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Toda ciencia viene del dolor.

El dolor busca siempre la causa de las cosas,
mientras que el bienestar se inclina a estar quieto y
a no volver la mirada atras.

Stefan Zweig.
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RESUMEN

En anos recientes, la oxitocina ha estado implicada en una amplia diversidad de
funciones. El papel de la oxitocina en la analgesia y en la modulacién del dolor
representa una nueva funcién importante en el sistema endégeno que controla la
informacion sensorial. El nucleo paraventricular del hipotalamo es una de las mas
importantes fuentes de oxitocina y tiene una proyeccién bien definida a la médula
espinal. La terminacion de esta proyeccidén nucleo paraventricular-médula espinal
se correlaciona con los sitios de union de oxitocina localizados en el asta dorsal de
la médula espinal. En este trabajo, se utilizaron ratas con una ligadura cronica (46
dias) del nervio ciatico, un electrodo de estimulacion eléctrica y una canula
intratecal, la cual llegé hasta los niveles L4-L5 de la médula espinal. Se comparé
el efecto de la oxitocina con la estimulacion eléctrica del nucleo paraventricular y el
efecto de la oxitocina administrada intratecalmente, y se observo una disminucion
significativa en la respuesta de retirada ante estimulacién térmica y mecanica
aplicada en las patas ipsilaterales y contralaterales posteriores. Un antagonista de
la oxitocina administrado intratecalmente bloqued los efectos del nucleo
paraventricular. También se inyectd naloxona intratecalmente, 2 minutos antes de
la estimulacién del nudcleo paraventricular, y se observé una disminucidn
significativa en las respuestas de retirada. Estos resultados apoyan la hipotesis de
que la oxitocina es parte de un mecanismo de control descendente inhibitorio, que

tiene una importante accion nociceptiva.



I. INTRODUCCION

El dolor es un fenomeno complejo, subjetivo y perceptivo, influenciado por factores
sociales, emocionales, psicoldgicos vy fisiologicos. Forma parte de los mecanismos
de alerta y alarma dentro de los organismos ya que es esencial para el

mantenimiento y la preservacién de los mismos.

Los estimulos dolorosos son captados por un tipo especial de receptores llamados
nociceptores (Bessou y Perl, 1969) que se encuentran inervando practicamente
todo el cuerpo. Una vez captado el estimulo, este ingresa a través de los nervios
periféricos hasta las laminas |, IV y V de la sustancia gris de las astas dorsales de
la médula espinal, la cual es un sitio fundamental para entender el proceso de
codificacion e integracion de la percepcion del dolor. A su vez, la estimulacion
nociceptiva activa vias descendentes que forman parte de los mecanismos que
controlan la transmisién de los estimulos dolorosos (Basbaum y Fields, 1984). Una
parte esencial de este sistema descendente es el area gris periacueductual del
mesencéfalo, el nucleo magno del rafe y el locus coeruleus. En estas vias
descendentes intervienen diversos neurotransmisores tales como los péptidos
opioides cuyo efecto antinociceptivo ha sido ampliamente documentado por
Shuang-Quan y col., (2003). Ademas de los péptidos opiodes, la noradrenalina,
serotonina, encefalinas, sustancia P y otras sustancias neurotransmisoras, se
encuentran relacionadas con los mecanismos del dolor y la analgesia. Lo anterior

refleja un mecanismo homeostatico funcional del organismo.

El grupo de trabajo donde se realiz6 este proyecto tiene resultados en los que se
observa que la oxitocina (OT) participa en los mecanismos implicados en la
analgesia (Condés-Lara y col., 1994; Rojas-Piloni y col., 2005). Estos resultados
se correlacionan con otros de la literatura en los que se muestra que este
neuropéptido esta involucrado en los procesos de antinocicepcidén. Asi por
ejemplo, Shuang-Quan y col. (2003) demostraron que las inyecciones intratecales

de OT, en ratas con un dolor causado por inflamacién, son capaces de producir



efectos antinociceptivos dependiendo de la dosis administrada, por su parte, Arletti
y col. (1993) mostraron evidencia de que las inyecciones intracerebroventriculares
(i.c.v) de OT, son capaces de disminuir la nocicepcion en la prueba del “hot plate”.
Por otro lado, estudios electrofisiolégicos han demostrado que la OT, ademas de
su actividad hormonal, ejerce un potente efecto neuromodulador sobre las
neuronas de la médula espinal, por ejemplo, es capaz de aumentar la excitabilidad
neuronal mediante la regulacion de la actividad de los canales ionicos
membranales (Raggenbass, 2001). Oftras evidencias electrofisiologicas
demuestran que la aplicacion tépica de OT en neuronas de la médula espinal, es
capaz de suprimir la actividad de fibras C producida por estimulacién periférica.
También bloquea los incrementos de actividad producidos por la aplicacion topica

de glutamato (Condés-Lara y col., 2003).

El interés de este trabajo estuvo basado en evaluar la accién que tiene la OT
exogena (via intratecal) y OT enddgena (por estimulacion eléctrica del nucleo
paraventricular (PVN) del hipotalamo) sobre las respuestas conductuales al dolor.
Para ello se trabajé con cuatro grupos de ratas macho. Un grupo control, un grupo
sham o falso operado del nervio ciatico, un grupo experimental OT exdgena y un
grupo experimental OT enddgena. El grupo experimental OT exdgena, estuvo
conformado por animales que fueron sometidos a un modelo de dolor neuropatico,
producido por la técnica de la ligadura floja del nervio ciatico descrito por Bennett y
Xie (1988) con una posterior intervencion quirurgica para la implantacion de una
canula intratecal a nivel del ensachamiento lumbo-sacro. En el estudio conductual
se valord la respuesta observada ante la presencia de estimulos térmicos y
mecanicos (contacto con acetona en la parte dorsal de las patas posteriores y
estimulacién en la superficie plantar de las patas posteriores con tres diferentes
filamentos de von Frey, respectivamente). Para evaluar los efectos de la OT
enddgena, se trabajo con un grupo de ratas, el cual ademas de ser sometido a la
ligadura floja del nervio ciatico y a la canula intratecal, se le implanté un electrodo

en el PVN del hipotalamo, el cual permitié valorar las respuestas en mediciones



control y mediciones con inyecciones intratecales de OT o, mediciones bajo el

efecto de la estimulacion eléctrica del PVN del hipotalamo.

Una vez finalizado el estudio conductual, los animales del grupo experimental OT
endbégena fueron anestesiados profundamente y sacrificados para extraer el
encéfalo con el fin de conocer con precisidon la ubicacion del electrodo, y
correlacionar la localizacion del sitio de estimulacidn con los resultados
observados. En el caso del grupo OT exdgena, al finalizar el estudio conductual,
los animales fueron profundamente anestesiados para verificar visualmente la

posicion de la punta de la canula.



II. ANTECEDENTES

2.1 DOLOR Y NOCICEPCION

El dolor es una experiencia subjetiva, dificil de definir ya que involucra ademas de
la transduccion de un estimulo nocivo, el procesamiento cognitivo y emocional que
forman parte de una experiencia neuronal. El dolor que se produce tras una lesion
tisular tiene un papel protector que alerta al organismo respecto al dafio, sin
embargo el dolor cronico representa en si mismo un problema y es considerado
como una enfermedad (Penzo, 1989). La Asociacion Internacional para el estudio
del Dolor, lo define como “una experiencia emocional y sensorial desagradable
asociada con un dafo tisular potencial o real, o descrita en términos de este

dafo”. (International Association for Study of Pain, 1986)

En contraste, la definicion de dolor en los animales se puede expresar como: “Una
experiencia sensorial aversiva causada por un dafio que provoca una reaccion
motora y vegetativa para evitarlo” (Ledn-Olea, 2002). Con base en esta definicidn,
se entiende que el dolor en los animales se puede inferir por la respuesta motora
gue provoca un comportamiento caracteristico, si bien este patron conductual es
semejante en la mayoria de los animales, depender& de la evolucion del sistema
nervioso de cada especie la expresion de comportamientos mas complejos. La
habilidad para responder a los estimulos nocivos es una caracteristica basica de
todos los animales dentro de la escala filogenética. Esta capacidad para detectar y
reaccionar a los estimulos que comprometan su integridad se puede incluir en el
término nocicepcion. La nocicepcion entonces, es la sensacion generada por el
proceso de reconocimiento de sefiales sensoriales especificas en el sistema
nervioso central (SNC), mientras que el dolor, en cambio, es la percepcion de una
sensacion desagradable que se origina en una parte del cuerpo (Jesell y Kelly,
1991).



2.2 CONDUCCION DEL DOLOR

En los mamiferos los érganos sensoriales encargados de la deteccion de los
estimulos dolorosos, son las terminaciones nerviosas libres que se encuentran

casi en cualquier tejido del cuerpo (Bessou y Perl, 1969).

Los estimulos dolorosos se transmiten al SNC mediante dos sistemas de fibras.
Uno esta formado por pequefias fibras mielinizadas Ad, que miden de 2 a 5 um de
diametro y que conducen a una velocidad de 5 a 30 m/seg, estas fibras al ser
activadas son las responsables del dolor agudo. El otro sistema consiste en fibras
no mielinizadas llamadas fibras C, con un didmetro de 0.4 a 1.2 um y con una
velocidad de conducciéon de 0.5 a 2 m/seg, son las responsables del dolor cronico
cuando se activan (Perl, 1992; Campbell y LaMotte, 1983). Ambos sistemas de
fibras terminan en neuronas de segundo orden en el asta dorsal de la médula
espinal. Las fibras Ad llegan a la capa marginal de la médula espinal asi como a la
lamina V, aunque a esta ultima llega un menor numero de fibras. Por su parte las
fiboras C, al igual que un grupo reducido de fibras Ad, hacen sinapsis en la
sustancia gelatinosa (ver figura 1). Ambos sistemas de fibras entran por las partes
mas laterales de las raices dorsales. Se ramifican en forma longitudinal en 2 0 3
segmentos medulares, siguiendo el tracto de Lissauer, para luego hacer sinapsis
en la zona marginal, en la sustancia gelatinosa y en la lamina V (Paille, 1990;
Bonica, 1990; Fields, y Martin, 2001).



