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RESUMEN

El complejo trigeminocervical (TCC, por sus siglas en inglés) juega un papel
fundamental en la modulacién de aferencias nociceptivas provenientes de
estructuras craneofaciales. Algunos reportes sugieren que la oxitocina (OXT) puede
estar involucrada en la modulacién de las aferencias nociceptivas a nivel del TCC,
sin embargo, hasta el momento ningun estudio ha probado esta hipétesis. Utilizando
un abordaje electrofisiologico y farmacoldgico, el presente estudio analiz6 el efecto
de la OXT en la sefnalizacion nociceptiva a nivel del TCC e identifico el receptor

involucrado.

En ratas anestesiadas con sevoflurano, se realizaron registros unitarios
extracelulares de neuronas de segundo orden a nivel del TCC las cuales respondian
a estimulos nocivos provocados en la primera rama del nervio trigémino (V1;
oftalmica). Bajo estas condiciones experimentales, se realizaron curvas dosis
respuesta analizando el efecto de la administracion local de OXT (0.2, 2 y 20 nmol /
20 ul; a nivel del TCC) sobre las respuestas neuronales nociceptivas provocadas por
la estimulacion eléctrica de la rama oftalmica del trigémino. Ademas, se realizaron
experimentos para determinar el receptor involucrado en los efectos de la OXT a
través del bloqueo farmacologico del receptor a OXT (OTR) con L-368,899 y del
receptor a vasopresina V1a (V1aR) con SR-49059.

La actividad neuronal nociceptiva en el TCC provocada por estimulacion eléctrica
del nervio oftalmico fue inhibida por la administracion local (en el TCC) de OXT.
Dicho efecto fue observado como una disminucion del disparo neuronal asociado a
la actividad de las fibras A6 y C. Dado que esta antinocicepcién era abolida al
pretratar (administracion local en el TCC) con un antagonista selectivo al receptor de
OXT (OTR; L-368,899), y permanecia sin alteraciones con un antagonista selectivo
al receptor de vasopresina 1A (V1aR; SR-49059), dicha antinocicepcion fue asociada

a la activacion del OTR.

Este estudio demuestra que la OXT inhibe la actividad nociceptiva en el TCC a
través de la activacién del OTR, por lo que el OTR podria representar un nuevo
blanco farmacoldgico para tratar padecimientos que involucren la activacién de

aferencias nociceptivas a nivel del TCC.



SUMMARY

The Trigeminocervical Complex (TCC) plays a key role modulating the nociceptive
input arriving from craniofacial structures. Some reports suggest that oxytocin (OXT)
could play a role modulating the nociceptive input at the TCC level, but no study has
properly tested this hypothesis. Using an electrophysiological and pharmacological
approach, the present study aimed to determine the effect of OXT on the nociceptive

signaling in the TCC and the receptor involved.

In sevoflurane, anesthetized rats, we performed electrophysiological unitary
recordings of second order neurons at the TCC region responding to peripheral
nociceptive evoked responses of the first branch (V1; ophthalmic) of the trigeminal
nerve. Under this condition, we constructed dose-response curves analyzing the
effect of local spinal OXT (0.2, 2 and 20 nmol/20 ul; at TCC) on TCC nociceptive
neuronal firing. Furthermore, we tested the role of OXT receptors (OTR; L-368,899)
or vasopressin 1A receptors (V1aR; SR-49059) involved in the OXT effects.

OXT dose-dependently inhibits the peripheral-evoked activity in nociceptive TCC
neurotransmission. This inhibition is associated with a blockade of neuronal activity
of Ad and C-fibers. Since this antinociception was abolished by pretreatment (in the
TCC) with a potent and selective OTR antagonist (L-368,899) and remained
unaffected after the V1aR antagonist (SR-49059), the role of OTR is implied.

