenta de patdgenos lejos del sitio de lesidn y
finalmente provoca que se movilicen defensas locales, regionales y sisteméticas para facilitar la

regeneracion (Martini, 1998). Figura 7.

Figura 7. Proceso inflamatorio.
Mediadores quimicos pueden
sensibilizar las terminaciones
nociceptivas. La lesi6n o el dafio
tisular libera mediadores
quimicos que activan y
sensibilizan nociceptores. La
activacion de nociceptores lleva
a la liberacién de substancia P y
otros péptidos. La substancia P
actia en células vecinas que
provocan la excitacién de los
nociceptores. La substancia P
también produce vaso dilatacién
y el resultante edema causa mas
liberacién de bradiquinina.
Kandel et al, 1991.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de la importancia del dolor crénico en medicina y biologia, el componente afectivo
involucrado no ha sido analizado con precision hasta el momento. Existe evidencia sustancial
psicoquirirgica, electrofisiolégica y de imigenes funcionales que apuntan a que uno de los
candidatos para la integracion de la experiencia afectiva dolorosa es la corteza anterior del cingulo,
componente mayor del sistema medial del dolor. En animales de experimentacion se ha reportado
que el bloqueo del haz del cingulo con anestésicos locales, retarda la aparicion de la autotomia
(Vaccarino y Melzack, 1989). Por ¢l contrario, nuestro grupo reportd la facilitacidn de la conducta
de auto lesién mediante la estimulacién eléctrica del haz de! cingulo, previa y simultaneamente a la
induccién de un proceso inflamatorio crénico (Pellicer et al,, 199a). Para definir el papel de la
corteza anterior del cingulo en el procesamiento de la informacion nociceptiva es necesario
determinar las estructuras cerebrales, sus proyecciones y los neurotransmisores involucrados en la
emision y modulacién de informacién a este componente mayor del sistema limbico. En esta tesis se
propone la participacién del ATV y la actividad de la dopamina, en la emisién y modulacion de la

informacién nociceptiva a la CAC.

HIPOTESIS GENERAL

Todo lo anterior nos permitié postular las siguientes hipdtesis.

a) La activacion de la corteza anterior del cingulo mediante un proceso de dolor cronico
inflamatorio desencadena la conducta de auto lesion.

b) La activacion  reiterada y por tiempos prolongados del sistema mesolimbico
dopaminérgico, ya sea por estimulacion eléctrica de la estructura donde se origina este sistema
(ATV) o por la actividad local de la dopamina en la CAC, disminuye la excitabilidad en las
neuronas de esta area de la corteza (evocada por un proceso de dolor crénico inflamatorio), lo que
se refleja en una disminuci6n de ta conducta de auto lesién.

Para probar o refutar las hipdtesis mencionadas, en el presente estudio se llevaron a cabo las

series de experimentos que a continuacion se describen.
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EXPERIMENTO A

ESTIMULACION ELECTRICA DEL AREA TEGMENTAL VENTRAL
OBJETIVO:

Determinar si Ja estimulacién eléctrica diana en el drea tegmental ventrai, durante 6 dias,

modifica 12 conducta de auto lesién evocada por un proceso de dolor crénico inflamatorio.

HIPOTESIS PARTICULAR:
La activacién reiterada y por tiempos prolongados del drea tegmental ventral provoca la
inhibicion de las neuronas de la corteza anterior del cingulo (activadas por un proceso de dolor crénico

inflamatorio), 1o cual se refleja en una disminucion de la conducta de auto lesién. Figura 8.

Figura 8. Representacién esquemética de la hipdtesis del efecto de la
estimulacién eléctrica del ATV sobre el dolor crénico evaluado por la CAL.
Corte sagital de cerebro de rata, Donde\ es la estimulacién eléctrica; Area
Tegmental Ventral (ATVY, Corteza Anterior del Cingulo (CAC) y el haz medial del
cerebro anterior (hmca). La inflamacion de la pata de la rata provoca de manera
“normal” la CAL (== ). La hipétesis consiste en gue la estimulacién eléctrica del
ATV, cuya informacién se transmite por et hmea a la  CAC, provoca un proceso
analgésico, evaluado en esta tesis por la CAL =< ).
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MATERIAL Y METODO:
Los experimentos que se presentan en esta tesis fueron [levados a cabo de acuerdo con los
lingamientos éticos de la Asociacion Internacional para e Estudio del Dolor (Zimmerman, 1983), y

aprobados por los comités de Investigacion y de Etica del Instituto Mexicano de Psiquiatria.

Preparacion experimental

Se utilizaron ratas Wistar macho (250-350 g) (n=24). A 16 de las 24 ratas se les implantaron
estereotaxicamente electrodos bipolares dirigidos al ATV (A: 4.2 mm; H: 1.6 mm; L: -1.0 mm)
(Paxinos y Watson, 1982). El electrodo se fijo a la superficie del craneo con acrilico dental. El
procedimiento quinirgico se realizo bajo anestesia con pentobarbital sédico (60 mg/kg). Después de la
cirugia y en los siguientes dias del experimento, los animales se colocaron individualmente en cajas de
acrilico transparente, bajo condiciones de luz-oscuridad con ciclos de 12 horas y con alimentacion e
hidratacion ad libitnm. El periodo de recuperacion después de la cirugia fue de 84 hrs en promedio

para todos los animales.

Estimulacion Eléctrica

La estimulacién se inicid inmediatamente después de la infiltracion de CAR. Los parametros de
estimulacion fueron: pulsos rectangulares monofasicos de 0.2 ms a 100 Hz, durante 1 s cada 5 s, por 20
min diarios. La corriente utilizada fue ajustada para cada animal. El promedio de la corriente utilizada
fue de 100 pA. La cantidad de corriente para cada animal fue fijada a 10 microampers (pA) por debajo
del umbral, definido como cualquier manifestacion motora como parpadeo, guiiio de un ojo ©
congelamiento del movimiento. Cada animal fue estimulado individualmente, a 1a misma hora, dentro
de cajas de acrilico transparentes para la mejor observacion de la conducta durante la estimulacion.

El patrdn de estimulacién que se utiliza en el experimento obedece principalmente a que este
mismo parametro fue utilizado previamente con buenos resultados por nuestro grupo en otros
experimentos (Pellicer, 1999a). También se escogio dicho patron de estimulacion dado que existe gran
variedad de patrones de estimulacion en la literatura y nuestro patron de estimulacion parece

conveniente ya que se observa una respuesta motora inmediata que refleja la estimulacién del ATV.
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Induccidn del proceso inflamatorio

E! proceso inflamatorio se indujo mediante la infiltracion de carragenina (CAR) lambda
intraplantar (Sigma Chemical , Co, USA; 250 ul, al 1% en solucidn salina), inyectada subcutaneamente
en la palma de la pata trasera derecha, contralateral al sitio del electrodo de estimulacion. Se registrd
diariamente 12 medicién del perimetro plantar a nivel del metatarso utifizando un hilo y aproximando la
medicion al milimetro mas cercano (Fletcher et al., 1996). La medicion se realizé antes de la aplicacion

de la CAR, inmediatamente después y cada 24 hrs en los siguientes 7 dias.

Grupos

Se ccnformaron tres grupos: grupo experimental {Est ATV, n=8) que fue implantado, infiltrado con el
agente inflamatorio y estimulado eléctricamente. Dos grupos controles: el grupo “falso control” o Sham
(n=8) implantado e inyectado pero no estimulado; y por Uitimo el grupo “control verdadero” o Naive

(n=8) al que tnicamente se le indujo el proceso inflamatorio,
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Clasificacidn de la Conducta de Auto Lesién
Para el anilisis de la intensidad de la CAL se establecieron cinco grados con base en la
extension y la multiplicidad de las lesiones. Grado 0: sin lesion; Grado I: lesién tinica menor de 3 mm
en el ¢je longitudinal mayor; Grado II: lesiones miltiples menores de 3 mm en el eje lengitudinal
mayor; Grado III: lesidn Gnica mayor de 3 mm en el eje longitudinal mayor, con o sin maltiples
lesiones menores; Grado 1V: multiples lesiones mayores de 3 mm en el eje longitudinal mayor (Figura

9). La aparicién, grado y progresién de las lesiones fueron registrados diariamente durante 7 dias,