Figura 1 Ingreso de las fibras nociceptivas a la médula espinal. Las neuronas de proyeccion de
la lamina | reciben estimulos de las fibras Ad asi como de las fibras C (estas Ultimas por medio de
interneuronas localizadas en la lamina Il). Un grupo diferente de fibras Ad tienen proyeccién a
laminas mas profundas del asta dorsal de la médula espinal, como es el caso de la lamina V.
(Modificacion a la adaptacién de Fields, 1987)

Las neuronas espinales que reciben informacién nociceptiva se clasifican en dos

tipos (William y Spiegel, 1983; Sosnowski y col., 1992):

1) Neuronas nociceptivas especificas (NE): responden de manera casi
exclusiva a estimulos nociceptivos; se encuentran principalmente en las
laminas | y Il, aunque también se localizan en menor proporcion en las

laminas IV y V.

2) Neuronas de amplio rango dindmico (WDR): se concentran principalmente
en las laminas V y VI, y en menor proporcion en las laminas I, Il y IV.
Reciben aferencias de diversa naturaleza como: fibras Aa y AB que

conducen sensibilidad tactil y fibras Ad y fibras C, responsables de conducir
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estimulos nociceptivos. El rasgo caracteristico es que aumentan su

frecuencia de descarga en proporcion a la intensidad de un estimulo dado.

Una gran proporcion de las neuronas nociceptivas medulares, envian sus axones
a centros supraespinales, bulbares y talamicos, donde la informacion se procesa

para percibirse como dolor (Wilson y Lamer, 1995).

2.3 CLASIFICACION DEL DOLOR

En esta seccidn se mencionaran algunas de las clasificaciones mas utilizadas para

referirse a los distintos tipos de dolor.

Con base en su mecanismo fisiopatoldgico, el dolor puede dividirse en dos grupos:

- Somatico

- Neuropatico

El dolor somatico es aquel que se manifiesta cuando un estimulo potencialmente
dafino para la integridad fisica excita los receptores nociceptivos. Estrictamente,
debiera incluir el dolor originado en cualquier parte del cuerpo que no sean nervios
periféricos o centrales; sin embargo, frecuentemente se habla de dolor somatico
cuando los receptores estan en la piel, masculos o articulaciones, y se habla de
dolor visceral cuando los receptores activados por el estimulo se localizan en una
viscera (Cervero y Laird, 1999). El dolor somatico por lo general es bien
localizado. El dolor visceral, en cambio, es menos localizado y puede ser referido

a un area cutanea que tenga la misma inervacion (Dagnino, 1994).

El dolor neuropético es el que resulta de lesiones o alteraciones cronicas en vias
nerviosas periféricas o centrales. A pesar de que el encéfalo no esté inervado por
nociceptores, las meninges que lo rodean y que rodean a la médula espinal asi

como el epineuro que cubre los nervios periféricos, estan invervados por fibras C,

11



de esta forma una lesion en el SNC o periférico, puede provocar dolor. Por esta
razon, este tipo de dolor puede desarrollarse y persistir en ausencia de un

estimulo nocivo evidente (Torregosa, 1994).

Los sintomas que se manifiestan con este tipo de dolor pueden ser focales o
generalizados. Caracteristicamente, el sintoma se presenta como una sensacion
basal dolorosa o quemante (disestesia) con una respuesta exagerada ante un
estimulo doloroso (hiperalgesia) o con la percepcién de un estimulo cualquiera
como doloroso (alodinia). Estos términos se agrupan en el de hiperpatia y son
caracteristicos de una hipersensibilidad alterada (Torregrosa, 1994; Dagnino,
1994).

Otra clasificacion del dolor, se basa en el tiempo de su duracién, de esta forma

existe:

- Dolor agudo

- Dolor crénico

El dolor agudo es la consecuencia inmediata de la activacion de los nociceptores,
generalmente ocasionada por un dafio tisular somatico o visceral, el cual

habitualmente desaparece con la lesién que lo origin6 (Bonica y Procacci, 1990).

Cuando un dolor supera el mes de prevalencia, nos referimos a €l como dolor
cronico, generalmente este tipo de dolor no es constante, sino que presenta picos
y remisiones ademas, este dolor se caracteriza porque puede persistir ain en

ausencia de la lesion (Dagnino, 1994).

Ambos tipos de dolor, varian en su intensidad poniendo en evidencia la accion de

mecanismos enddgenos que tienden a suprimir o disminuir la sensacion de dolor.

12



2.4 NOCICEPTORES

La mayor parte de los 6rganos y sistemas del cuerpo estan inervados por un grupo
especial de receptores sensoriales denominados nociceptores. Los nociceptores
son las terminaciones periféricas de las neuronas sensoriales primarias, cuyos
cuerpos celulares se encuentran en los ganglios de las raices dorsales y del
trigémino. La caracteristica esencial de un nociceptor es que solo responde ante
estimulos nocivos (Mense, 1993). Otra de sus caracteristicas es aumentar
progresivamente su respuesta ante un estimulo repetitivo, fendmeno llamado

sensibilizacion.

En funcion de su localizacion los nociceptores se clasifican en:

= Cutaneos

= Musculares
= Articulares
= Viscerales

Mientras que en funcion de sus caracteristicas, se distinguen cuatro grupos:

= Térmicos
= Mecanicos
= Polimodales

=  Silentes

En general, las fibras C forman parte de los receptores térmicos activados por
temperaturas extremas (>45°C o <5°C) mecanorreceptores de bajo umbral y
receptores a sustancias algogénicas tales como los iones hidrégeno, las
prostaglandinas y la sustancia P. Este tipo de fibras C se catalogan como
receptores polimodales (Burgess y Perl, 1967). Por otro lado, existe una clase de

receptores que no responden a la estimulacibn mecéanica nociva a menos que

13



exista un proceso inflamatorio, estos se conocen como nociceptores silentes
(Willis y Westlund, 1997).

Las fibras Ad se clasifican en dos grupos: Tipo | y Tipo Il. Las primeras
corresponden a fibras de alto umbral que responden principalmente a estimulaciéon
mecanica dentro del rango de estimulacién nociva, mientras que responden
débilmente a la estimulacion térmica o quimica (Handwerker y Kobal, 1993; Meyer
y col., 1994; Simone y Kajander, 1997; Treede y Magerl, 1995). Las fibras Ad de
Tipo Il son mecanotérmicas, principalmente se activan en presencia de estimulos
térmicos aunque también responden débilmente a estimulos mecénicos (Beydoun
y col., 1996).

2.5 UMBRALES AL DOLOR

A causa de las marcadas diferencias individuales en la experiencia del dolor,
resulta dificil establecer un indice general en cuanto a la cantidad o intensidad
necesaria de un estimulo para producir una respuesta dolorosa, asi como para
evaluar conductualmente la sensibilidad diferencial de las respuestas. Esta
dificultad radica en el hecho de que estimulos muy diferentes pueden provocar

dolor y no necesariamente producirlo con la misma intensidad.

Los umbrales al dolor no solamente pueden ser afectados por la magnitud de la
estimulacién dolorosa, sino por la manera en que se distribuye esa estimulacion.
Messing y Campbell (1971) demostraron con ratas que cuando se dividia un
choque eléctrico en dos sitios 0 puntos anatomicos distintos muy separados (el
cuello y la cola) la reaccion para evitarlo era menor que cuando se aplicaba el
mismo choque eléctrico en una region anatémica unica (el cuello o la cola) es
decir, con estimulos aplicados en un sitio Unico, el dolor resultante es mayor que
cuando se aplican la misma intensidad repartida en choques a lugares anatémicos

separados.

14



Asi mismo existen factores subjetivos que también afectan la percepcion del dolor
tales como la sugestibilidad, la actitud, la atencion, la distraccion y la ansiedad.
Estas variables motivacionales tienen profundos efectos sobre la percepcion del
dolor (Melzack y Wall, 1965; Melzack, y Casey, 1968; Fernandez y Turk, 1992).

2.6 VIAS ASCENDENTES DE TRANSMISION NOCICEPTIVA

Una gran proporcion de las neuronas nociceptivas a nivel de la médula espinal
envia sus axones a centros supraespinales, bulbares y talamicos, siendo los mas
importantes el complejo medular reticular, el complejo reticular mesencefalico, la
sustancia gris periacueductal y el nacleo ventroposterolateral del talamo. La mayor
parte de esta informacion nociceptiva se transmite por vias cruzadas ascendentes,
situadas en la region anterolateral de la médula espinal, aunque existen fibras que

ascienden ipsilateralmente.

Las vias ascendentes de transmision de la sensibilidad mas estudiadas son cinco:

= Espinotalamica

= Espinorreticular

» Espinomesencefélica
= Cervicotalamica

= Espinohipotalamica

La via principal es la espinotalamica lateral, que comprende los axones de las
neuronas especificas de la nocicepcion y de las laminas | y V-VII del asta
posterior. Su activacion tiene lugar en la zona de entrada de las raices de la
médula espinal, para subir o bajar de uno a tres segmentos por el tracto de
Lissauer, antes de encontrar a la neurona de segundo orden cuyo axén cruza la
linea media en la médula, para ascender y llegar al nucleo ventral posterolateral
del talamo o al nucleo ventral caudal externo con un arreglo somatotopico (ver

figura 2).
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La estimulacion eléctrica de esta via provoca dolor, mientras que las lesiones de
ésta inducen considerables reducciones de la sensibilidad dolorosa en el lado

opuesto al de la lesién medular.

En la segunda via, los axones de las neuronas nociceptivas en las laminas VIl y
VIII del asta posterior de la médula espinal forman el tracto espinorreticular, el cual
asciende en el cuadrante anteroexterno de la médula espinal. En contraste con la
via espinotaldmica, en el cual todas las fibras cruzan la linea media, en este caso,
algunas fibras tienen proyecciones no cruzadas para terminar en ambas
formaciones reticulares, y el talamo, concretamente en el nucleo ventral caudal

externo y nucleos intralaminares (ver figura 2)

Figura 2 Esquematizaciéon de las dos principales vias ascendentes de la transmision
nociceptiva. En el extremo izquierdo se muestra la via espinotalamica lateral mientras que en el
extremo derecho la via espinorreticular (Modificado de (A) Carpenter, 1994 y (B) Willis 1985).
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La via espinomesencefalica comprende los axones de las neuronas de las laminas
I y V, que se proyectan al cuadrante anteroexterno de la médula espinal hasta la
formacion reticular del mesencéfalo y la sustancia gris periacueductal, y por la via
espinoparabraquial que llega al nucleo de la amigdala, que es un componente del
sistema limbico (sistema nervioso implicado en las emociones). Por eso se piensa,

gue esta via posiblemente contribuye al componente afectivo del dolor.

La via cervicotaldamica surge de las neuronas del nucleo cervical externo. Este
nacleo recibe sefiales de las neuronas nociceptivas de las laminas Il y IV. La
mayoria de los axones de esta via cruzan la linea media y ascienden por el

lemnisco medio a los nucleos del mesencéfalo.