This electrophysiological study demonstrates that OXT inhibits the peripheral-evoked
neuronal activity at TCC, through OTR activation. Thus, OTR may represent a new

potential drug target to treat craniofacial nociceptive dysfunction in the TCC.
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1. INTRODUCCION

Una de las funciones vitales del sistema nervioso es la de proveer informacion sobre
la ocurrencia o amenaza de dafio tisular a través de lo que hemos denominado
dolor. Aun cuando se considera que el dolor no es un sentido primario como la
vision, la somatosensacion o la audicion, el dolor es un proceso complejo evocado
en primera instancia por la presencia de un estimulo aversivo o nociceptivo. Esta
capacidad de detectar estimulos nocivos es esencial para la supervivencia de los

organismos.

Desde esta perspectiva, el dolor ha sido definido como una experiencia sensorial o
emocional desagradable asociada a un dafio real o potencial de un tejido (IASP;
International Association for the Study of Pain). Esta definicion implica un
componente sensorial y un componente perceptual. EI componente sensorial
(nocicepcion) esta asociado primariamente a la deteccion (por un nociceptor) y
transmision del estimulo nociceptivo hacia el sistema nervioso central, mientras que
el componente perceptual involucra diversos procesos relacionados con la

cognicion.

En este sentido, los trastornos de dolor craneofacial representan un gran desafio.
Cualitativamente, la forma en que se procesa el dolor a nivel craneofacial es un
tanto diferente que en el resto del organismo (Chichorro et al., 2017). De hecho, se
ha demostrado que la aplicacion repetitiva de estimulos nociceptivos que en la
region craneofacial induce sensibilizacion, en otras regiones el mismo estimulo
repetitivo induce habituacion (Schmidt et al., 2015). La regién craneofacial abarca
diversas estructuras como la piel facial, meninges, cavidad oral, entre otras. Estos
tejidos craneofaciales se encuentran inervados por el nervio trigeminal! cuyo soma
se encuentra en el ganglio trigeminal (Bereiter et al., 2009). En este sentido, los
estimulos nocivos de la regién craneofacial son transmitidos hacia el nucleo espinal
trigeminal (Sp5)2 principalmente por el nervio trigeminal a través de la rama

oftalmica.

T Anatémicamente, el nervio trigeminal se compone de tres ramas principales, denominadas: (i) rama oftalmica
o V1; (ii) rama maxilar o V2; y (iii) rama mandibular o V3.

2 El Sp5 es un nucleo sensorial que de acuerdo a su estructura anatdmica pude ser subdividido en 3 subntcleos,
el oralis (Sp50), interpolaris (Sp51) y el caudalis (Sp5C).



Es importante mencionar que aun cuando la informaciéon de la rama V1 arriba
principalmente a la region Sp5C, en algunos casos llega también a los segmentos
cervicales superiores (C1-C3). Esta region Sp5C/C1-C2 conforma una division
anatomo-funcional denominada complejo trigeminocervical (TCC) y juega un papel
fundamental en la modulacién de la nocicepcién de estructuras craneofaciales
(Bartsch et al., 2005). A este nivel, las aferentes primarias nociceptivas de la rama
V1 hacen sinapsis con neuronas de segundo orden las cuales proyectan a nucleos

supraespinales (Hu,1990; Shimizu and Suzuki, 2011).

Desde esta perspectiva, se ha demostrado que el TCC al ser un sitio de relevo de la
informacion proveniente de la periferia puede ser modulado de forma endégena por
diversos sistemas (Akerman et al., 2011; Goadsby et al., 2009) a través de diversos
neuromediadores como la adrenalina, serotonina, opioides, y posiblemente la
oxitocina (OXT) (Ong et al., 2018).