GRADOS DE LESION

GRADO 1

Lesién inica menor de 3 mm

GRADO 11

Multiples mencres de 3 mm

GRADO Il

Una de 3mm con o sin
miiltiples menores

GRADO1V
,' j/‘ Maultiples mayores de 3
mm

Figura 9.Clasificacién de la Conducta de Auto Lesion (CAL).Se establecieron cuatro grados
para el anilisis de la intensidad de la CAL con base en la extensién y multiplicidad de las
lesiones. A. Imégen fotogrifica de acercamiento de la pata de la rata, en la que se muestra la
apariencia de la pata 24 hrs después de la inyeccion de carragenina (no hay lesién: Grado 0),
B. Imégen fotografica de acercamiento a la pata de la rata a las 24 hrs después de la inyeccién
de carragenina. En esta fotografia se puede observar una lesién tipica de Grado 111
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Verificacién Histolégica
Para la verificacién de la localizacién del sitio de implante del electrodo de estimulacién, se

utilizé la técnica de procedimiento rapido (Sanchez-Alvarez et al., 1988). Los animales fueron
anestesiados (pentobarbital sédico: 65 mgkg), perfundidos (ic} con solucién salina fisiclogica,
seguido por formaldehido al 10 % en solucién fisioldgica. El cerebre de cada animal fue removido,
para ser fijado durante dos dias antes del procedimiento histolégico. Unicamente se incluyeron en el
analisis de datos los electrodos que se encontraran en el ATV. La localizacién de las marcas hechas

por las puntas de los electrodos se muestra en la Figura 10.

A Sham
® EstVTA

448 mm

/)

-

3.80mm
Figura 10. Esquema de cortes cerebrales que muestran la localizacion de fas marcas hechas
por las puntas de los electrodos, tomando en cuenta la anterioridad (mm) con respecto a
bregma del mapa estereotaxico de Paxinos y Watson, 1982,
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Andlisis Estadistico

Mediante el registro diario de los grados de la CAL obtuvimos la proporcion de la incidencia
(nimero de animales que presentaron la conducta sobre el total de animales de ese grupo), el dia
promedio de inicie de la conducta y la CAL acumulada; calculada como el promedio de los grados de
CAL por dia por cada grupo, sumado con el promedio del dia anterior, tomando en cuenta la
clasificacion de cinco grados de la CAL.

Para el analisis de la incidencia se utilizé la prueba exacta de proporciones de Fisher. Los datos
de inicio de la CAL fueron analizados usando la prueba de t de Student. Los datos de CAL acumulada
primero fueron transformados a logaritmo con el fin de poder ser procesados por una prueba
paramétrica (t de Student). Para el anélisis de la intensidad de la CAL (Gréfica de Evolucion de CAL)
se utilizo la prueba de analisis de varianzas para muestras repetidas (MANOVA) con una
transformacion logaritmica previa de los datos. Mediante esta prueba se obtuvieron las diferencias entre
tratamientos asi como diferencias entre dias. Como andlisis posterior para definir la diferencia entre
dias por grupo se utilizd una prueba de t de Student.

En ¢l caso de la evolucion del proceso inflamatorio se tomo el incremento del perimetro plantar
sobre la medicion basal obteniéndose asi un porcentaje, estos datos se analizaron mediante una
MANOVA,

Se observaron las conductas desplegadas por los animales durante el proceso de estimulacidn

eléctrica, diariamente por siete dias.
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RESULTADOS

EFECTOS DE LA ESTIMULACION ELECTRICA DEL AREA TEGMENTAL VENTRAL
EVALUADO MEDIANTE LA CONDUCTA DE AUTO LESION.

Los animales estimulados en el ATV presentaron una incidencia del 50% (4/8) en la CAL. En
contraste, los grupes control presentaron una incidencia mayor; en el grupo Sham 75% (6/8) y enel
grupo Naive 87% (7/8) de los sujetos.” Sin embargo, no se presentaron diferencias estadisticamente
significativas, entre ninguno de los grupos, en esta variable evaluada de la CAL (Tabla 1, Grafica 1).

Con respecto al inicio de la CAL, se encontré diferencia estadisticamente significativa entre el
grupo Est. ATV (2.0 +/-0.4) y el grupo Naive (1.14 +/-0.1) (p=0.038), lo que evidencia un retraso de 24
hrs en la aparicion de la CAL. Sin embargo, el grupo Sham (1.16 +/-0.1) (p=0.060) no mostrd
diferencias significativas con respecto al grupo Est. ATV (Tabla 1, Grafica 2).

En cuanto a la variable de la CAL acumulada, se encontraron diferencias significativas en la
comparacidn del grupo experimental versus los controles. Se presentd un promedio menor de la CAL
acumulada en el grupo Est, ATV (0.6 +/-0.2), que en los grupos controles: Sham (1.6 +/- 0.5)
(p=0.0487) y Naive (2.2 +/- 0.4) (p= 0.003). (Tabla 1, Grifica 3).
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INCIDENCIA INICIO DE LA GRADO MAXIMO

GRUPOS|N |DELACAL CAL DE LA CAL (a1 dias)
(En 7 dias) (Dias +/- E.E,) (+/- E.E.)
EST.ATV | 8 | 4/8  50% T 20(+-04)% 4| 06(+-02)" % T
* o l+
SHAM 8 | 68 75% 1.1 (+-0.1)° 1.6 (+/-0.5)" ¥
NAIVE 8 | 118 87% LI(#H-0.1D® ¥] 22(+-04)° Y

Tabla 1. Resultados de las Variables de Ia CAL en el experimento de Estimulacién Eléctrica diaria del
ATV. En la comparacién de los dos grupos control (Sham= “falso operado™ y Naive= “control verdadero) vs
¢l experimental (Est. ATV), en las distintas variables, se aprecian tendencias y resultados de diferencias
estadisticamente significativas. En la variable de incidencia se observa una diferencia menor del grupo
experimental. El grupo experimental refleja una tendencia de una mayor incidencia que la de los grupos
control. La diferencia es de 15% con respecto al grupo control Sham y 27% con respecto al grupo Naive. Sin
embargo, estas tendencias no son estadisticamente significativas mediante la prueba exacta de proporciones de
Fisher. En el inicio de aparicion de la CAL, los resultados muestran un retraso de un dia de! grupo
experimental. Se muestran las diferencias estadisticas {prueba de t de Student) Est. ATV w5 Naive (+)(p=
0.05) y Est. ATV vs Sham ® (*)(p< 0.05); resultados +/- emor estandar (E.E.). Los resultados de la variable del
grado maximo de la CAL a los 7 dias del experimento muestran que el grupo experimental alcanzé una
diferencia estadisticamente significativa con respecto a los grupos control; Est. ATV vs Sham (+) y Est. ATV
vs Naive * (*) (prueba de t de Student p< 0.05).
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Resultados de las Variables de Ia CAL del experimento de Estimulacién Eléctrica diaria del
ATV (expresado en histogramas). Grifica 1: En esta grafica se muestra la comparacidn de la
variable de incidencia de los dos grupos control (Sham= “falso operado” y Naive= ‘“‘control
verdadero) vs el experimental (Est. ATV). Se aprecia una tendencia de una menor incidencia del
grupo experimental (menor en un 15% (con respecto al grupo Sham) y 27% (con respecto al grupo
Naive). Grifica 2: En esta grafica se muestran los resultados de la variable de inigic de la CAL. Se
observa un retraso de un dia en la aparicion de la CAL en el grupo experimental. También se
muestra la significancia estadistica del dia promedio en el inicio de !a CAL (prueba de t de Student)
y las barras de error estandard positivas. Est. ATV ws Naive (+)(p< 0.05) y Est. ATV vs Sham
(*)(p< 0.05). Griéfica 3: En esta variable {grado maximo de la CAL a los 7 dias) se obtuvieron
diferencias significativas (prueba de t de Student p< 0.05); diferencias entre Est. ATV vy Sham (+)
y Est. ATV vs Naive (*).
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En la Evolucion de la CAL {Grafica 4) se observan diferencias significativas entre tratamientos,
El grupo Est. ATV es diferente a los grupos control, con una intensidad menor en ¢l desarrollo de la
CAL a lo large del proceso experimental (Est. ATV vs Sham vs Naive: p= 0.020; F= 4.758. Est. ATV
vs Sham: p=0.050; F= 4.510. Est. ATV vs Naive: p=0.002; F= 15.415), Sin embargo. dnicamente
existen diferencias entre dias por grupo en el primer dfa, 24 hrs después de la infiltracion de CAR. Las
diferencias se dieron entre los grupos Est. ATV vs Naive (p=0.012) y Est. ATV vs Sham (p= 0.020).
Estos Gltimos datos representan un retraso estadisticamente significativo de 24 hrs, en el inicio de la
CAL. En la grifica de evolucidn, se muestra una tendencia a la disminucion de la CAL en los dias
subsiguientes, sin embargo no se encontraron diferencias significativas. También, se observa que en
promedio por dia por grupo, el Gltimo dia que se presenta la CAL es el cuarto dia. En los dias quinto,

sexto y séptimo ninguno de los grupos presenta la CAL.