La via espinohipotalamica comprende los axones de las neuronas de las laminas |,
V y VIII. Se dirige directamente a los centros de control autbnomo supraespinal, y
se piensa que activan respuestas neuroendocrinas y cardiovasculares complejas
(Carpenter, 1994).

2.7 MODULACION DE LA TRANSMISION NOCICEPTIVA

Una vez que los estimulos nociceptivos son conducidos a través de las fibras Ad y
de las fibras C hasta las neuronas de proyeccién (NP) localizadas en las astas
dorsales de la médula espinal, se activa una serie de mecanismos encargados de
ejercer una regulacién para que el organismo encuentre un estado homeostético.
Este mecanismo comprende las vias descendentes (VD) extra segmentarias las
cuales, mediante acciones directas o través de interneuronas (IN) pueden actuar
sobre las NP. De esta forma también se activan las motoneuronas (MN)
localizadas en las astas ventrales de la médula espinal las cuales generan una
respuesta motora de evitacion. A través de las neuronas preganglionares (PreG)
simpaticas se generan las respuestas simpaticas caracteristicas que suelen

acompanfar al dolor tales como la taquicardia y la sudoracién (Ver figura 3)
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Figura 3 Regulacion de la transmisién nociceptiva. Esquematizacion de los mecanismos
activados ante la presencia de un estimulo nocivo (Modificado de Millan, 2002)

Por otro lado, en los afios sesenta Melzack y Wall (1965) formularon la teoria de la
compuerta en la que se enfatiza el hecho de que la percepcidén dolorosa no sdlo
depende de la estimulacion periférica y de la transmision, sino también de la
modulacién medular y central. Esta teoria postula esencialmente la existencia de
un mecanismo neuronal a nivel de las astas dorsales en la médula espinal, el cual
tiene la propiedad de aumentar o disminuir el flujo de los impulsos nerviosos
provenientes de las fibras periféricas (ver figura 4) y se centra en la interaccion de

cuatro clases de neuronas en el asta posterior de la médula espinal:

1) fibras aferentes nociceptivas no mielinizadas (fibras C);
2) fibras aferentes no nociceptivas mielinizadas (fibras AB);
3) neuronas de proyeccion;

4) interneuronas inhibidoras.
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La neurona de proyeccion recibe informacion de ambos tipos de fibras
nociceptivas y no nociceptivas, y el equilibrio de estos estimulos determina la
intensidad del dolor. La interneurona inhibidora se activa espontdneamente, y
normalmente inhibe a la neurona de proyeccion, con lo que se reduce la
intensidad del dolor. El incremento de las fibras aferentes no nociceptivas
mielinizadas (AB), tiende a cerrar la compuerta, mientras que un aumento de la
actividad de las fibras mas delgadas (fibras C) la abre. Por tanto la proporcion de
impulsos nociceptores que pueden alcanzar los centros mas altos y en
consecuencia ser percibidos como dolor, son determinados por un equilibrio entre
la actividad relativa de las fibras gruesas y delgadas (Melzack, 1973; Merk y
Dohme, 1985).

Fibras C |

Interneurona
Inhibidora
Neurona de
+ y + proyeccion

Fibras AP

Figura 4 Teoria de la compuerta. Representacién esquematica del sistema de control por
compuerta para la transmision del dolor (Modificado de Melzack y Wall, 1965)
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Por su parte, las VD también juegan un papel importante en la modulacién de la
transmision nociceptiva. Estas vias pueden dividirse en tres (Jean Marie y
Athmane, 1987):

1) Neuronas en la sustancia gris periacueductal y periventricular. Realizan
conexiones excitatorias en el bulbo raquideo rostroventral, una region que incluye
el ndcleo serotoninérgico del rafe magno y el ndcleo reticular adyacente
paragigantocelular. Finalmente, las vias descendentes del Rafe y del nucleo

reticular, ejercen una accion inhibitoria de las aferentes primarias.

2) Neuronas en la médula rostroventral. Hacen conexiones inhibitorias en las
laminas 1, 11 y V del asta dorsal de la médula espinal; estas laminas son también el
sitio de llegada de la informacidon nociceptiva. La estimulacion de estas células
inhibe a las neuronas nociceptivas de aferentes primarias, incluyendo a las que
participan en la via espinotaldmica. Otros sistemas de fibras descendentes
originados en el bulbo raquideo y puente concluyen en las astas dorsales de la
médula y suprimen la actividad nociceptiva de ésta area.

3) Circuitos locales inhibitorios. Se ubican a todo lo largo de las vias
sensoriales encargadas de transmitir la informacion referente al dolor y en cada

nivel o estructura nerviosa se puede activar un sistema local inhibitorio.

También existen otros sistemas inhibidores que suprimen la actividad de las

neuronas nociceptivas del asta posterior se originan en el locus coeruleus
noradrenérgico (ver figura 5) y en otros nucleos del bulbo y la protuberancia. Estas
proyecciones descendentes bloquean la activacion de neuronas de las laminas | y
V mediante acciones inhibidoras directas e indirectas. También interactian con los
circuitos que contienen opioides endogenos del asta posterior. En los afios 70’s
Pert y Zinder demostraron la presencia de receptores a opiodes en las células
nerviosas. A partir de este hallazgo se han realizaron experimentos para

demostrar que la microinyeccion de pequefias dosis de morfina o de otros
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opiaceos directamente en regiones especificas del cerebro de la rata, produce
analgesia (Akil y col., 1984; Bian y col., 1995). Asi mismo, se ha demostrado que
la estimulacion nociceptiva, induce la liberacion de p-endorfina que actia como
mediador en el proceso de dolor (Zangen y col., 1998). Del mismo modo, otros
experimentos han probado que la administracion de naloxona, un antagonista de
los opiaceos, bloguea la analgesia producida por la morfina. Se han identificado
tres clases principales: y, 8 y k. Los receptores opioides u estan muy concentrados
en la sustancia gris periacueductal, la parte ventral del bulbo y la parte superficial
del asta posterior de la médula espinal. Todas estas estructuras son importantes

para la regulacién del dolor.

Sustancia gris

periacueductal Mesencéfalo

Locus Puente

coeruleu

Nucleo Magno
del rafe

Bulbo raquideo

Médula espinal

Figura 5 Vias descendentes moduladoras de la transimisidon nociceptiva. La via surge en la
sustancia gris periacuductal, se proyecta al nicleo magno del rafe y luego, a través del funiculo
dorsolateral al asta posterior de la médula espinal.

21



2.8 SENSIBILIZACION CENTRAL

La actividad sostenida o repetitiva de los nociceptores, puede producir
alteraciones de la respuesta del sistema nervioso central a puntos de entrada
procedentes de la periferia. Es decir, la estimulacidbn nociva periférica puede
sensibilizar a los nociceptores y ademas, si la estimulacién es continua también
puede modificar las propiedades de las neuronas espinales, en las que pueden
originarse alteraciones funcionales extrinsecas. Cuando se aplican en la piel, en
repetidas ocasiones, estimulos nocivos a un determinado nivel, ya sea desde el
tejido daflado o desde fuera, se produce una progresiva respuesta de las
neuronas del asta doral de la médula espinal, fendbmeno conocido como “wind-up”
(Mendell y Wall, 1965; Price y col., 1978). Este fendbmeno permite que aumente el
tamafio del campo receptivo de la neurona del asta dorsal. También puede
aumentar la excitabilidad neuronal y puede perderse la capacidad codificadora de
impulsos nociceptivos. Estos cambios se conocen con el nombre de
“sensibilizacion central” y contribuyen directamente a la aparicién de alteraciones
sensoriales que surgen como consecuencia de algun dafio en el sistema nervioso

periférico, tales como la hiperalgesia y la alodinia (Cervero y col., 1992).

La alodinia puede definirse como un dolor producido por un estimulo inocuo. Esta
definicién implica un cambio cualitativo en la sensacién para diferenciarlo de una
hiperestesia (aumento de la sensibilidad al estimulo). Por otro lado la hiperalgesia
se refiere a la respuesta exagerada ante un estimulo nocivo, este es un caso
especial de hiperestesia (Wolf y Mannion, 1999) la cual se clasifica en dos tipos:
primaria y secundaria (Coderre y col., 1993).

La hiperalgesia primaria se refiere a un aumento en la sensibilidad ante la
presencia de estimulacidén nociva en el sitio en que se produjo el dafo.

La hiperalgesia secundaria por su parte, implica un aumento de la sensibilidad
extendida mas alla del sitio del dafio, es decir, en areas distantes del tejido

lesionado.
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2.9 NEUROTRANSMISORES

Existen algunas sustancias neurotransmisoras que intervienen en el sistema de
analgesia, este es el caso de las encefalinas y la serotonina. Muchas de las fibras
nerviosas que se originan en los nudcleos periventriculares, en el area gris
periacueductal y en el ndcleo magno del rafe, secretan encefalinas en sus
terminaciones. Ademas, existen fibras que surgen del ndcleo magno del rafe,
terminan en las astas dorsales de la médula espinal y secretan serotonina. La
serotonina secretada puede actuar sobre neuronas medulares para que ellas a su
vez secreten encefalinas, de esta forma, la modulacion ejercida por la serotonina

puede ser mediada por encefalinas (Hees, 1982).

Por otro lado, en los afios 80’s, Sawchenko y Swanson describieron una via que
se origina en el PVN del hipotalamo, cuyas neuronas envian sus axones a la
superficie del asta dorsal de la médula espinal (ver figura 7) En esta via
descendente, el neurotransmisor involucrado es la OT. Los sitios hasta los que
llegan las proyecciones oxitocinérgicas han sido identificados (Reiter y col., 1994)
encontrandose que su distribucion es principalmente en las laminas | y Il, asi como

en la lamina V y la ldmina que rodea al canal central (ver figura 6).