La OXT es un nonapéptido sintetizado principalmente en el nucleo paraventricular
del hipotdlamo (PVN) (Du Vigneaud et al., 1954). Dicho neuropéptido es bien
conocido por su papel en la lactancia, trabajo de parto y en la conducta afectiva, sin
embargo, en los ultimos afnos se ha estudiado a la OXT como un modulador de la
nocicepcion a nivel espinal (Miranda-Cardenas et al., 2006; Condés-Lara et al.,
2006) sin que hasta el momento se tengan evidencias directas de la participacion de

este neuropéptido modulando la entrada de informacién nociceptiva en el TCC.

El objetivo de este estudio fue determinar si existe una modulacion de la
nocicepcion a nivel del TCC. Para poner a prueba esta hipotesis se realizaron
registros extracelulares unitarios de neuronas de segundo orden denominadas
neuronas de amplio rango dinamico (WDRn; ver seccion 2.1.3.). Bajo este abordaje
electrofisioldgico no solo se analizo el efecto de la administracion local de OXT (en
el TCC) sobre las respuestas nociceptivas evocadas por la estimulacion eléctrica de

la rama oftalmica sino también el receptor involucrado.



2. ANTECEDENTES
2.1. Anatomia del sistema nociceptivo trigeminal.
2.1.1. Generalidades

El trigémino o quinto par craneal, es un nervio con funciones mixtas ya que es tanto
motor como sensorial (Leston et al., 2009). Las eferencias motoras, inervan
principalmente a los musculos de la masticacion mientras que las aferencias
sensitivas (tactiles y nociceptivas) inervan la region oral, facial y craneal. El
trigémino (Figura 1), es llamado asi por sus tres divisiones anatomicamente
discernibles: i) la rama oftalmica (V1) la cual inerva la cérnea, la punta de la nariz,
mucosa intranasal, el dorso de la cabeza, parpado superior, area supraorbital y
meninges, ii) la rama maxilar (V2) que inerva el area infra y postorbital, labio
superior y dientes de la maxila y iii) la rama mandibular (V3) encargada de la
inervacion de la articulacion temporomandibular, labio inferior, mentén, mucosa oral
mandibular, parte anterior de la lengua y dientes de la mandibula (Shankland et al.,
2001) (Figura 1).

Figura 1. Inervacién trigeminal en la rata. El nervio trigémino se divide en tres. La
rama oftalmica (V1), la rama maxilar (V2) y la rama mandibular (V3). Cada una de
estas ramas inerva diferentes estructuras craneofaciales. El soma neuronal de estas
fibras sensitivas se encuentra en el ganglio del trigémino (5Gn), mientras que las
terminales nerviosas proyectan a nivel de la region trigeminal caudal y cervical C1, C2
donde hacen sinapsis con neuronas de segundo orden. Con base a su estructura,
estas neuronas trigeminales son consideras pseudounipolares. Modificado de
Cephalalgia (2013), 33(8) 577 592.



La funcidn principal del sistema nociceptivo trigeminal es alertar al organismo de un
dafio potencial de la region que inerva. Aunque las aferencias de los nociceptores
en la piel son similares a los del resto del cuerpo, los mecanismos trigeminales de
nocicepcion presentan caracteristicas especificas que ameritan consideracion
especial como la cérnea, meninges y la pulpa dental, ya que frecuentemente
provocan un dolor dificil de localizar o pueden ocurrir incluso en ausencia de una

lesidn tisular evidente (Wall and Melzack’s et al., 2013).

La transmision de la nocicepciéon se lleva a cabo por la activacién de fibras Ad y

fibras C, las primeras son fibras ligeramente mielinizadas y las segundas son fibras
amielinicas, la mielina permite que la velocidad de despolarizacion a lo largo del

axén sea mayor por lo que las fibras C tendran una velocidad menor a las fibras Ad

(Fernandes E. et al., 2016) (Figura 2).