EVOLUCICN DE LA CAL

~-Est. ATV
~O-Sham
k- Maive

Promedio de indice de CAL

Grifica 4. Evolucién de la CAL. Efecto de 1a estimulacién diaria del
ATV en el promedio de la calificacién de la CAL. Se produce un retraso
de 24 hrs en la aparicion de la CAL, comparado contra Sham y Naive,
Diferencia significativa entre grupos por dia mediante una t de Student. :
p< 0.05. Unicamente en el dia uno existen diferencias significativas: Est,
ATV vs Naive (p= 0.0i2) y Est. ATV vs Sham (p=0.020) (*).
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EATERIMENTO B
MICROINYECCION DE DOPAMINA EN LA
CORTEZA ANTERIOR DEL CINGULO:
OBJETIVOS:

Determinar st la microinyeccion de dopamina en la corteza anterior del cingulo, diaria durante 6

dias, modifica la conducta de auto lesién inducida por un proceso de dolor crénico inflamatorio.

HIPOTESIS PARTICULAR:
La aplicacidn repetida de 1a dopamina en la corteza anterior del cinguio inhibe la conducta

de auto lesion (evocada mediante un proceso de dolor cronico inflamatorio). Figura 11.

Figura 11, Representacibn esquemitica de la hipétesis del efecto de Ia
microinyeccién de dopamina (DA) en la corteza anterior del cingulo (CAC),
sobre ﬁ delor crénico evaluado por la CAL. Corte sagital de cerebro de rata.
Donde ®es la cdnula de microinyeccion. La inflamacién de la pata de la rata provoca
de manera “normal” la CAL (_’). La hipétesis consiste en que la aplicacion
diaria de DA en la CAC, provoca un proceso analgésico, evaluado en este trabajo por
la CAL (P> ).
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MATERIAL Y METODO:

Preparacion Experimental

Se utilizaron ratas Wistar macho (250- 350 g)(n=40). A 32 de las 40 ratas se les implantaron
estereotaxicamente (lado izquierdo del cerebro) cinulas guia, previamente sonicadas (con el objeto de
esteritizar la canula), de acero inoxidable (0.22 mm didmetro externo; 1.4 cm de largo. Small Parts Inc.
USA) dirigidas hacia la CAC unilateralmente {A: 8.7 mm; H: al contacto con la dura madre ; L; -0.8
mm) (Paxinos y Watson, 1982). La cénula puia fue fijada a la superficie del craneo con acrilico dental.
Inmediatamente después de la cirugia se insertaron mandriles (bloqueadores) previamente sonicados,
de acero inoxidable (33 mm de didgmetro; 2.5c¢m de largo, doblado:0.5 cm) que alcanzan el final de las
canulas guia. El procedimiento quirirgico fue realizado bajo anestesia con pentobarbital sodico (60
mg/kg). Al término de la cirugia, se le inyectaron a cada animal 0.15 unidades de mililitro de
Penicilina para evitar infecciones. Después de la cirugia y en los siguientes dias del experimento los
animales fueron colocados individualmente en cajas de acrilico transparente, bajo condiciones de luz-
oscuridad con ciclos de 12 horas y con alimentacidon e hidratacion ad libitum. El periodo de

recuperacion después de la cirugia fue de tres a cuatro dias para todos los animales.

Procedimiento de la Microinyeccion

El procedimiento de microinyeccion se realizo con ratas en libre movimiento. Inmediatamente
después de que las ratas recibieran Ja inyeccion de CAR vy se les removiera el manrdril de su respectiva
canula guia, se les reemplazo con fa aguja de inyeccion (acero inoxidable; 0.22 mm de didmetro; 1.5
cm de largo). Esta se extiende 1.2 mm mis alli de la punta de la canula guia, para alcanzar una
posicion de 1 mm arriba de la CAC. La aguja de inyeccidn se conecté via un tubo de polietileno (PE-
10, 0.22 mm, 41 c¢m de largo) a una jeringa de 10 pl (Hamilton Co. Reno, NV) que a su vez fue
montada en una bomba de infusidon (Harvard Apparatus, MA.USA). En el caso de los grupos
experimentales, el tubo de polietileno se llené con la concentracion de dopamina respectiva a cada
grupo experimental. El tubo y la jeringa de microinyeccion fueron recubiertos con papel aluminio para
evitar Ja degradacion por luz de la dopamina. Para todos los animales el volimen de inyeccién
(descendiendo Imm en la CAC) fue de 2 pl a una tasa de 0.5 plmin; parametros que segin se ha
reportado, no provocan lesion tisular y la substancia se difunde 2.4 mm por mas de una hora (Peterson,
1998). La aguja de inyeccion se dejo en su lugar por un | min adicional para reducir la posibilidad de

reflujo retrdgrado y después removerla. Cada animal fue inyectado individualmente, a la misma hora,
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deniro de cajas de wuilico iransparenic para la mejor ohservacién de la conducta durante la inyeccion.
Después de cada inyeccidn por animal, para evitar contaminacion se colocd la aguja de inyeccién y el
mandril en alcohol al 70% por dos minutos y se dejaron secar al aire. El procedimiento completo de

microinyeccién se realizé diario por seis dias para cada rata por cada uno de los grupos.

Induccion del proceso inflamatorio
La induccién del proceso inflamatorio mediante la infiltracion de CAR intraplantar, asi como el
registro diario de la evolucién inflamatoria se realizé de la misma forma que en el experimento de

Estimulacion Eléctrica det ATV,

Grupos

Se conformaron cinco grupos. Dos grupos de animales control: “control verdadero” o Naive
(n=8) que corresponde a los animales que fueron (nicamente inyectados con CAR; y otro grupo control
“falso operado”que fue implantado, inyectado con CAR y microinyectado con solucidn salina estéril e
isoténica (al 9%) (Sol Sal, n=8). Los grupos experimentales fueron infiltrados con CAR e
inmediatamente después microinyectados en la CAC con diferentes dosis de dopamina (DA) (3,4-
hidroxifenilamina; Dopamina. Sigma Chemical Co. USA) disuelta en solucion salina estéril e isotonica.
i) Dosis 1 (dosis media) (n=8): 0.25 pg de DA en 0.5u! de solucién salina (2.64 pM) ; ii) Dosis 2
(dosis baja) (n=8): 0.025 pg de DA en 0.5 pl de solucién salina (0.264 uM),y iii) Dosis 3 {dosis alta)
(n=8): 2.5ug de DA en 0.5l de solucion salina (26.4 uM). La razén por la que se utilizaron las dosis
mencionadas responde principalmente a los resultados de un experimento en el que se utilizo una dosis
de 2.5ug de agonistas o antagonistas dopaminérgicos en 0.5ul de solucion salina. En estos trabajos la
dosis mencionada produjo cambios conductuales importantes que reflejan el papel de Ja dopamina en la

CAC (Klockgether et al., 1988) y corteza prefrontal medial (Altier et al., 1993).

Clasificacion de la Conducta de Aulo Lesion
Se establecid la misma clasificacion, asi como el mismo método de evaluacion de la aparicion,

grado y progresion de la CAL que en el experimento de Estimulacion Eléctrica del ATV.
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Verificacion Histologica

Para la verificacton de la localizacién del sitio de implante de i2 canula y aguja de inyeccidn, se
infiltré el colorante Blue Direct {(mismo voliamen y misma tasa de inyeccion que la que se le aplico a
las ratas experimentales y sham) a cada animal antes de ser sacrificado. Se utilizd la técnica de
procedimiento rapido para fa verificacion histologica {Sanchez-Alvarez et al, 1988). Los animales
fueron anestesiados (pentobarbital sodico: 65 mg/kg), perfundidos intracardialmente (ic) con solucion
salina fisiologica , seguido por formaldehido al 10 % en solucién fisioldgica. El cerebro de cada animal
fue removido para su fijacién, Permanecié en fijacion por dos dias antes del procedimiento
histolégico. Sélo se incluyeron en el analisis de datos los animales en los que las agujas de inyeccion

se encontraron dentro de los limites de la CAC.