Figura 6 Sitios de unién de la oxitocina. Histoautoradriografia que muestra los sitios de unién de
la oxitocina en la médula espinal (Reiter y col., 1994).
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Figura 7 Via descendente de la oxitocina. Las neuronas oxitocinérgicas localizadas en el nicleo
paraventricular del hipotalamo, envian sus axones hasta las capas superficiales de la médula
espinal (Modificado de Carpenter, 1994)

2.10 OXITOCINA

La OT es un neuropéptido que contiene 9 residuos de aminoacidos, con un puente
disulfuro, y que es sintetizado en el PVN y en los SON del hipotdlamo. Sus
efectos mas estudiados y caracterizados son su participaciéon en las contracciones
uterinas durante el parto y en la secrecion lactea. Sin embargo, algunas
evidencias indican efectos sobre la conducta animal (Drago y col., 1986). Ejemplo
de esto es la conducta maternal inducida en ratas virgenes y la conducta de aseo
(Drago y col., 1986; Pedersen y col., 1982). La dosis efectiva de OT para inducir

aseo, administrada i.c.v., es de 0.1 a 10 ug (Argiolas y col., 1986). La OT también
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incrementa el nimero de bostezos y erecciones del pene (Melis y col., 1986; Melis
y Argiolas, 1995)

Estudios recientes han demostrado que la OT esta involucrada en la modulacion
de la transmisién somatosensorial como es el caso de la nocicepcion y del dolor
(Uvnas-Moberg y col., 1992; Arletti y col., 1993; Lundeberg y col., 1994; Yuang y
col., 2002; Robinson y col., 2002; Shuang-Quan y col., 2003) Arletti y col., (1993)
reportaron que por medio de inyecciones i.c.v. de OT (1 nug) se obtiene una
disminucién significativa de la nocicepciéon en ratas, provocada por la prueba del
“hot plate”. También existen estudios que sefialan que la inyeccion de OT en la
sustancia gris periacueductual, induce un efecto antinociceptivo dependiente de la
dosis administrada (Robinson y col., 2002) y que dicho efecto es bloqueado por la

administracion de un antagonista de la OT (Yuang y col., 2002).

2.11 MECANISMO DE ACCION DE LA OXITOCINA

De manera general se ha reportado que la OT inhibe la transmision glutamatérgica
entre las aferentes primarias y las neuronas localizadas en el asta dorsal de la
médula espinal (Robinson y col., 2002) Se han propuesto dos diferentes
mecanismos para esta inhibicion. Por una parte Jo y col., (1998) sugieren una
accion presinaptica, por medio de la cual, la OT inhibe indirectamente la
transmision sensorial entre las fibras aferentes primarias y las neuronas del asta
dorsal mediante la activacion de interneuronas inhibitorias espinales. Por su parte,
los resultados de Robinson y col., (2002) sugieren un efecto inhibidor postsinaptico

por parte de la OT.

A nivel celular, los receptores a OT estan acoplados a proteinas G y activan la via
de los inositoles, lo que conduce a un aumento de la concentracion de calcio. Este
mecanismo se ha estudiado en receptores uterinos y se ha visto que la unién de la
OT a su receptor, activa la fosfolipasa C con la formacién de un segundo

mensajero, el inositol-1,4-5 trifosfato que libera Ca®" al interior de la células del
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musculo uterino (ver figura 8) sin embargo, se cree que el papel del segundo
mensajero es relativamente de menor importancia ya que la activacién directa o
inducida por la despolarizacién de canales de calcio voltaje-dependientes de tipo
L, pueden contribuir con la principal fuente de calcio (Barberis y col., 1998).

Kimura y col., (1995) fueron los primeros en identificar y aislar una cadena de
DNAc que codificaba para el receptor de OT humano. Este receptor codifica para
389 amino&cidos y cuenta con 7 dominios transmembranales (a-hélices).
Pertenece a la clase | de receptores (tipo rodopsina) acoplados a proteinas G. La
conservacion entre los dominios transmembranales hace suponer que éstos
podrian estar involucrados en mecanismos encargados de la activacion y

transduccion de sefiales de proteinas G (Gimpl y Fahrenhloz, 2000).

Oxitocina

Receptor a CTE Fosfolipasa C
Qxitocing

Ca
Reticulo
endoplasmico

Figura 8 Mecanismo de accién del receptor a oxitocina. El receptor a oxitocina se encuentra
acoplado a una proteina G con una subunidad, la cual activa a la enzima fosfolipasa C que
hidroliza a los fosfolipidos de inositol en inositol trifosfato (IP3) y diacil glicerol. El IP; puede abrir
canales de calcio localizados en la superficie del reticulo endoplasmico provocando un incremento
de calcio citoplasmatico (Barberis y col., 1998).
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2.12 NEUROPATIA PRODUCIDA POR LA LIGADURA DEL NERVIO CIATICO

El dolor neuropatico se define como un “dolor iniciado o causado por una lesion
primaria o por una disfuncion en el sistema nervioso central” (Merskey y Bogduk,
1994). También es considerado un sindrome complejo que puede tener diferentes
mecanismos subyacentes (Mao y Chen, 2000; Ossipov y col.,, 2000).
Independientemente de la causa responsable, el dolor neuropético se asocia a un
dolor de tipo espontaneo que desencadena estados tales como la hiperalgesia y la
alodinia (Thomas, 1984). Se han creado varios modelos animales para investigar
los mecanismos causantes de la aparicion del dolor neuropatico, entre estas se
encuentra el modelo de la ligadura floja alrededor del nervio ciatico en rata
descrito por Bennett y Xie (1988). Este modelo ampliamente estudiado exhibe
muchas de las manifestaciones clinicas del dolor neuropatico, como hiperalgesia,
dolor espontaneo y alodinia, y ha resultado util para ampliar el conocimiento sobre
los mecanismos que contribuyen a la aparicion del dolor neuropéatico, asi como
sus posibles tratamientos analgésicos (Bennett, 1993). Por ejemplo, utilizando
este modelo se ha comprobado que la administracién intravenosa de lidocaina a
dosis altas (10-30 mg/Kg) durante un corto espacio de tiempo, tiene efecto
analgésico (Chaplan y col., 1995; Abdi y col., 1998; Sinnott y col., 1999) asi
mismo, la administracion subcutanea de dosis sistémicas relativamente pequefas
de lidocaina que coincide con las primeras fases de la aparicion del dolor
neuropatico, produce efectos analgésicos (Smith y col., 2002).

2.13 NEUROPATIAS DEL NERVIO CIATICO EN EL HOMBRE

La ligadura floja del nervio ciatico en la rata, produce signos y sintomas parecidos
a los que se observan en el sindrome del dolor regional complejo, en el hombre
(Gradl y col., 2004). Este sindrome se considera un desorden doloroso originado
después de un traumatismo que haya afectado a una extremidad con (Tipo 1) o sin
(Tipo 11) una lesién en un nervio periférico (Baron, 2004).
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La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor, otorgd la categoria de
Sindrome a este desorden, con el fin de permitir que se engloben en ella una serie
de sintomas y signos clinicos que no tienen por qué tener una causa o etiologia
comun. Para el diagnéstico de éste sindrome, se considera al dolor evocado o

espontaneo. El término Dolor Regional intenta definir que el dolor,

desproporcionado y continuo, sobrepasa la localizacion esperada en funcion de la
causa aparentemente originaria, usualmente una extremidad, pero en otras
ocasiones referido a otras partes del cuerpo. El término Complejo, intenta definir
las multiples formas de presentacion de los sintomas y signos que lo caracterizan
(Stanton-Hicks y col., 1995).

La Organizacion Internacional para el Estudio del Dolor, define el Sindrome del
Dolor Regional Complejo como una *“variedad de condiciones dolorosas de
localizacion regional posteriores a una lesion, que presentan predominio distal de
sintomas anormales, excediendo en magnitud y duracién al curso clinico esperado
del incidente inicial, ocasionando con frecuencia un deterioro motor importante,

con una progresion variable en el tiempo”.

Otra de las neuropatias producidas por una lesién en el nervio ciatico es la
llamada Ciética, la cual es un sindrome doloroso que se localiza en el trayecto del
nervio ciatico. Es decir, al dolor que generalmente parte del gluteo y se irradia por
la cara posterior del muslo, la cara posterior o externa de la pierna y puede llegar
hasta el pie. El dolor ciatico se origina en un proceso irritativo del nervio o de
alguna de las raices que lo originan, generalmente la quinta raiz lumbar o la

primera raiz sacra (Fauci e Isselbacher, 2001).

Sus causas pueden ser cualquier presion, dafio, espasmo muscular, tiron en la
espalda o inflamacién que afecte al nervio ciatico. En la mayoria de los casos, sin
embargo, la fuente del problema suele ser un disco vertebral (hernia discal o

intervertebral) (Fauci e Isselbacher, 2001).
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lll. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.:
e Estudiar los efectos conductuales que ejerce la OT sobre las respuestas a

la estimulacion somatica en ratas con un modelo de dolor neuropatico.

OBJETIVOS PARTICULARES:
e Comparar los efectos de la OT exdégena y de la OT enddgena.
e Evaluar si los resultados observados con la estimulacion eléctrica del PVN
del hipotalamo, son debidos a la OT secretada.
e Evaluar la posible participacién de los péptidos opioides en el mecanismo
de accion de la OT.
« Establecer si existe una correlacion entre el sitio de estimulacién del PVN

del hipotadlamo y los resultados observados.

IV. HIPOTESIS

A partir de los antecedentes que se tienen sobre el efecto de la OT en los
mecanismos de antinocicepcion, se postula que tanto la administracion exogena
(via intratecal) como endogena (via estimulacion eléctrica del PVN del hipotalamo)
de este neuropéptido, sera capaz de disminuir las respuestas provocadas por la
estimulaciéon mecanica y térmica, en ratas con un modelo de dolor neuropatico

producido por la ligadura floja del nervio ciatico.
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V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Efectos de la Oxitocina exdgena (Grupo OT exo)

Mononeuropatia producida por la

ligadura floja del nervio ciatico

Valoracion conductual por medio de

estimulos mecanicos v térmicos

Implante de canula a nivel del
ensanchamiento lumbo-sacro
(L4 - L5)

Valoracion conductual por medio de

estimulos mecanicos y térmicos

Dia 1 5 7 9 12 | 14 | 18 | 23 | 26 | 28 | 31 | 33
Tratamiento | LNC | C C Cl c |oT| C |OT| C oT | C | OT

LNC: Ligadura del nervio ciatico Cl: Canula intratecal
C: Mediciones control OT: Administracion de oxitocina
n=20
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a) Mononeuropatia (Ligadura floja del nervio ciatico)

Todos los procedimientos quirdrgicos se realizaron bajo anestesia intraperitoneal
de una mezcla de Ketamina/Xilacina (70-6 mg/Kg). La neuropatia periférica
unilateral fue producida siguiendo la técnica de constriccion cronica del nervio
ciatico, descrita por Bennett Xie (1988), con la diferencia de que sélo se realizaron
dos dobles ligaduras flojas y no cuatro como en la técnica original. Se expuso el
nervio ciatico izquierdo de 20 ratas (120 — 150g) a un nivel préximo a la
trifurcacion del nervio, para ello, se hizo una incision en la piel de 2 a 2.5cm
partiendo del gluteo superficial al biceps femoral (“femoris”), se separaron las dos
capas de musculo para exponer el nervio ciatico, se liberé del tejido conectivo
subyacente, colocandose por arriba de la trifurcacion y alrededor del nervio, dos
ligaduras flojas con hilo quirdrgico 4-0, con una separacion de 1 — 1.5 mm entre
ambas. El musculo que lo recubria se suturé con sutura simple, usando hilo
quirurgico 4-0, y la piel se suturé de igual manera con 4 suturas simples con el

mismo tipo de hilo quirdrgico.