Umbral térmico
Fibras Ax y Ap

Mielinizadas

Velocidad de conduccién: No tiene
3-70 y 70-120 mis respectivamente

Diametro:
12-20 y 5-12 um respectivamente

Propiocepcion

Fibras Ad

Ligeramente mielinizadas

f Velocidad de conduccidn: .
( )- 12-30 mis ~ 53: [o4 T_Ipo |
Menor diametro: ~43°C Tipo ll
36 um

Nocicepcion (estimulos mecanicos,
térmicos y quimicos)

Fibras C

Ligeramente mielinizadas
Velocidad de conduccion:

[ <2 mis -
| — Dlameto: ~43°C Tipo
0.4-1.2 pm

Nocicepcion (estimulos mecanicos,
térmicos y quimicos)

Figura 2. Clasificacion de las fibras nerviosas aferentes en el ganglio de la raiz
dorsal (GRD)? y en ganglio trigeminal (TG). Hay que considerar que esta
clasificacion no contempla caracteristicas moleculares tales como la constitucion por
proteinas estructurales, marcadores moleculares y neurotransmisores putativos
(Lawson & Waddell, 1991; Julius & McCleskey, 2006).

3 Lloyd & Chang (1948) propusieron una clasificacion diferente para las fibras nerviosas aferentes del
musculo esquelético. Grupos |, Il, lll y IV. Donde las fibras del grupo |, II, lll y IV se sobrelapan en
parte con las fibras Aa, Ap, Ad y C respectivamente.



2.1.2. Fibras aferentes primarias

La rama V1 inerva el area supraorbital, las meninges y vasos sanguineos
intracraneales, principalmente el seno sagital superior y la arteria meningea media.
La activacion de las aferentes primarias mediante estimulos mecanicos, quimicos o
eléctricos resulta en la activacion de la via nociceptiva, la cual si llega a niveles
supraespinales se interpretara como dolor (McNaughton FL et al., 1977; Ray BS et
al 1940).

Estas proyecciones de fibras aferentes primarias de la rama V1 entran al tronco
encefalico/medula espinal por el asta dorsal donde hacen sinapsis con neuronas de
segundo orden tanto en el nucleo trigeminal a nivel del Sp5C como a nivel de los

segmentos cervicales superiores (el denominado complejo trigeminocervical o TCC)

(Akerman et al., 2013) (Figura 3).
@
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Figura 3. Proyeccion de aferentes primarias y subnucleos trigeminales. El nicleo
del trigémino se divide en tres subnucleos, el oralis (Sp50), interpolaris (SpSl) y el
caudalis (Sp5C). En esta region se distribuyen somatotépicamente las fibras aferentes
del trigémino. Sin embargo, se ha demostrado que las aferentes primarias de la rama
oftalmica proyectan mas alla del subnucleo caudalis, llegando a zonas medulares de
C1 y C2. Estas estructuras en conjunto se conocen como el complejo trigémino
cervical (TCC). Modificado de Cephalalgia (2013), 33(8) 577 592.



2.1.3. El Complejo Trigeminocervical

De los tres subnucleos trigeminales, el Sp5c es el unico segmento con una
estructura laminar y con una organizacién morfolégica y funcional comparable al de
la medula espinal. Las fibras nociceptivas Ad y C predominantemente terminan en

laminas superficiales | - I, asi como en laminas mas profundas, lamina V (Liu et al.,
2008; Burstein et al., 1998; Holland et al., 2007).

Especificamente las fibras aferentes primarias de la rama V1 hacen sinapsis en la
region Sp5¢c y en la regidbn medular cervical de C1 y C2. A estas regiones en
conjunto se les conoce como el complejo trigeminocervical (TCC) (Bartsch et al.,
2003). ElI TCC, mas que ser una estructura exclusivamente anatémica, se le ha
descrito también como una estructura funcional. En padecimientos con dolor
craneofacial (e.g. migrana), las aferencias nociceptivas que convergen y se
distribuyen a lo largo del TCC pueden generar sensibilizacion central y presentar
hipersensibilidad cutanea en dermatomas trigeminales, principalmente en el area

inervada por la rama V1 (Bartsch et al., 2003).