Andlisis Estadistico

Mediante el registro diario de los grados de la CAL obtuvimos la proporcidn de la incidencia
(nimero de animales que presentaron la conducta sobre el total de animales de ese grupo), el promedio
de inicio de la conducta y ta CAL acumulada. Calculada como el promedio de los grados de CAL por
dia por cada grupo sumado con el promedic del dia anterior, tomando en cuenta la clasificacion de
cinco grados de la CAL,

Para el anilisis de la incidencia se utilizo ia prueba exacta de proporciones de Fisher. Los datos
de inicio de la CAL fueron analizados usando la prueba de t de Student. Los datos de CAL acumulada
primero fueron transformados a logaritmos con el fin de poder procesarlos con una prueba paramétrica
(t de Student). Para el anilisis de la intensidad de la CAL se utilizd una prueba de analisis de varianzas
para muestras repetidas (MANOVA) con una transformacién logaritmica previa de los datos. Mediante
esta prueba se obtuvieron las diferencias entre tratamientos asi como diferencias entre dias. Como
analisis posterior para definir la diferencia entre dias por grupo se utilizd una prueba de t de Student.

En el caso de la evolucion del proceso inflamatorio se tomo el incremento del perimetro plantar
sobre la medicidn basal obteniéndose asi un porcentaje.

Se observaron las conductas desplegadas por los animales durante el proceso de microinyeccion.

diariamente por siete dias. Se establecid una clasificacion arbitraria (baja +, moderada ++, alta +++

con el fin de evaluar la presencia e intensidad de conductas observadas.
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RESULTADOS
EFECTOS DE LA MICROINYECCION DE DOPAMINA EN LA CORTEZA ANTERIOR DEL
CINGULO EVALUADO POR LA CONDUCTA DE AUTO LESION.

Los resultados de evaluacién de la CAL muestran que dentro de la variable de incidencia, & pesar
de existir claras tendencias, no existe diferencia estadistica significativa. La tendencia en esta variable
indica la presencia de menor nimero de individuos que presentan la CAL en animales microinyectados
con las Dosis 1 (50% 4/8) y Dosis 2 (50% 4/8) de dopamina. Una mayor incidencia de la CAL se
observa en los animales de los grupos: Dosis 3 (87% 7/8), Sol Sal (75% 6/8) y Naive (87% 7/8). (Tabla
1, Grafica I).

Con respecto al inicio de la CAL, se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo experimental Dosis 3 en relacion con los grupos control. Se presenta un retraso de un dia
{24 hrs) en la aparicién de la CAL del grupo Dosis 3 (2.0 +/-0.2) con respecto a los grupos: Sol Sal (1.0
+-0.0) (p=0.050) y Naive (1.1 +/-0.1) (p=0.05). Sin embargo, no se enconiraron diferencias
significativas entre los grupos Desis 1 (1.5 +/- 0.2) y Dosis 2 (1.5 +/- 0.2) comparados individualmente
contra ¢l grupo Dosis 3 (2.0 +/-0.2) (Tabla 1, Grafica 2).

En cuanto a la variable del grado maximo de CAL o conducta acumulada, unicamente refleja
datos con diferencias significativas, mediante una t de Student previa transformacion logaritmica, entre

la Dosis 2 (1.1 +/-0.5) y la Dosis 3 (2.75 +/-0.5) (p=0.047)(Tabla !, Grafica 3).
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INCIDENCIA | INICIO DE LA ) GRADQO
GRUPOS DE LA CAL CAL MAXIMO DE LA
(En 7 dias) (Dias +/- E.E.) CAL (a7 dias)
(+/- E.E.)
DOSIS 1 48 50% 1.5 (+/-02) 1.5 (+/-0.6)
DOSIS 2 48 50% 1.5 (+-02) 1.1 (+/-0.5) T .
v
DOSIS 3 /8 87% 20(+-02)" | 275(+-05)°
|
SOL SAL. 68 5% 1.0(+-00)* ['] 1.75(+-04)
NAIVE 78 87% 11(+-01)" Y | 225 (+/-04)

Tabla JI. Resultados de las Variables de la CAL en experimento de Microinyeccién de DA en la
CAC. En Ia tabla se muestran los efectos en la Incidencia, el Inicio de la CAL y el Grado Maximo de la
Los resultados de incidencia muestran tendencias pero no diferencias
significativas. En estos resultados se aprecia que los grupos de la Dosis 1 y 2 comparados contra los
grupos control (Sol Sal y Naive) y contra la Dosis tres la diferencia es de entre 25 y 37%. En cuanto a!
Inicio de la CAL se observa que existe diferencia estadlstlcameme significativa entre los grupos: Dosis
3 vs SOL SAL (p=0. 05)(+) y Dosis 3 vs NAIVE " (p= 0.05) (*). Esta diferencia representa un retraso
de un dia en la aparicion de la CAL en la Dosis 3. Los resuliados de la variable de grade miximo de la
CAL a los siete dias, muestran que la Dosis 3 tiene diferencias significativas con el grupo de Dosis 2 *
(p=0.047) (+). Las pruebas estadisticas se hicieron mediante una prueba de t- Student *?® (p< 0.05).

CAL al séptimo dia.
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INCIDENCIA DE LA CAL

Grifica 1 \00% -

Porcantaje de Incidencis

DOSis £OosIs 2 DOSIS 3 SOL SAL NAIVE
Grupos

INICIO O LA CAL CAL ACUMULADA.

Grafica 2 Grifica 3

Resultados de las Variables de Ja CAL en experimento de Microinyeccion de DA en la CAC
{expresados en histogramas). Grifica 1. En esta grafica se muestran los efectos de la microinyeccion
de DA en la CAC sobre Incidencia de la CAL. Los resultados de la variable de incidencia muestran
tendencias pero no diferencias significativas. Las tendencias se observan en la comparacidn de 1a Dosis
1y 2 contra los grupos contro! (Sol Sal y Naive)} y la Dosis 3. Se aprecia la diferencia como tendencia
de 37% de los grupos Dosis 1 y2 contra el grupo control Naive y la Dosis 3; y una diferencia de 25 %
en la comparacién del grupos Dosis 1 y 2 contra €l grupo control Sot. Sal. Grifica 2. En los
resultados de Ja variable del inicio de la CAL se muestra la diferencia significativa Gnicamente entre
los grupos: Dosis 3 vs SOL SAL (p= 0.05)+) y Dosis 3 vs NAIVE (p= 0.05)(*). Esto representz un
retraso de un dia en la aparicion de la CAL del grupo Dosis 3 comparado contra los grupos control
(Naive y Sol 5al). Grifica 3. Los resultados de ia variable del grado maximo de la CAL muestran que
la Dosis 3 es significativamente diferente con respecto al grupo Dosis 2 (p= 0.047)(*). Las pruebas
estadisticas se hicieron mediante una prueba de t de Student (p< 0.05). También se muestran las barras
de error estandard positivas en las graficas 2 y 3,
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Por otro lado, las graficas que reflejan la evolucidn de ta CAL muestran el efecto evaluado por
la CAL de las microinyecciones diarias de DA en el CAC a diferentes dosis. No existen diferencias
significativas entre los grupos Dosis 1 y Dosis 2 comparados entre si, ni contra los centroles (Sol Sal
y Naive). Sin embargo, en las graficas se observa que en el dia uno, existe una tendencia de los
grupos Dosis | y Dosis 2 a disminuir el promedio del indice de la CAL con respecto a los controles
(Grifica A y B). Por el contrario, diferencias importantes se encontraron en el analisis comparativo de
la Dosis 3 contra los grupos control. Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas, en los
dias uno y dos. En el dia uno, disminuyd significativamente el promedio de la CAL en la Dosis 3. Las
diferencias sucedieron entre los grupos Dosis 3 vs Sol Sal (p=0.028) y Dosis 3 vs Naive (p=0.050).
Por otro lado, en el dia dos ocurrié un  sorpresivo aumento en el promedio de la CAL. La diferencia
solo se dio entre ¢l grupo Do'sis 3 y Sol Sal (p=0.042) (Grafica C).