Se tuvo un grupo falso operado (n = 8) cuya intervencion consistié en la
exposicion del nervio ciatico izquierdo tal como se describid, con la diferencia que
no se realizaron las ligaduras. También se tuvo un grupo control (n = 9) a cuyos
animales no se les realiz6 ningun tipo de intervencion quirdrgica. Todos los grupos
estuvieron bajo las mismas condiciones ambientales, las cuales fueron comida y

agua ad-libitum y ciclos de luz oscuridad 12h/12h.

Los experimentos se realizaron conforme a las directrices aceptadas por la
Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (Zimmermann, 1983) y todos los
protocolos experimentales fueron realizados siguiendo los lineamientos del comité
de bioética del Instituto del Neurobiologia, de la Universidad Nacional Autbnoma
de México.
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b) Valoracion conductual
Una vez realizada la técnica de la doble ligadura floja, los animales se dejaron
recuperar 4 dias y al 5to dia, se empezé a registrar el umbral al dolor mediante

estimulos mecanicos y térmicos.

Estimulos mecéanicos: La técnica utilizada fue la descrita por Chaplan y col.,

(1994). Los animales fueron colocados individualmente en compartimientos de
acrilico montados sobre una rejilla metalica la cual permitio tener acceso a las
patas posteriores (ver figura 9). La superficie plantar de las patas posteriores, fue
estimulada con una serie de filamentos de von Frey de calibre ascendente (1.0,
6.0 y 10 g). Para cada filamento, el estimulo fue repetido al menos 10 veces con
intervalos de 1-2 segundos entre cada estimulacion, con el fin de abarcar toda la
superficie de la planta incluyendo los dedos. El filamento fue presionado contra la
superficie ventral de la pata hasta conseguir que el filamento se doblara, y fue
mantenido en esta posicién por 3 0 4 segundos. Para clasificar las respuestas
emitidas por los animales, se establecié una escala semicuantitativa donde las

respuestas fueron catalogas como.

O ausencia de respuesta

o (+): movimiento continuo de la rata para cambiar de lugar o bien,
movimiento de la cabeza dirigiendo su vista y/u olfato hacia la
pata que se esta estimulando, sin mostrar movimientos para
retirar la pata.

0 (++): Retirada de la pata la cual puede manifestarse levantando
bruscamente la pata o bien, levantandola lentamente vy
doblandola hacia su tronco, con el fin de que la pata no esté
expuesta al filamento.

o (+++): Levantamiento brusco de la pata, acompafado con
sacudidas de la pata y/o lamidas de la misma; conducta de

escape o vocalizacion.
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Figura 9. Estimulacion mecéanica. Fotografias en las que se puede apreciar el compartimiento de
acrilico y la rejilla metalica en las que se realizaron las estimulaciones mecénicas y térmicas (esta
Ultima no se observa en las fotografias).

Una vez terminada la primera ronda de mediciones, se cuantificaron las
respuestas ante un estimulo térmico (como se describirA mas adelante) después
nuevamente se registré con los filamentos de von Frey en el orden indicado, y por

ualtimo se volvio a aplicar el estimulo térmico.

Las respuestas se cuantificaron y se transformaron en porcentaje promedio de

respuesta.

Estimulos térmicos: La técnica empleada fue una modificacion de la que describe

De la Calle (2002). Se cuantificaron las respuestas de sacudida de las patas
posteriores ante el contacto de dos gotas de acetona en la parte dorsal de las
patas. Las respuestas fueron promediadas y convertidas a porcentaje de

respuesta.
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Estas mediciones en presencia de acetona, se realizaron por duplicado, la primera
fue después de la primera ronda de mediciones con los filamentos de von Frey y la

segunda, después de la segunda ronda.

c) Canula intratecal

A los 15 dias después de la ligadura del nervio ciatico (tiempo en que se observo
claramente el desarrollo y estabilidad de la neuropatia) ambos grupos
experimentales, se sometieron a una nueva cirugia para la implantacion de una
canula intratecal, la técnica empleada fue la descrita por Yaksh y Rudy (1976). El
procedimiento se realiz6 bajo anestesia intraperitoneal con una mezcla de
ketamina y xilacina (70-6 mg/Kg). Los animales fueron colocados en un aparato
estereotaxico y los musculos del cuello fueron separados, la membrana atlanto-
occipital fue expuesta y rasgada cuidadosamente y se desliz6 a traves de ella un
tubo de polietileno (PE10) hasta el ensanchamiento lumbar (L4 — L5), se observo
que el animal no tuviera movimientos de los miembros anteriores o posteriores.
Las canulas fueron fijadas mediante hilo quirargico 4-0 a los musculos del cuello
dejando sobresalir 5 centimetros para efectuar las inyecciones intratecales. Las
canulas fueron previamente llenadas con solucién salina y selladas en el extremo

externo, y tuvieron una longitud de 8.5cm.

Los animales se dejaron recuperar 2 dias después de la operacion y

posteriormente se retomo la valoracion conductual.
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Efectos de la Oxitocina enddégena (Grupo OT endo)

Mononeuropatia producida por la

ligadura floja del nervio ciatico

v
Valoracion conductual por medio de

estimulos mecanicos v térmicos

Implante de canula a nivel del
ensanchamiento lumbo-sacro
(L4 - L5)

Valoracion conductual por medio de

estimulos mecanicos y térmicos

Colocacion de electrodos de

estimulacion en el ndcleo

paraventricular del hipotalamo

v
Valoracion conductual por medio de

estimulos mecanicos y térmicos

Histologia del encéfalo
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Dia 1 416|8 (11|13 15|18 20|21 |24 | 25 26
Tratamiento |LNC |[C|C|C | C | C |CI| C | C | E | C |PVN C

Dia 27 | 28 29 34| 35 |37 39 41| 43 | 46
Tratamiento | OT | C | AOT/PVN | C |PYN | C | NX/PVN| C |PVYN | C

LNC: Ligadura del nervio ciatico E: Implantacion de electrodo
C: Mediciones control OT: Administracion de oxitocina
Cl: Canula intratecal PVN: Estimulacion eléctrica

AOT/PVN: Antagonista a oxitocina / estimulacion
NX/PVN: Naloxona / estimulacion

n=7

El grupo experimental que Unicamente fue sometido a las dos intervenciones
quirurgicas antes descritas, se denomind grupo experimental OT exo. Un grupo
fue sometido a una tercera cirugia para la implantacion de un electrodo (como se
describe méas adelante), este ultimo grupo se identific6 como grupo experimental
OT endo.

d) Estimulacion eléctrica del PVN del hipotalamo

A los 21 dias posteriores de la ligadura del nervio ciatico, a los animales del grupo
experimental OT endo, se les implantd un electrodo bajo anestesia intraperitoneal
de una mezcla de ketamina y xilacina (70-6 mg/Kg). Los animales fueron
colocados en el aparato estereotaxico y de acuerdo a las coordenadas del atlas de
Paxinos y Watson (1997) de la zona magnocelular del nucleo paraventricular del
hipotalamo (A — P: +7.2, M — L: +t0.5 y D — V: 2.0 a la izquierda) y con la
calibracion del cero para cada rata, se implanté un electrodo bipolar de acero
inoxidable. Los animales estuvieron en recuperacion durante 3 dias, y después
nuevamente fueron sometidos a las pruebas conductuales (ver figura 10) pero

intercalando las mediciones: con OT intratecal, controles, estimulacién del PVN del
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hipotalamo. La estimulacion eléctrica consistio en trenes de pulsos de 1ms a 60Hz
sobre periodos de 6 segundos. La intensidad de la estimulacién estuvo entre el
rango de 100 — 300 pA y fue ajustada individualmente para cada rata, a fin de

evitar que la estimulacion provocara una respuesta estresante.

Figura 10 Electrodo en el nacleo paraventricular. En esta fotografia se puede observar la forma
en que queda implantado el electrodo.

Cabe mencionar que tanto en las mediciones con OT intratecal, como en las
mediciones con estimulacion del PVN del hipotalamo, la administracion del péptido
(15pl de 10°M) como la estimulacién eléctrica, fue previa a la exposicién de los

estimulos mecéanicos y térmicos.
e) Pruebas de coordinacion motora

Para eliminar la posibilidad de que la disminucion de respuestas observadas en
ambos grupos experimentales, debida a la inyeccion de oxitocina, fuera causada
por un mecanismo propio de la OT que impidiera el movimiento de las ratas, una
vez finalizado el estudio conductual del grupo OT exo, se llevaron a cabo pruebas
de coordinacion motora. Para este fin, se utilizdé el equipo Rotorod (Omni-Rotor
Treadmill, Omnitech Electronics, Columbus, OH). Este aparato consiste de un
cilindro giratorio controlado por un motor que permite la seleccion de velocidad y

aceleracion.
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Después de una prueba de ensayo inicial y de un periodo de entrenamiento
(ambos se realizaron previa exposicion a la OT), se evaluo la coordinacion motora
usando dos velocidades de aceleracién. El tiempo del cilindro asi como la
velocidad a la cual cay6 el animal fueron registradas.

Para el caso de animales con neuropatia, se observé que el programa habitual de
velocidades y duracién de las mismas utilizado para ratas, era demasiado riguroso
y los animales eran incapaces de llevarlo a cabo incluso después de 5
entrenamientos, esto puede ser explicado a partir del hecho de que los dolores
neuropaticos producen dolor espontaneo e hiperalgesia mecanica, por lo que
puede resultar muy estresante para los animales desempefiarse igual que una rata
control. Por lo que se adaptdé un programa menos riguroso para el grupo
experimental OT exo. El programa establecido para el grupo experimental OT exo

fue el siguiente:

Duracion (segundos) Velocidad Final (rpm)
10 2.5
20 5
40 10
20 5
5 0

Tabla 1. Valores del programa del rotorod empleados en el grupo OT exo.

f) Inspeccion visual de la ubicacion de la punta de la canula intratecal

Una vez finalizado el estudio conductual y después de que los animales realizaron
la prueba de coordinacion motora, estos fueron profundamente anestesiados con
una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico (33 mg/Kg de peso corporal),
después, se administraron intratecalmente 15 pl del colorante orgéanico azul de
pontamina y se expuso la médula espinal para realizar una inspeccion visual y

determinar la zona en que llegé la punta de la canula.
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g) Localizacién del electrodo de estimulacion

Se realiz6é un estudio histoldgico del encéfalo de las ratas del grupo experimental
OT endo para determinar la zona exacta en la que se implantaron los electrodos, y
establecer si la respuesta observada esta en funcidn del sitio de estimulacion

eléctrica.