Diferentes estudios electrofisiolégicos han demostrado que el TCC contiene
neuronas que se activan por: i) aferencias nociceptivas especificas; ii) estimulos
nociceptivos e inocuos que activan neuronas de amplio rango dinamico o WDRn, las
cuales son neuronas convergentes de segundo orden que reciben aferencias de
diferentes tipos de fibras como AB, Ad y C (Figura 4) y iii) neuronas que responden
especificamente al frio o tacto ligero (Sessle, 2000). En el caso de las WDRn, estas
reciben convergencia de aferencias externas (cutaneas) e internas (meninges,
musculo, pulpa dental) (Craig, 2003).

En este estudio se realizaron registros extracelulares unitarios de WDRn las cuales
respondian a la estimulacion tactil y a estimulos nocivos de tipo eléctrico en el

campo receptivo periférico.



Registro unitario
extracelular

Area .
Fibra Aé
supraorbital ——__
\\
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Meninges
Fibra As - WDRnN
—
Mucosa /
intranasal

Dominio
de V1

TCC

Figura 4. Convergencia de aferentes primarias en el complejo trigémino cervical.
Neuronas de amplio rango dinamico (WDRn, por sus siglas en inglés) donde

convergen aferencias de la rama oftalmica (V1) tanto fibras A6 como C. Estas WDRn
son las que se registraron para analizar la actividad neuronal provocada mediante

estimulacion eléctrica en el area supraorbital. Ver apartado “4.2.2. Registros
electrofisiolégicos extracelulares unitarios in vivo”.

2.1.4. Proyecciones ascendentes del TCC

Toda la informacion nociceptiva proveniente de estructuras craneofaciales hace
relevo en el TCC y asciende a otras areas del tronco encefalico, nucleos
supraespinales y corteza encefalica para asi procesar e integrar la percepcion del
dolor. Mediante diversos estudios con el uso de trazadores y fisiologia funcional se
han logrado mapear y describir la trayectoria de estas conexiones ascendentes
(Noseda et al., 2013).

Entre otras conexiones ascendentes podemos mencionar a la medula rostro-ventro
medial, el nucleo del rafe magno, nucleo parabraquial y el locus coeruleus (Robert et
al., 2013); en el mescencefalo a la sustancia gris periacueductal (PAG) y el nucleo
cuneiforme (Liu et al., 2009), todos con aferencias nociceptivas funcionales



procedentes de la region V1 (Hoskin et al., 1999; Hoskin et al., 2001; Burstein et al.,
1998).

La informacion somatosensorial y visceral nociceptiva proveniente de la cabeza y de
estructuras orofaciales, via el TCC, proyectan a diferentes zonas del hipotalamo a lo
largo del tracto trigémino-hipotalamico, incluyendo los nucleos anterior, lateral,
posterior, ventromedial, paraventricular, perifornical y supradptico del hipotalamo
(Burstein et al., 1987; Mallick et al., 1998: Mallick et al., 2000).

De forma similar las aferencias nociceptivas de la region V1, hacen relevo en el
TCC, viajan por el tracto trigémino-talamico hacia el talamo (Liu et al., 2009;
Veinante et al., 2000) y principalmente son procesadas en el talamo
ventroposteromedial (VPM). De hecho, el tdlamo es considerado el centro de
procesamiento e integracion de informacién nociceptiva. El talamo junto con la
corteza somatosensorial, cingulada anterior y prefrontal son los encargados de
integrar las respuestas sensoriales, afectivas y cognitivas del dolor (Tracey 2008)
(Figura 5).

Ademas, existen otras dos estructuras involucradas en este complejo procesamiento
de la nocicepcion, la amigdala y el hipocampo, las cuales son cruciales para la
integracion afectiva y cognitiva del dolor ya que presentan plasticidad estructural
relacionada con la activacion de la via nociceptiva trigeminal y la evolucidn clinica

de estos padecimientos (Liu et al., 2017).