También, se observa que en promedio por dia por grupo, el 4ltimo dia que se presenta la CAL en

todos los grupos, es el quinto dia. En los dias sexto y séptimo ninguno de los grupos presenta la CAL

(Graficas A By C).
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GriaficaC

Grificas de Evolucion de CAL (A, B, y C) . Efecto de la inyeccion de diferentes dosis diarias
de DA en la CAC, en ¢l promedio de la CAL después de la induccién del proceso inflamatorio.
Grafica A y B: En estas graficas se muestra que no hubo efecto estadisticamente significativo en
los grupos control (NAIVE y SOL SAL ) contra la Dosis 1 ni contra !a Dosis 2. La
Comparacion entre la Dosis 1 y la Dosis 2 tampoco refleja diferencias significativas. Grafica C;
En esta grafica se muestra el efecto de la microinyeccion de la Dosis 3 en la CAC sobre el dolor
cronico, evaluado por la CAL. Se encontré diferencia significativa en el grupo de Dosis 3 donde
se retraso 24 hrs la aparicion de la CAL. Se realizo una MANOVA y se encontraren diferencias
significativas en la comparacién entre grupos experimentales y controles por tratamiento en et
dia uno y dos, utilizando una prueba de t de Student para cada dia en la comparacion de cada
control vs cada grupo experimental. En el dia uno de las ratas a las que se les aplico diariamente
la Dosis 3 de dopamina se muestran diferencias entre con los grupos NAIVE y SOL SAL (p<
0.05) (*); en el segundo dia las diferencias se dieron Gnicamente entre la Dosis 3 vs SOL SAL

(p< 0.05) (**).
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Al igual que en el Experimento de la estimulacion eléctrica del ATV, no se observaron
diferencias en el curso temporal del porcentaje inflamatorio. Todos los grupos tuvieron la misma
evolucién inflamatoria, con el nivel maximo del edema a las 24 hrs de la infiltracion de CAR

(Grafica 4).

INFLAMACION
2¢DOSIS 1
100 -#-DOSIS 2
-+-DOSIS 3
201 - SOL SAL
=i~ NAIVE

Promed|lo del porcentale {%}
¥ 885884

-
L]

o

Grifica 4. Curso temporal del porcentaje de Inflamacién.
Comparacién de Grupos Experimentales y Controles. La inflamacion
presentd una evolucién semejante en todos los grupos con el nivel
méximo de edema a las 24 hrs de la infiltracion de carragenina. El dato
correspondiente el promedio del porcentaje de inflamacién cuando fue
inyectada Ia carragenina (CAR) representa el volimen aumentado
tnicamente por la infiltracién de CAR y no al proceso inflamatorio
per se.
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Observaciones conductuales

Alo largo del procedimiento de microinyeccion de DA, se presentaron distintas conductas en los
animales. A continuacién se enlistan las principales, con sus correspondientes abreviaciones:
Estereotipia Bucal (EB), Piloereccion (Pe), Aumento de la Frecuencia Respiratoria (AFR), Conducta de
Bisqueda (CB), Posicion de Canguro (PC), Acicalamiento (Ac), Sacudida de Cabeza (SC),
Movimiento Horizonatal de Cabeza (MHC), Congelamiento Repentino de actividad motora {CR),
Conducta de Enterramiento (CE), Mioclonias (M), Agresividad (Ag), Cola en forma de Antena (CA) e
Hiperactividad (H} .

Se observaron algunas diferencias conductuales entre los grupos experimentales. A continuacion
se presentan las conductas promedio por grupo experimental y su intensidad:
Dosis 1 {dosis media) = EB++, Pet++, AFP+, CB++, PCH++, Ac++, MHC+, CE+, A+, CA++, Ht,
Dosis 2 (dosis baja) = EB+, Pet+, CB+, CR++, CA++,
Dosis 3 (dosis alta) = EB++, Pet++, AFP+++, CB+++, PCH, Act++, SC+, CR+H, CE++, M+,
A+, CA+H, H4+H



DISCUSION

Los componentes sensoriai y afectivo del dolor se procesan en paralelo por distintos sistemas
neurales. Especificamente, se ha postulado que el tracto espinotalamico lateral, nicleo lateral del
tidlamo y corteza somatosensorial contribuyen al aspecto sensorial del dolor, mientras que el tracto
espinotalamico, nitcleo medial y anteriores del talamo y regiones conectadas con el sistema limbico
contribuyen a los aspectos afectivos del dolor (Coghill, 1999). El componente afectivo es cercano a lo
que se podria considerar “el sufrimiento del dolor ; éste claramente relacionado con aspectos de la
emocidn y programacion de conductas.

Se ha mostrado en miltiples experimentos la actividad de la CAC como un importante
componente de la cualidad afectiva del dolor. Se han reportado muchas areas y neurotransmisores del
cerebro que participan en ia actividad de la CAC en diferentes contextos dolorosos (Godbout et al.,
1991). Uno de los transmisores neurales que ha recibido mayor atencion, por su actividad antialgésica,
es la dopamina. Sin embargo, no hay evidencia de datos en la literatura cientifica de evidencia de los
efectos directos de esta substancia en la CAC en sus repercusiones conductuales dolorosas. Por otro
lado, el ATV a pesar de que no forma parte de los nicleos clisicamente descritos en las vias
relacionadas con el dolor (Willis y Westlund, 1997), ha sido involucrado como un elemento importante
en la modulacion del dolor. Pero su papel en el componente afectivo del doler no ha sido de! todo
esclarecido.

Los resultados que se muestran en esta tesis relacionan la activacion eléctrica del ATV por un
lado, y la aplicacién de dopamina en la CAC por otro, con el componente afectivo del dolor, evaluado

por una conducta de auto lesion que resulta de un dolor cronico inflamaterio.
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ESTIMULACION ELECTRICA DEL AREA VENTRAL TEGMENTAL:

Los resultados de este experimento reflejan que es posible alargar el tiempo de aparicion por
24 hrs y disminuir significativamente el grado maximo de la CAL, mediante la estimulacién eléctrica
diaria durante 6 dias. Estimulacién eléctrica del ATV diaria por un lapso de 20 min.

El efecto de Ja estimulacion eléctrica del ATV en la CAL se evalué mediante las variables:
incidencia, inicio y grado maximo de la CAL. Los datos que arrojan la variable de incidencia no
muestran diferencias significativas pero la tendencia es marcada; la incidencia es menor en el grupo
experimental comparado contra los controles. El hecho de que no se obtuvieran diferencias
significativas en esta variable puede cbedecer a distintos factores: 1) El nimero de muestra por grupo
no fue suficiente para marcar las diferencias, y/o 2) La incidencia de la CAL no es una de las
variables que se pueden influenciar mediante la estimulacién eléctrica (con los parimetros de
estimulacion utilizados) del ATV,

El inicio de la CAL fue claramente retrasado mediante la estimulacién eléctrica del ATV, La
significacién estadistica se observd en la comparacion del grupo Est. ATV vs los grupos controles:
Sham y Naive. La importancia del hallazgo experimental que corresponde al retraso de la CAL por 24
hrs mediante la estimulacion del ATV, podria parecer poco en el contexto de largo plazoe que se
presenta aqui, pero no es asi. En realidad en los experimentos tipicos de neurofisiclogia aguda del
dolor, un resultado como el que se obtuvo en esta tesis, reflejaria de manera concreta una inhibicién
continua de gran cantidad de neuronas. La verdadera importancia de los resultados de este
experimento esta en verlos como un proceso de modulacion inhibitoria que al parecer logra silenciar o
disminuir la tasa de disparo, por un tiempo considerable, de neuronas importantes para la percepeion
del dolor (Jay et al, 1995).

Con lo que respecta al grado maximo de la CAL o conducta acumnulada a los 7 dias, se observé
que en el grupo experimental (Est. ATV}, esta variable evaluada se encuentra disminuida comparada
contra los grupos controles (Sham y Naive). Esta variable refleja la importante disminucién en la
intensidad del grupo experimental que resultd ser significativamente diferente en su evolucidn
unicamente a las 24 hrs de [a infiltracion de CAR.

Por otro tado, se observé la evolucitn de dicha conducta en un periodo de siete dias (Grafica
4). La intensidad de la conducta en el grupo experimental, el dia uno, es significativamente menor que
la de los grupos control. En esta grafica se vuelve a hacer evidente el retraso de la aparicion de la CAL

en ¢l grupo experimental.
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Asimismo, se registrd el curso temporal del porcentaje de la infiamacién dei giupo
experimental y controles (Grafica 5). En trabajos previos de nuestro grupo, en los que se lesioné el
ATV , la manipulacién central repercutié en el proceso inflamatorio (Pellicer, et al., 199%b). Sin
embargo, los datos arrojados en €] presente trabajo muestran que las manipulaciones centrales, por
estimulacién del ATV, no afectan de manera concreta el desarrollo del proceso inflamatorio.