Los resultados de las pruebas conductuales fueron analizados empleando un
analisis de varianza (ANOVA) Kruskal-Wallis, para determinar si existié diferencia
significativa (P<0.05) en las respuestas entre los distintos grupos (Experimental
OT, Control y Falso operado) a lo largo del estudio conductual. Las pruebas post-
hoc para esta prueba, fue la de las comparaciones multiples de Dunn’s. Para
analizar las diferencias entre los grupos experimentales (mediciones control vs
tratamiento) se utiliz6 una ANOVA no-paramétrica de Friedman (P<0.05), seguida
de la prueba de comparaciones multiples de Wilcoxon. El programa estadistico
empleado fue el “GraphPad InStat tm V2.03 (1990-1993)".

VI. RESULTADQOS

En la figura 11 se puede apreciar la comparacion en el porcentaje de respuestas
totales, térmicas y mecanicas, obtenido en los grupos control, falso operado y OT
exo a lo largo del estudio conductual. Se observé diferencia significativa (P<0.05)
en el numero de respuestas entre los grupos control y falso operado en el dia 5, lo
cual se debi6 probablemente a que la intervencion de la ligadura del nervio ciatico
sensibiliza a los animales dentro de los primeros 5 dias. A partir del dia 7, no se
encontré diferencia significativa entre las respuestas del grupo control y falso
operado, esto significa que el aumento en el nimero de respuestas que tuvo el
grupo OT exo, fue producto de la lesién provocada por la ligadura floja del nervio
ciatico y que la cirugia para exponer el nervio asi como su diseccion, no tienen un

efecto significativo en el aumento de respuestas a partir del dia 7.
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En el dia 7, se observo una diferencia significativa (P<0.001) entre el grupo control
y OT exo, lo que indica que a partir del dia 7, el desarrollo del dolor neuropatico es
evidente. Dentro del grupo OT exo, la comparacion de respuestas entre los
diferentes dias, sefial6 una diferencia significativa entre el dia 5 y el dia 7
(P<0.05), lo cual sugiere que la neuropatia se desencadena durante la primera
semana después de la ligadura floja del nervio ciatico. También se encontraron
diferencias significativas (P<0.05) entre el porcentaje de respuestas totales y
mecanicas durante los dias previos a la administracién intratecal de OT y los dias
de administracion; esto indica que la administracidon exdgena (via intratecal) de
oxitocina (15 pl, 10°M) disminuye significativamente el porcentaje de respuestas

mecanicas en el grupo de animales sometidos a la ligadura floja del nervio ciatico.

La permanencia similar en el porcentaje de respuestas observado en el grupo
control y falso operado a lo largo de todo el estudio, son evidencia de que la
disminucién durante los dias de inyeccion que se presento en el grupo OT exo,
son producto de la OT y no debido a una posible habituacion ante la presencia
repetida de los estimulos. Esto se corrobora también porque las mediciones

control subsiguientes regresaron a sus valores habituales.

EFECTO DE LA OXITOCINA EXOGENA
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Figura 11. Histograma comparativo de respuestas entre los grupos control (n=9), falso operado
(n=8) y OT exo (n=20). Las barras en cada histograma de frecuencia corresponden al porcentaje
de respuestas observadas + S.E.M. Las diferencias entre los grupos fueron analizadas usando una
ANOVA Kruskal — Wallis (P<0.05) seguida de la prueba de comparaciones mdltiples de Dunn’s.
Las diferencias entre las mediciones control y las mediciones con inyecciones intratecales fueron
analizadas usando una ANOVA no-paramétrica Friedman (P<0.05) seguida de la prueba de
comparaciones multiples de Wilcoxon. Los asteriscos sefialan diferencia significativa (*** P<0.001
** P<0.01 y * P<0.05) en las respuestas de la medicion control previa a la inyeccion y la obtenida
con la inyeccion.

Los efectos de la OT enddégena (por estimulacién eléctrica del PVN del

hipotdlamo) se observan en la figura 12. En este grupo se puede apreciar mejor el
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desarrollo de la neuropatia, ademas, se puede notar que una vez desarrollado el
proceso de nocicepcion, este se mantiene constante (ver dias de mediciones
control) hasta por un periodo de 46 dias. También es importante sefialar que ni la
intervencién quirdrgica para implantar la canula (realizada el dia 15) ni para
colocar los electrodos (dia 21) alteraron el porcentaje de respuestas. Los dias en
gue se estimulé eléctricamente el PVN del hipotalamo (dia 25, 35 y 43) se observo

una disminucién significativa en el porcentaje de respuestas totales y mecanicas.

En el caso de las respuestas térmicas, Unicamente se encontré diferencia
significativa los dias 25 y 35 de estimulacidon. Note que la administracion intratecal
de un antagonista selectivo a la OT (15ul, 10°M, AOT), dos minutos previos a la
estimulacion, impidié la disminucion de respuestas tanto mecanicas como

térmicas.

El dia 27 se administré intratecalmente OT (15pl, 10°M) y los resultados obtenidos
fueron similares a los que se tuvieron el grupo OT exo, es decir, hubo una
disminucion significativa en el porcentaje de respuestas totales y mecanicas, no
asi en las térmicas. La administracion intratecal de naloxona previa a la
estimulacién eléctrica del PVN del hipotdlamo produjo una disminucién
significativa (P<0.05) en el numero de respuestas totales y mecanicas. Sin
embargo, esta disminucion fue de menor magnitud (diferencia no-significativa) que

la observada Unicamente con la estimulacién eléctrica.
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EFECTO DE LA ESTIMULACION DEL NUCLEO PARAVENTRICULAR DEL
HIPOTALAMO EN PRESENCIA O AUSENCIA DE NALOXONA
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Estimulacion Mecanica
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Figura 12. Histogramas de frecuencia del porcentaje de respuestas totales (A), térmicas (B) y
mecanicas (C) del grupo OT endo (n=7). Cada barra corresponde al porcentaje de respuestas *
S.E.M. Las diferencias entre los distintos tratamientos fueron analizadas usando una ANOVA no
paramétrica de Friedman (P<0.05) seguida de una prueba de comparaciones mdultiples de
Wilcoxon.

En la figura 13 se puede observar el porcentaje de respuestas en las mediciones
control de todo el estudio conductual de los grupos control, falso operado y OT
endo. Se puede notar que el porcentaje obtenido para el filamento de von Frey de
menor calibre (4.08), que puede ejercer una presion de hasta 1g en la superficie
plantar de las patas de las ratas, no produce practicamente respuestas en el grupo
control (menos del 1%) ni en el grupo faso operado (3.1%), en cambio en el grupo
OT endo, las respuestas obtenidas en las mediciones control superan el 50%.
Para el caso del filamento 4.74, que ejerce una presion hasta de 6 g, la respuestas
del grupo control fueron del 12%, en el grupo falso operado del 14% y en el grupo
OT endo del 78%. Por ultimo para el filamento de mayor calibre (5.07) que ejerce
una presion hasta de 10g, la respuesta en el grupo control fue del 27%, en el

grupo falso operado del 29% y en el grupo OT endo del 80%.
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Filamento 5.07 (10g)
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Figura 13. Las gréaficas muestran el porcentaje de respuestas obtenido en las mediciones control a
lo largo del estudio conductual de los grupos control, falso operado y OT endo, con cada uno de los
diferentes filamentos de von Frey utilizados en la estimulacion mecanica. Las diferencias entre los
grupos fueron analizadas utilizando una ANOVA Kruskal-Wallis (*** P<0.001) seguida de una
prueba de comparaciones multiples de Dunn’s.

En la figura 14 se puede observar el analisis de la intensidad de respuestas
producida por la estimulacibn mecéanica en los grupos control (A), falso operado
(B) y OT endo (C). Se puede notar que tanto el grupo control como el grupo falso
operado Unicamente presentaron respuestas de intensidad (+) y (++) y mas adn,
que la respuesta mayoritaria en ambos grupos es la de intensidad (+), la cual no
supera en ninguno de los casos el 15%, sin embargo, en el caso del grupo OT
endo, la respuesta principal es la de intensidad (++), la cual presenta valores de
mas del 50%, ademds, la estimulacion mecanica en este grupo genera una
respuesta mas intensa que no presentaron los grupos control y falso operado y

que fue catalogada con una intensidad de (+++).
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INTENSIDAD DE RESPUESTA PROVOCADA POR LA ESTIMULACION MECANICA
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OT endo
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Figura 14. La estimulacion mecanica (filamentos de von Frey) produjo 3 diferentes respuestas las
cuales fueron clasificadas con base en su intensidad. Obsérvese que las respuestas de menor
intensidad (+) y (++) las presentan los tres grupos (A) control, (B) Falso operado y (C) OT endo. Sin
embargo, en los grupos control y Falso operado la respuesta principal es la de intensidad (+),
mientras que en el grupo OT endo, es la respuesta de intensidad (++). Ademas, se puede notar
que en el grupo OT endo (Grafica C) aparecen respuestas de intensidad (+++).

En la figura 15 se observa el curso temporal de la respuesta de intensidad (+++)
tanto para el grupo OT exo (5.A) como para el grupo OT endo (5.B). Como se
puede notar en el grupo OT exo, las respuestas con dicha intensidad desaparecen
con la administracion intratecal de oxitocina, de igual forma, en el grupo OT endo,
tanto con la administracion intratecal de OT como con la estimulacion eléctrica del

PVN del hipotalamo, las respuestas de intensidad (+++) desaparecen.
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Figura 15. En la gréfica A, se presenta el porcentaje de respuestas de intensidad (+++) del grupo
OT exo. En la gréafica B, se observa el mismo resultado del grupo OT endo. Obsérvese en la gréafica
A, que los dias en que se administré intratecalmente OT, las respuestas de intensidad (+++)
desaparecieron. En el grupo OT endo, sucedié lo mismo, los dias en que se estimulé el PVN del
hipotalamo o el dia en que se administré OT.

En la figura 16 se puede observar el promedio de las respuestas evocadas en

cada pata por los estimulos térmicos (6.A) y mecanicos (6.B) en los grupos
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control, falso operado y OT endo a lo largo del estudio conductual. La pata
ipsilateral a la ligadura (pata izquierda) presentd mayor numero de respuestas
promedio en comparacién con la pata contralateral (PD) y fue justamente la pata
ipsilateral la que disminuyd mas su promedio de respuestas ante la estimulacion

del PVN del hipotalamo, sobre todo ante la estimulacion mecanica.