En cuanto a las observaciones conductuales, es notable la cantidad de manifestaciones
conductuales que exhibieron los animales que fueron estimulados eléctricamente en el ATV. Muchas
de estas conductas han sido registradas cuando se estimulan sistemas dopaminérgicos pero
paraddjicamente también cuando son hiperestimulados después de ser lesionados. De manera
particular, en ¢l experimento de Glenthoj y cols. (1993) se concluyd que las conductas evocadas por la
estimulacién eléctrica repetida (estimulacién bilateral 2s diarios por 70 dias: trenes de 2s con pulsos de
1 ms a 60 Hz) del ATV eran dependientes de la intensidad de la corriente aplicada. Las respuestas
estereotipicas de las ratas a intensidades de corrientes bajas (5 - 50 pA) fueron: estereotipias de la
cabeza y una conducta conocida como olfateo. Por otro lado, a intensidades altas responden con
locomocidn hacia adetante y en algunos casos con movimientos en circulo (Glenthgj et al., 1993). En
nuestro experimento, (a pesar de que los parametros generales de estimulacion eléctrica no son iguales)
el trabajo de Glenthoj y cols. sirvié para comparar la actividad motora de la rata evocada por la
estimulacion del ATV. Obedeciendo a estos hallazgos, no se incluyeron en el experimento las ratas
que no mostraran algunas de las conductas que se mencionan. Hecho que fiue demostrado en el andlisis
histologico posterior al ver que los animales cuyas puntas de los electrodos estaban fuera del ATV y
no mostraron las conductas caracteristicas, mostraron una tendencia a responder con crisis convulsivas.

Los efectos de retardo en el tiempo de aparicidén (por 24 hrs) de la CAL y la disminucién del
grado maximo de Ja CAL antes mencionados, provocados por la estimulacién eléctrica (20 min
diarios) del ATV, parecen obedecer a algin tipo de inhibicion de fa informacion dolorosa, producida
inicialmente por la inflamacion cronica local de la pata de la rata. Se ha demostrado que el ATV
participa en uno o varios circuitos neuronales que producen analgesia. Lo anterior se fundamenta en
experimentos en los que; (1} se ha inducido analgesia por estimulacion eléctrica de nicleos del
cerebro, (2) induccion de analgesia por estrés, (3) o bien por acupuntura.

(1) Se ha reportado ampliamente la existencia de loci anatdmicos en el cerebro con efectos
analgésicos. A este fendmeno de reduccion del dolor por estimulacion eléctrica de algunas zonas
discretas del cerebro se le conoce como Analgesia Producida por Estimulacion (APE) (Dennis et al.,
1980). Los sitios del cerebro que se han propuesto activan sistemas supresores del dolor mediante APE

son principalmente: substancia gris periacueductal, substancia gris periventricular, nicleo septal,
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micleo dorsolateral del tilamo y ATV (Mayer and Liebeskind, 1974). La estimulacién de estas 4reas
del cerebro puede causar analgesia; pudiendo ser o suficientemente profunda como para servir como
un anestésico para cirugia en ratas. Por ejemplo, Mayer (Mayer y Liebeskind, 1974) reporté que la
estimulacién eléctrica de la substancia gris periacueductal produce analgesia en ratas equivalente a lo
que producen 10 miligramos de morfina por kilogramo de peso corporal, lo cual es una dosis alta, Esta
técnica se ha aplicado pare reducir el dolor crénico severo en humanos. Cables finos se implantan
quirirgicamente en diferentes regiones del sistema nervioso central y son adheridos a un aparato de
control por radio que permite que el paciente se administre una estimulacién eléctrica cuando sea

necesario (Carlson, 1998) (Figura 11).

Figura 11. Auto
estimulacién eléctrica
mediante un aparato de
control por radio que
permite que el paciente se
administre una
estimulacion eléctrica
(cuando sea necesario), en
regiones que producen
analgesia.

La actividad de los opioides producen analgesia por Ja activacién de vias descendentes
moduladoras del dolor y la APE involucra algunas de las vias de la analgesia por opiodes {Kandel et
al,, 1991}, porlo tanto se ha postulado que los niicleos que actiian en Ia APE lo hacen por lo menos
en parte por el bloqueo de la transmisién nociceptiva de la médula espinal mediante opioides
(Melzack y Fuchs, 1997). Sin embarge en otros experimentos se ha mostrado la importancia de las
catecolaminas en especial la dopamina, en la APE (Akil y Liebeskind, 1975). Al parecer, sistemas
opicides y no opiodes intervienen en el desarrollo de la APE.

(2) Por muchos afios se ha observado que el dolor puede ser medificado por demandas
medioambientales que provocan de manera natural la activacién de circuitos neurales cuya actividad
puede producir analgesia. Como parte importante del repertorio conductual de supervivencia de un

animal se encuentra la respuesta ante demandas conductuales surgidas por la exposicién a situaciones
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estresantes, tales como la depredacion, dominancia, o adaptacién a un medio ambiente exiremno. Asi,
durante el estrés las reacciones at dolor pueden ser suprimidas favoreciendo otros comportamientos,
como correr o pelear. Resulta ser que uno de Jos centros supraespinales mis importantes de la
analgesia inducida por estrés (AIE) es el ATV. Existe evidencia de que el estrés puede estimular la
analgesia inducida por opiodes y la inducida por no opioides. Algunos experimentos muestran que la
AIE es susceptible de ser bloqueada por naloxona (Millan et al., 1987), pero otros no (Kandel et al.,
199]; Liebeskind et al., 1982; Marek et al., 1989).

(3) La entrada de infermacion nociceptiva es, paraddjicamente, una manera confiable de
activar los sistemas que producen analgesia. De hecho, la acupuntura y otras formas tradicionales de
terapia del dolor estan sustentadas en el principio de hiperestimulacion o contrairritacion que al
parecer opera en parte por un sistema de conexién propioespinal conocido como Control Inhibidor
Nocive Difuso (CIND) (Fields y Basbaum, 1994). Por otra parte, existe evidencia de que el ATV esta
involucrado en la mediacion tanto de la analgesia por morfina (Manning et al., 1994, Morgan y
Frankiin, 1990) como de la producida por la acupuntura. En un estudio reciente se encontré que la
electro acupuntura acelera la expresion del protoncogene c-fos en las neuronas dopaminérgicas del
ATV en ratas (Ma et al., 1993a).

Por otro lado, uno de los mecanismos centrales en el que parece intervenir fuertemente el ATV
es en el reforzamiento. Aunque a este mecanismo se le ha relacionado poco con el dolor, podria
formar parte de la misma base neural que la APE, la AIE, acupuntura y ciertamente de los sitios de
accion de los opioides y de la dopamina. Por un lado, todos los analgésicos fuertes tienen un potencial
de alto abuso y por otro lado, fitertes reforzadores como la auto estimulacion y drogas de abuso tienen
propiedades analgésicas, por ejemplo morfina y cocaina. Esto sugiere que la analgesia y el
reforzamiento pueden ser procesos relacionados o que comparten el mismo sustrato neural (Franklin,
1989).

Como hemos visto tanto la APE, la AIE, como la acupuntura sugieren la intervencion de
péptidos opiodes (Altier y Stewart, 1996; Millan et al,, 1987). Sin embargo, también se ha demostrado
en algunos casos, que los opiodes no son los inicos responsables de estos mecanismos inhibitorios
(Vaccarino et al., 1992). Aunque mucha evidencia apunta a que el mecanismo de accién de estos
fendmenos es basicamente descendente, también existen evidencias de que podria ser una inhibicion
ascendente, efectuada por micleos supraespinales (Ferron et al., 1984; Godbout et al., 1991, Mantz et
al., 1988). Parece haber dos tipos de analgésicos. Un tipo de analgésico actiia como antinociceptive en
cuanto que reduce la intensidad de la entrada de informacién sensorial a nivel del Sistema Nervioso

Central (médula espinal-activando el sistema difuso inhibidor descendente) o Periférico (nociceptores-
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antinflamatorios). Otro tipo de analgésicos, algunas veces llamados disociativos, reportado por los
pacientes como: “ Lastima pero el dolor ya no me molesta”, podria estar actuando a nivel
supraespinal. Igual que hay dos tipos de analgésicos podria haber dos tipos de sistemas que coexisten
para producir analgesia al individuo.

Secree que el ATV esta intimamente ligado al tipo de analgesia descendente (o asi, lo asumen
la mayoria de los investigadores) pero poco se ha explorado su papel como analgésico supraespinal. Se
sugiere en este trabajo, que el mecanismo de analgesia disociativa podria depender en parte de la
neurotransmision dopaminérgica, en donde las células de dopamina del ATV estén involucradas. Al
parecer existe considerable cantidad de circuitos neurales dedicados a reducir la  intensidad o
percepcion del dolor, uno de ellos puede ser este.

Se propene entonces, que la actividad del ATV como modulador del dolor, no esta dada
unicamente por la activacién de mecanismos descendentes, sino que gran parte esta dada por la
actividad de las células dopaminérgicas del ATV, que ejercen su funcién inhibitoria sobre nucleos del
cercbro encargados en dar la sefial de alarma del dolor. Un buen candidato para esta funcién es la
CAC. Es por este motivo que se realizo el experimento de microinyeccion de DA en la CAC que a

continuacién se discute.
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MICROINYECCION DE DOPAMINA EN LA CORTEZA ANTERIUR DEL CINGULO:

Los resultados de este experimento muestran que la dosis alta {dosis 3) dio como resuliado un
importante retardo en la aparicion de la CAL, aproximadamente de 24 hrs. Sin embargo, ni la dosis
media (dosis 1 )} ni la dosis baja (dosis 2) de dopamina, aplicadas diariamente (durante 6 dias)
mediante la técnica de microinyeccion en la CAC de la rata, logran modificar significativamente las
variables evaluadas de la CAL (con respecto a los grupos control: Sham y Naive).

Los datos que arrojan la variable de incidencia no muestran diferencias significativas pero se
puede apreciar una tendencia; [a incidencia de los grupos Dosis 1 y 2 son apreciablemente menores
(50%) con respecto a los grupos control y el grupo experimental Dosis 3 {entre 75- 87%). El hecho de
que no se obtuvieran diferencias significativas en esta variable puede obedecer a distintos factores: 1)
El nimero de muestra por grupo no fue suficiente para marcar las diferencias y/o 2) La incidencia de la
CAL no es una de las variables que se pueden influenciar mediante la microinyeccion de dopamina en
la CAC.

Debido a que los resultados del proceso inflamatorio mostraron un curso temporal similar en
todos los grupos, se hace evidente que el proceso inflamatorio per se no es un fendmeno determinante
en la diferencia observada de la intensidad y retraso de la CAL.

Dado que el resultado del inicio de la CAL d(nicamente arrojé datos estadisticamente
significativos con respecto a los grupos control y no en relacion con los otros grupos experimentales
Dosis 1 y Dosis 2, 1a interpretacion de los resultados podria seguir diferentes interpretaciones. Por un
lado, el hecho de que no se observaran diferencias entre los grupos experimentales en la variable de
inicio de ]a CAL puede obedecer a que existe ]a misma tendencia a retrasar el inicio de la CAL
mediante Iz microinyeccion de dopamina en el CAC en todas las dosis que se aplicaron en el
experimento. Si este fuera el caso, entonces las diferencias no se reflejan en los resultados por que el
nimero de muestra de los grupos no fue suficiente como para evidenciarlas. Sin embargo, los
resultados también se podrian interpretar de la siguiente manera. Los resultados obedecen a la
existencia de una dosis critica necesaria para inhibir de manera 6ptima la actividad de ias neuronas de
la CAC y asi retrasar el inicio de la CAL. La dosis alta (dosis 3) es la dosis 6ptima y por tal motivo es
ta tnica dosis que presenta diferencias significativas en la comparacion con los grupos control. Las
dosis 1 y 2 no logran Ja diferencia estadisticamente significativa. La dosis 1 (dosis media) y dosis 2
(dosis baja) no proveen de suficiente dopamina como para inhibir adecuadamente la actividad de las
células neuronales de la CAC y como resultado se obtiene un inicio de la CAL intermedio entre los

grupos controt y grupo dosis 3. Se ha propuesto que la poca reactividad de las neuronas de la CAC a
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dosis bajas de agonistas o antagonistas dopaminergicos obedece a la ausencia de autoreceptores en las

células presinipticas en la CAC (Fuster, 1997) (Figura 12).
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Figura 12. Pasos clave para la sintesis y la degradacion de la dopamina (DA), y los sitios
de acci6n de varias substancias psicoactivas en la sinapsis dopaminérgica.

En el experimento que se presenta en esta tesis no se puede descartar ninguna de las dos
interpretaciones hasta no hacer mas experimentos y determinar los cambios en los receptores pre y
postsinapticos, que apoyen una de las interpretaciones mencionadas. Sin embargo, existen muchas
evidencias que apoyan la segunda interpretacién. A continuacién se muestran algunas de estas
evidencias,

El papel de la dopamina como inhibidor en la produccién de la analgesia, asi como las
alteraciones en la disposicién de este neurotransmisot pueden contribuir al desarrollo e inhibicién de
los estados de dolor persistente. El sistema nervioso central tiene la habilidad de activar vias
endbgenas como parte de un mecanismo protector compensatorio, frecuentemente involucrado en el

periodo después de una lesion (Hammond, 1999).
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Técnicas de fluorescencia muestran que las terminales DA son marcadamente densas en fas
taminas profundas del cingulo. Se han identificado diferentes tipos de receptores DA (hasta cinco
principales D1- D5) en estructuras cerebrales donde se encontraron terminales axénicas DA. Se ha
indicado que el sistema DA prefrontal tiene ciertas propiedades peculiares y que la DA juega, en él de
alguna forma, diferentes papeles transmisores y moduladores que en otras partes. Es decir, en
comparacion con el sistema nigroestriatal, el sistema DA prefrontal se caracteriza generalmente por
una alta tasa de recambio, una mayor y mas irregular descarga de sus neuronas, y uma menor
responsividad a agonistas DA y substancias antagonicas. Algunos autores atribuyen que esto sucede
por una aparente ausencia, en células del sistema dopaminérgico, de auto receptores que regulen la
produccion de DA(Fuster, 1957).

Presumiblemente, 1a inyeccion local de DA imita o refuerza los efectos neuronales de la DA
liberada locaimente por las terminales del sistema dopaminérgico de la CAC. Sin embargo, el nivel de
DA en la ejecucion de funciones parece ser critico. Por ejemplo, al margen del campo de la
investigacion del dolor, la inyeccién de antagonistas D1 puede potenciar la memoria de trabajo,
posiblemente desinhibiendo el efecto excitatorio que normalmente es inhibido por la DA. Pero, dosis
excesivas de DA suprimen a los antagonistas dando un efecto opuesto. Pareciera ser como si un nivel
optimo intermedio de DA indujera la inhibicion necesaria para funciones cognoscitivas de poblaciones
de células prefrontales (Fuster, 1997). De igual manera, en investigaciones que tienen como objetivo
desentraiar la complejidad del sistema dopaminérgico en el dolor han reportado los efectos opuestos
de la dopamina a diferentes dosis. Se ha sefialado que la L-dopa (Paalzow, 1992) tanto como la
apomorfina (Grupta et al., 1989) (precurser dopaminérgico y agonista dopaminérgico respectivamente)
tienen efectos opuestos dependiendo de la dosis y la via de administracidn; las dosis bajas atenhian y
las dosis altas potencian respuestas conductuales antinociceptivas. Sin embargo, otros estudios det
papel de la DA intracerebral que utilizan como modelo la prueba de formalina y deaferentacion
(Lyerly et al,, 1988) resultan mis consistentes en cuanto que han obtenido claras curvas de respuesta
dosis dependientes, sin efectos opuestos (Franklin, 1989; Morgan y Franklin, 1991). Estas evidencias
apuntan a que algunas de las inconsistencias en los experimentos mencionados podrian deberse en
parte al contexto doleroso en el que se evalia el papel de la dopamina. Obedeciendo en parte a los
trabajos mencionados y en parte también a la sorprendente variabilidad de dosis utilizadas, se resolvié
utilizar tres dosis (baja, media y alla). Los parimetros que se siguieron respondieron principalmente a
lo encontrado en trabajos que relacionaron la actividad de agentes dopaminérgicos en la corteza
prefrontal de la rata . La dosis media (0.25 pg de DA en 0.5 pl de solucion salina) acordada en el

presente trabajo representa la cantidad que se ha microinyectado en diferentes ireas cerebrales como
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suficiente para activar neuronas de la corteza del cingulo midiendo la respuesta conductual (Altier y
Stewart, 1993; Klockgether et al., 1988; Okamura et al., 1997; St-Pierre y Bédard, 1995).