CURSO TEMPORAL DE LA RESPUESTA EN LOS GRUPOS EXPERIMENTALES
EN PATA IPSILATERAL Y CONTRALATERAL
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Figura 16. Comparacién del promedio de respuestas en la pata ipsilateral a la ligadura (izquierda) y
la pata contralateral (derecha) ante la estimulacion térmica (A) y mecéanica (B), en los grupos
control, falso operado y OT exo. Los resultados muestran la media + S.E.M. Unicamente se
encontro diferencia significativa en las respuestas del grupo OT. Los datos fueron analizados
utilizando una ANOVA Kruskal Wallis, seguida de una prueba de comparaciones mudltiples de
Dunn’s (* P<0.05).
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En la figura 17 se pueden observar los resultados del estudio histologico. En el
panel izquierdo se muestra los diagramas del PVN del hipotalamo en las tres
diferentes antero-posterioridades en las que se localizaron los electrodos de
estimulacién. Mientras que en el panel derecho se puede apreciar la magnitud de

las lesiones producidas por el electrodo.

LOCALIZACION DEL SITIO DE LOS ELECTRODOS DE ESTIMULACION
EN EL GRUPO OT ENDO
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Figura 17. En el lado izquierdo de la figura se pueden observar los diagramas de las tres diferentes
anterioposterioridades en las que se implantaron los electrodos en el grupo OT endo. 6.88 (A), que
corresponde a un sitio fuera del PVN del hipotalamo, 7.4 (B), que es la region parvocelular del
nucleo paraventricular y 8.08 (C), que corresponde a la regién posterior de dicho nucleo. En el lado
derecho se presentan fotografias que permiten ver la magnitud de la lesién provocada en cada
anterioposterioridad.

En la figura 18 se presenta la disminucion en el porcentaje de repuestas totales
obtenido en cada una de las 7 ratas del grupo OT endo, el cual esté en funcion del
sitio de estimulacion. Con base en estos resultados, es muy claro que la

estimulacion en el area parvocelular del PVN del hipotdlamo, es la que produce
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una mayor disminucion en el porcentaje de respuestas totales en comparacion con
la estimulacion en la region posterior. Un andlisis conductual en funcion del sitio de
estimulacidén también presenta grandes diferencias en base al patron de conductas
exhibidas en las ratas. Mientras que con la estimulacion en el area parvocelular
s6lo una rata exhibi6 una conducta parecida a la inquietud (justamente
corresponde con la barra en la que se observé menor disminucion en el porcentaje
de respuestas), con la estimulacion en la regién posterior, las ratas presentaron
esta conducta. En la cual, inmediatamente después del estimulo eléctrico, el pelo
se eriz0 y comenzaron a dar vueltas presentando en algunas ocasiones conducta
de escape. Una vez finalizada la estimulacion, se observd un periodo
(aproximadamente 1 minuto) en el cual los animales siguieron un poco inquietos y
tendieron a levantarse sobre las patas posteriores olfateando la parte superior de
los compartimientos de acrilico sobre los que estaban. Después, se observd un
acicalamiento de leve a moderado. En algunas ocasiones presentaron
contracciones pélvicas, erecciones y lamida de genitales. Aunque este ultimo
repertorio de conductas fue mas frecuente y pronunciado en las ratas que
disminuyeron mas su porcentaje de respuestas (area parvocelular). Por otro lado,
tras la administracion intratecal de OT en este grupo como en el grupo OT exo, las
ratas también presentaron un patrén conductual que comenzé con una
acicalamiento intenso, seguido de una serie de contracciones pélvicas que la
mayoria de las veces generd ligeros “brincos” de las patas posteriores. También
se observé lamida de genitales, erecciones e algunas veces incluso eyaculacion.
Dentro del grupo OT exo, algunos animales mostraron una conducta diferente,
caracterizada por un periodo de tipo letargo en el cual, los animales no caminaban
bien. En tres animales de este grupo, al final de la medicién (aproximadamente
cinco minutos después de la administracion intratecal de OT) presentaron un ligero

arrastramiento de alguna o de ambas extremidades posteriores.
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EFECTO DEL SITIO DE ESTIMULACION

Sitio de estimulacién

100 -
90 -
80 -
70 -
60
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

% disminucién de respuestas

region parvocelular (7.4)  region posterior fuera del PVN (8.08)
(6.88)

Figura 18. Histograma comparativo de la disminucion de respuestas totales dentro del grupo OT
endo en funcion del sitio de estimulacién. Cada barra indica el porcentaje promedio de disminucion.

Los resultados de la prueba de coordinacién motora indican que las inyecciones
intratecales de OT no impiden que 3 de las 4 ratas que fueron sometidas a esta
prueba complete el programa (ver tabla 2). La conducta exhibida por la rata que no
logré completar la prueba, fue parecida a la inquietud, una vez que era colocada
sobre el rodillo defecaba u orinaba y en cuanto se bajaba la tapa de acrilico sobre
el rodillo, antes de iniciar el programa, el animal se paraba en dos patas
intentando escapar por el pequefio espacio entre la tapa de acrilico y las paredes

gue soportan al rodillo.

COORDINACION MOTORA

Dia 22
Rata Tratamiento Resultado Vel. final | Tiempo final Fase
1 SIT Exitoso 950
2 SIT Exitoso 950
3 SIT Exitoso 950
4 SIT Fallido 4.91 116.4 2.7
1 oT Exitoso 950
2 oT Exitoso 950
3 NaCl Exitoso 950
4 NaCl Exitoso 950
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Dia 25

Rata Tratamiento Resultado Vel. final Tiempo final Fase
1 SIT Exitoso 950
2 SIT Exitoso 950
3 SIT Exitoso 950
4 SIT Fallido 8.56 154.42 3.2
1 NacCl Exitoso 950
2 NacCl Exitoso 950
3 oT Exitoso 950
4 oT Fallido 6.35 192.6 3

Dia 32

Rata Tratamiento Resultado Vel. final Tiempo final Fase
1 SIT Exitoso 950
2 SIT Exitoso 950
3 SIT Exitoso 950
1 oT Exitoso 950
2 oT Exitoso 950
3 oT Exitoso 950

Dia 34

Rata Tratamiento Resultado Vel. final Tiempo final Fase
1 NaCl Exitoso 950
2 NaCl Exitoso 950
3 NaCl Exitoso 950

Tabla 2. Resultados de la prueba de coordinacion motora (S/T: sin tratamiento)

Se corroboré la zona a la que llegé la punta de la canula en la médula espinal en
el grupo OT exo, en las 14 ratas analizadas, la canula llegé al nivel del

ensanchamiento lumbo-sacro (ver tabla 3)

UBICACION DE LA CANULA EN LA MEDULA ESPINAL

Numero de Ratas Ubicacion de la punta de la canula
8 Ensanchamiento lumbo-sacro (por arriba)
4 Ensanchamiento lumbo-sacro (en medio)
2 Ensanchamiento lumbo-sacro (por abajo)

Tabla 3

54



VIl. DISCUSION

El modelo de la ligadura floja del nervio ciatico descrito por Bennet y Xie (1988) es
un método que ha sido ampliamente utilizado para desencadenar un proceso de
dolor neuropatico. En este trabajo se realizd una modificacion a la técnica original
ya que en lugar de cuatro ligaduras Uunicamente se realizaron dos, sin embargo,
los resultados obtenidos sefialan que con dos ligaduras basta para desencadenar
un proceso de dolor por medio del cual, se incrementan las respuestas de retirada
de la pata ante la presencia de estimulos térmicos inocuos tales como una gota de
acetona en la parte dorsal, y de estimulos mecéanicos inocuos como diferentes
filamentos de von Frey. La respuesta de retirada se incrementa de forma paulatina
alcanzando su maximo valor entre el dia 12 y 14, el cual permanece por un
periodo hasta de 46 dias, lo cual se corrobora con lo descrito por Bennet y Xie
(1988) asi como por Attal y col., (1990) que mencionan que mediante este modelo,
los sintomas de alodinia e hiperalgesia se mantienen por un periodo de mas de 2

meses.

Como puede apreciarse en la figura 6, el aumento en la respuesta de retirada de
la pata en ambos grupos experimentales, no sélo se present6 en la pata ipsilateral
a la ligadura (pata izquierda) sino también en la pata contralateral. Sin embargo, el
aumento fue mayor en la pata en la que se lesiond el nervio ciatico. La presencia
de respuestas en la pata contralateral a la ligadura puede explicarse por el hecho
de que las vias sensoriales son cruzadas, es decir, llevan informacion al lado

contrario del lugar donde se aplicé el estimulo sensorial.

El método descrito por Yaksh y Rudy (1976) para implantar una canula intratecal,
permitié probar los efectos antinociceptivos de la oxitocina exdégena, asi como el
efecto de un antagonista selectivo a este péptido. Ademas, la estimulacién
eléctrica de estructuras del sistema nervioso central, como es el caso del PVN del
hipotalamo, permitié estudiar el efecto de la OT secretada por dicho nucleo y

comparar su efecto con la OT administrada intratecalmente.
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Los resultados observados con la estimulacion eléctrica del PVN, asi como con la
administracion previa (2 minutos) a la estimulacion, de un antagonista selectivo a

la OT, sugiere que:

Aunque la estimulacion eléctrica del PVN del hipotdlamo no sélo produce y
libera OT, es este neuropéptido el que contribuye a la disminucion de
respuestas evocadas por estimulos térmicos y mecanicos no nociceptivos, en

ratas con el modelo de la ligadura floja del nervio ciético.

Al comparar los efectos de la OT exdégena (via intratecal) con los efectos de la OT
enddgena, se observa que tienen el mismo efecto, ya que la OT
independientemente del tipo de administracion, es capaz de disminuir las
respuestas generadas por estimulos tanto mecanicos como térmicos. Esto sugiere
que al administrar OT intratecalmente, esta llega a sus sitios de union localizados
en la médula espinal, los cuales se encuentran localizados en las capas
superficiales (laminas | y Il de Rexed) del asta dorsal, las columnas intermedio
lateral (IML), la materia gris intermediomedial (IMM), asi como alrededor de la
lamina X que corresponde a la zona que rodea al canal central (Swanson y
McKellar, 1979; Wagner y Clemens, 1993; Rabhi y col., 1999; Reiter y col., 1994)
de igual forma que lo hace cuando se activa la via oxitocinérgica generada en el
PVN descrita por Sawchenko y Swanson (1982). Cabe sefalar que los efectos
antinociceptivos que se han descrito han sido via intratecal (Shuang-Quan vy col.,
2003; Yang, 1994), via intracerebroventricular (Arletti y col., 1993; Yuang y col.,
2002; Lund y col., 2002) y via estimulacion del PVN del hipotalamo (Shiraishi y
col., 1995). La administracion sistémica no produciria estos efectos debido a que

la OT no atraviesa la barrera hematoencefalica.