La habilidad para desarrcliar agentes que puedan facilitar las vias endogenas de la analgesia
podria representar un acercamiento alternativo para el desarrollo de nuevos analgésicos. Seria
razonable esperar que estos agentes sean altamente especificos para el tipo de lesion y tiempo
dependiente siendo que sus efectos son dictados por el proceso endégeno que estos modulan. Asi, en el
presente trabajo se propone que es solo con la aplicacién local diaria de dopamina (dosis 3) en la CAC
en un contexto doloroso de dolor persistente, que se pueden ver los efectos analgésicos de la
dopamina. A pesar de los efectos opuestos segin la dosis que muestra este complejo sistema
dopaminérgico, los resultados de la disminucién de la CAL observados en los animales a los que se les
inyecté una dosis diaria de DA en la CAC coinciden con resultados obtenidos por otro grupo
(Okamura, et al., 1997).

Por otro fado, los animales en los que las cinulas fueron localizadas en otros sitios que no fuera
la CAC, la CAL no sufre modificaciones comparada con respecto a los grupos controles, lo que
sugiere que la actividad nociceptiva a través de otras zonas no influye directamente en las variables
evaluadas de la conducta, asi como tampoco parece intervenir directamente en la modulacién de la
informaci6n del componente afectivo doloroso relacionado con la CAL.

Con esta aproximacion experimental se demuestra que es posible retrasar la CAL inducida por
un proceso inflamatorio, mediante la aplicacion de una dosis critica de DA en la CAC. Nuestros
resultados sugieren que la inhibicion de la CAL resulta de la disminucién de la actividad de neuronas
de la CAC por la aplicacion local de una dosis especifica de DA. Queda entonces por probar esta
hipétesis, mediante registros unitarios simultaneos a la aplicacion topica de DA en la CAC. También
queda por realizar un experimento en el que mediante la técnica de microdidlisis logremos conocer la
cantidad de DA que se libera en distintas dreas del cerebro en el curso temporal del dolor agudo y
cronico.

Las dos aproximaciones experimentales de esta tesis sugieren el pape! inhibidor del ATV y de
la dopamina en la CAC en el dolor, ambas areas vinculadas con la integracion de la informacion del

componente afectivo del dolor.
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En resumen, la CAC forma parte del sistema limbico. La CAC esta involucrada en la
evaluacién de la informacion del componente afectivo del dolor, La CAC es en parte responsable de la
analgesia disociativa. La CAC recibe proyecciones neurales, principalmente dopaminérgicas, del ATV,
Las neuronas de la CAC son susceptibles de ser inhibidas por la activacion del ATV. La actividad de
las neuronas del ATV estan involucradas en mecanismos de analgesia descendente pero por sus
importantes proyecciones a la CAC estn también involucradas en procesos de analgesia- ascendente o
disociativa. La mayoria de las proyecciones det ATV son dopaminérgicas.

Con base en lo anterior en el presente trabajo se propone lo siguiente: Por sus conexiones con
la CAC, la dopamina que provee €l ATV a la CAC podria ser en parte la responsable de dar la cualidad
de disociativa a la analgesia que ocurre por inhibicion de las neuronas de la CAC.

Concretando, con los resultados obtenidos en el experimento de estimulacion eléctrica del ATV,
podemos decir que: fa estimulacidn eléctrica del ATV retrasa un dia la CAL, disparada por un proceso
inflamatorio prolongado. El resultado puede estar dado por la activacién de mecanismos de inhibicion
descendente o bien por mecanismos de inhibicion ascendente. Para resolver este problema se
necesitaran mis experimentos en los que se estimule el ATV y se registre la actividad unicelular de
neuronas ¢n la CAC y neuronas en la substancia gnis periacuductal (SGP). También se podrian realizar
experimentos, en diferentes protocolos, en los que se estimule el ATV y se bloquee la actividad de
estos dos centros cerebrales {CAC y SGP) con un anestésico y se evalue el cambio de la conducta del
animal a lo largo de un tiempo dado. Existe un sin fin de experimentos a realizar para conocer la
naturaleza de la analgesia provocada por la estimulacion del ATV.

Por otro lado, en el experimento de la aplicacion de DA en la CAC, los resultados reflejan
concretamente que la dosis alta (2.5 pg ) de DA inyectada en la CAC retrasa un dia la CAL evocada
por un dolor inflamatorio crénico. Las otras dos dosis empleadas en este experimento no tienen efectos
significativos en la CAL.

Aungue en Jos resultados de ambos experimentos existe un sorprendente paralelismo en cuanto
que los efectos significativos de la estimulacion eléctrica asi como de la aplicacion de la dosis alta de
DA {retraso de un dia de la CAL), es poco probable que responden al mismo mecanismo de accion,

La CAC y el ATV estan involucradas directamente en el procesamiento del componente
afectivo del dolor y modulan la sefial nociceptiva a través de la DA en la CAC y de mecanismos
espinales y supraespinales del que evoca el ATV. Sin embargo, es necesario realizar mas

experimentos para aclarar el papel ascendente y descendente de estas areas.
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El sistema limbico, sus componentes corticales (CAC) y subcorticales (ATV) modulan la
percepcion del dolor reflejado en este trabajo por la CAL que se dispara por un proceso de dolor
crénico. Las vias inhibitorias que se sugieren en este trabajo podrian tener que ver con la analgesia
disociativa que algunos pacientes reportan como: “ me lastima pero el dolor no me molesta”. Sistema
que en si puede evocar una parte del componente afectivo del dolor.

El procesamiento integro del dolor es probable que sea por redes de neuronas distribuidas a lo
largo de un nitmero de distintas porcicnes funcionales del sistema nervioso central. El procesamiento
bilateral de la informacién nociceptiva implica un sistema cerebral ampliamente distribuido que
participa en el procesamiento del dolor.

Con este marco de distribucion del procesamiento del dolor, estd claro el grado de
especializacion de funciones. Sin embargo, dada la tremenda complejidad e interconectividad de las
areas del cerebro que estan involucradas en el procesamiento del dolor, es importante darse cuenta que
existe raramente (si es que existe) una relacién una a uno entre la activacion de una region particular
del cerebro y un componente discreto de la experiencia dolorosa. Por el contrario, un creciente cuerpo
de evidencias indican que areas discretas de la corteza cerebral estan probablemente involucradas en
miltiples, y frecuentemente funciones sobrepuestas, y que multiples areas de fa corteza cerebral
trabajan juntas contribuyendo a aspectos especificos de la experiencia del dolor.

En conclusidn, aunque regiones cerebrales individuales y redes de regiones cerebrales exhiben
algin grado de especializacion funcional, ¢l dolor es claramente procesado por un sistema cerebral

altamente distribuido.
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CONCLUSIONES

Estimulacion Eléctrica del Area Tegmental Veniral,

- El tiempo de inicio de la Conducta de Auto Lesion es susceptible de ser retrasado un dia
mediante la estimulacion eléctrica del Area Tegmental Ventral

- El Area Tegmental Ventral como parte fundamental del sistema mesolimbico-mesocortical
dopaminérgico juega un papel central en Ja inhibicion del procesamiento de la informacion

nociceptiva.

Microinyeccion de Dopamina en la Corteza Anterior del Cingulo.

- El tiempo de inicio de la Conducta de Auto Lesion es susceptible de ser retrasado un dia
mediante la microinyeccion de una dosis alta de Dopamina en 12 Corteza Anterior del Cingulo.

- La Dopamina de la Corteza Anterior del Cingulo juega un papel importante en la inhibicion

de la integracién de la informacion nociceptiva.

Generales.

- La actividad de neuronas del Area Tegmental Ventral y de la Dopamina en la Corteza
Anterior del Cingulo podrian estar relacionadas con la modulacion dolorosa ascendente inhibitoria
del componente afectivo del dolor.

- La actividad de las neuronas del Area Tegmental Ventral y de la Dopamina en la Corteza
Anterior del Cingulo podrian estar relacionadas con el componente afective de la analgesia
disociativa.

- La estimulacién eléctrica del Area Tegmental Ventral y la aplicacion de Dopamina en la
Corteza Anterior del Cingulo podrian utilizarse come medios terapéuticos para inhibir el componente

afectivo del dolor .
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