El mecanismo de accion de la OT enddgena a nivel de la médula espinal, no se ha
establecido completamente. Una posibilidad es que actle directamente sobre la
neurona de proyeccion, o bien, que actue a nivel de la fibra aferente nociceptiva

(ver figura 19).
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Aferente Nociceptiva

/

Figura 19. Posibles mecanismos de accion de la OT sintetizada y liberada por el PVN del
hipotalamo.

Neurona de
proyeccion

Sin embargo, los registros electrofisiolégicos del grupo de Condés-Lara, (2003)
han demostrado que la estimulacion del PVN del hipotalamo es capaz de disminuir
significativamente la actividad de fibras de conduccion lenta, no asi en cambio, la
actividad de las fibras de conduccién rapida. Esto sugiere que la OT sobre la

aferente nociceptiva y no sobre la neurona de proyeccion (ver figura 20).

Aferente Nociceptiva Neurona de

proyeccion

Figura 20. Mecanismo de accion propuesto para la OT liberada del PVN.

Algunos autores han sugerido que el mecanismo de accidn de la OT a nivel de la

médula espinal estd mediado por los péptidos opioides (Caron y col., 1988;

57



Shuang-Quan y col., 2003). Sin embargo, Lundeberg y col., (1994) han sefialado
que los efectos antinociceptivos de la OT pueden ser bloqueados por un
antagonista selectivo a la OT pero no por un antagonista a los opioides. Esto
sugiere que el mecanismo de accion de la OT, no es directo sobre las neuronas de
primer orden sino que estd mediado por interneuronas inhibitorias. En este
aspecto, los registros electrofisiolégicos de Condés-Lara y col., (2003) han
demostrado, que la actividad de fibras nociceptivas activadas por estimulaciéon
periférica, disminuye significativamente tras la estimulacion eléctrica del PVN del
hipotalamo, y que ademas, la estimulacién del PVN activa otras neuronas que no
respondian a la estimulacion periférica (ver figura 21). Estos resultados sugieren
que la OT ejerce su efecto a traves de interneuronas. Existen dos principales
clases de neuronas inhibitorias localizadas en la superficie de las astas dorsales
de la médula espinal, las encefalinérgicas y las GABAérgicas. Por lo que ahora, la

pregunta a responder fue ¢ qué clase de interneurona media la actividad de la OT?

yy

T— Estimulacion del PVN

Figura 21. Registro electrofisiolégico. Se observa en canal 1: artefactos de estimulacion, canal 2;
actividad generada por estimulacion periférica antes y después de la estimulacion del PVN. Note
gue la actividad disminuye pero al mismo tiempo, aparece una nueva actividad, canal 3:
histograma de respuestas de la actividad, canales 4 y 5: histogramas de respuesta de las dos
diferentes neuronas. En el canal 4 se muestra el patrén de actividad de la neurona que antes de la
estimulacioén eléctrica respondia ante la presencia de estimulos periféricos nociceptivos. Obsérvese
que la actividad disminuye después de la estimulacién del PVN. En el canal 5 se exhibe el
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comportamiento de otra neurona, la cual no responde a la estimulacién periférica pero que se
activa tras la estimulacion del PVN.

En este trabajo se evalu6 la posible participacion de interneuronas
encefalinérgicas en el mecanismo de accion de la OT, administrando
intratecalmente dos minutos antes a la estimulacién del PVN del hipotdlamo, un
antagonista selectivo a los opiodes, la naloxona. Los resultados sefialan que la
administracion de naloxona previa a la estimulacion del PVN del hipotalamo
disminuye significativamente el porcentaje de respuestas, aunque esta
disminucién no alcanza los niveles obtenidos Unicamente con la estimulacion. Las
inyecciones de naloxona fueron realizadas al nivel de los sitios de union de OT en
la médula espinal, debido a que los sitios de unién a OT, tienen una localizacién
similar con los receptores mu, delta y kappa de los opioides (Reiter y col., 1994).
La reduccién observada con la administracion de naloxona, sugiere que los
efectos de la OT no son mediados por el sistema opioide. Sin embargo, deben
realizarse mas mediciones administrando Unicamente naloxona, y asi como mas
mediciones con naloxona-estimulacion del PVN del hipotdlamo para llegar a una
conclusién. Ademas, deben realizarse mediciones inyectando un antagonista a
GABA, como lo es la bicuculina, sobre todo porque en los registros
electrofisiolégicos que se realizan en el laboratorio, la disminucion de la actividad
de fibras C, se ve bloqueada por la administracion de bicuculina, lo cual sugiere
que el mecanismo de accion de la OT pudiera estar mediado por interneuronas
gabaérgicas, evidenciando mas, la no participacion de encefalinas. Cabe sefalar
que los resultados de los registros electrofisiologicos se han obtenido con ratas sin
ningun proceso de dolor neuropético. Por tal motivo, para hacer un correlato
electrofisiolégico y conductual, deben hacerse mas mediciones utilizando ambos
antagonistas, mientras que en el caso de los registros, se deben realizar en ratas

con procesos de dolor neuropatico.

El analisis de las respuestas provocadas por los tres diferentes filamentos de von

Frey en las mediciones control, indican que los tres filamentos son inocuos para
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las ratas y que la ligadura del nervio ciatico provoca una sensibilizacion central
gue genera un proceso de alodinia mecanica, por medio del cual un estimulo que
en condiciones normales no produce una respuesta nociceptiva (reflejado en el
porcentaje de respuestas observado), resulta nociceptivo (incremento significativo

en el porcentaje de respuestas).

Solo en el grupo experimental (OT exo y OT endo) se observa la respuesta de
mayor intensidad (+++), la cual es generada por la estimulacion mecéanica. Esta
respuesta exacerbada indica que el modelo de la ligadura floja del nervio ciatico
genera hiperalgesia mecéanica. Seguramente si se hubiera utilizado también un
filamento que generara una respuesta nociceptiva en el grupo control y falso
operado (entre el 50 y el 70% de respuestas) la hiperalgesia seria méas clara de
distinguir en una grafica similar a la que se presenta en la figura 3. Por otro lado, la
desaparicion de esta respuesta los dias en que se administr6 OT (exdgena y
endoégenamente) sefiala que la OT disminuyen la hiperalgesia mecéanica producida

por la ligadura floja del nervio ciatico.

Para descartar que los efectos en la disminucion de respuestas provocado por la
OT, fuera producto de un impedimento motor, se realiz6 una prueba de
coordinacibn motora en 4 sujetos del grupo OT exo. Se tuvo que hacer una
modificacion en el programa de entrenamiento debido a que las ratas no pudieron
completar el entrenamiento original, esto se explica debido a que las ratas con el
proceso de neuropatia presentan alodinia mecanica y por tanto debe resultar muy
molesto y complicado para ellas completar un programa diseflado para ratas sin
ningun proceso de dolor que implique el contacto directo con superficies no lisas,
asi como movimiento constante de extremidades posteriores. En los resultados de
esta prueba no se observo que la OT influyera en que se completara o no la
prueba, sin embargo, una rata independientemente del tratamiento administrado
(OT o NaCl) no logré llevar a cabo la prueba, ya que como se describié en los

resultados, la conducta que presento era parecida a la inquietud, por lo que la no-
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completacion de la prueba puede atribuirse mas a un estado de inquietud que a un

déficit motor provocado por la administracion de OT.

La inspeccion visual de la region a la cual llegé la punta de la canula implantada
en el grupo OT exo, reveld que en todas las ratas inspeccionadas (14 de 20), la
punta se localizé en el ensanchamiento lumbo-sacro (a diferentes niveles) que es

la region donde converge la inervacion de las patas posteriores.
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VIIl. CONCLUSIONES

1. Este estudio demuestra que tanto la administracion exdgena (via intratecal)
como endogena (por medio de la estimulacion eléctrica del PVN del
hipotalamo) de OT, disminuye las respuestas generadas por estimulos
mecanicos no-nociceptivos, en ratas con un modelo de dolor neuropatico
producido por una doble ligadura floja del nervio ciatico.

2. Tanto la administracion intratecal de OT como la estimulacién eléctrica del
PVN del hipotalamo, desaparecen las respuestas mecanicas de mayor
intensidad (+++), las cuales unicamente se presentan en los grupos de
animales sujetos al proceso de dolor neuropatico.

3. La OT, independientemente de la via de administracién, genera una
conducta unica y diferente entre las ratas, de la cual sobresalen la
eyaculacion y el acicalamiento intenso, ademas por supuesto de los efectos
antinociceptivos.

4. La no-disminuciéon en el porcentaje de respuestas ante la administracion
previa a la estimulacion del PVN del hipotalamo, de un antagonista
selectivo a la OT, indica que pese a que la estimulacion de este nucleo no
s6lo produce y libera OT, es este neurotransmisor el que esta involucrado
en el proceso de antinocicepcion.

5. La disminucion en el porcentaje de respuestas ante la administracion
intratecal de naloxona, previa a la estimulacién del PVN del hipotalamo,
sugiere que los péptidos opiodes no tienen una participaciéon en el
mecanismo de accion de la OT en ratas con un modelo de dolor
neuropatico.

6. Los efectos antinociceptivos generados por la estimulacién eléctrica del
PVN del hipotalamo estan en funcidén del sitio de estimulacion,
encontrandose mayores efectos en el area parvocelular en comparacion
con el area posterior.

7. Las pruebas de coordinacion motora indican que la OT no impide el

movimiento de las extremidades de las ratas, por lo que la disminucion en
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el porcentaje de respuestas observado ante la administracion de este
neuropéptido, se deben a sus propiedades antinociceptivas y no a una
posible generacion de problemas o deficiencias motoras.
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ABREVIATURAS

AOT antagonista selectivo a la oxitocina
i.c.v. inyecciones intracerebroventriculares
IN interneuronas

MN  motoneuronas

NE neuronas nociceptivas especificas
NP  neuronas de proyeccion

OT  oxitocina

PreG neuronas preganglionares

PVN nucleo paraventricular

SNC sistema nervioso central

SON nucleo supradptico

VD vias descendentes

WDR neuronas de amplio rango dinamico
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