2.2. Modulacion de la via nociceptiva trigeminal

Las proyecciones ascendentes del TCC son las encargadas del procesamiento de la
informacion nociceptiva craneofacial que viaja a sitios supraespinales y corticales,
sin embargo, existen diversos mecanismos enddgenos descendentes que modulan
estas aferencias nociceptivas trigeminales las cuales determinan la forma en que se
perciben. Por ejemplo, estudios de imagen por tomografia de emision de positrones
analizaron la actividad en areas del tronco encefalico y diencéfalo, antes, durante y
después de un ataque migrafnoso, al presentar alivio del dolor disminuia la actividad,

sugiriendo que estas areas son centros moduladores de la percepcion del dolor
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(Weilller et al., 1995; Bahra et al., 2001). Estudios preclinicos (Akerman et al., 2011;
Goadsby et al., 2009) han demostrado que diversas sefiales descendentes de
nucleos especificos pueden facilitar o inhibir el procesamiento nociceptivo del

sistema trigeminal (Figura 6).

Via ascendente Via descendente

—
gD

Talamo.
\/
=@ hipotalamo |

PAG

(

®~ LC
i

TG \

Y RVM
Estructuras

craneofaciales TCC

Figura 5. Proyecciones ascendentes y descendentes de la via trigeminal. Las
aferencias primarias del trigémino hacen sinapsis con neuronas de segundo orden en
el TCC. Estas neuronas de segundo orden ascienden por el tracto espinotalamico
haciendo sinapsis con neuronas talamo-corticales de tercer orden. Sin embargo,
existen otras proyecciones ascendentes directas e indirectas a diferentes sitios del
tronco encefalico y diencéfalo como el locus coeruleus (LC), sustancia gris
periacueductal (PAG) y el hipotalamo. EL TCC es regulado por vias moduladoras
descendentes, por proyecciones directas e indirectas del hipotalamo, médula rostro-
ventro medial (RVM), PAG y LC. Esta compleja red regula la informacién nociceptiva
proveniente del TCC. Cephalalgia (2018), 0(0) 1 - 13.

2.2.1. Modulacion de la nocicepcion trigeminal en tronco encefalico

Dentro del tronco encefalico las estructuras capaces de modular la nocicepcion en la
via trigeminal se encuentran: (i) el nucleo salivatorio superior, (ii) el locus coruleus,
sitio principal de sintesis de norepinefrina (Amaral et al., 1977), (iii) la médula rostro-

ventro medial la cual es un cluster de neuronas las cuales reciben proyecciones



bidireccionales de la sustancia gris periacueductal (PAG) y del asta dorsal espinal
(Basbaum et al., 1978; Fields et al., 1985), (iv) el nucleo del rafe magno, el cual
envia proyecciones serotoninérgicas al TCC en ratas y gatos (Lovick et al., 1983) y
(v) la PAG, estructura mescencefalica que envia proyecciones directas a la medula
espinal e indirectamente a la medula rostro-ventro medial la cual contribuye a la

modulacién descendente del dolor (Weiller et al., 1995).

Talamo

PVN BQ
Amigdala

Hipéfisis

Hipotalamo

Circulacién
sistémica

Figura 6. Modulacién descendente de la via nociceptiva trigeminal. Diferentes
estructuras fungen como moduladores enddgenos de analgesia mediante
proyecciones descendentes al TCC, entre ellas podemos mencionar al hipotalamo, la
sustancia gris periacueductal, locus coeruleus, nucleo del rafe magno, entre otras.

Ademas, el tronco encefalico interactua con diversos nucleos hipotalamicos que son
capaces de modular el dolor en el procesamiento de la via trigeminal, asi como el

apetito, el despertar, entre otros circuitos neuronales (Holland et al., 2018).

2.2.2. Modulacioén hipotalamica de la nocicepcion trigeminal

En particular, el hipotalamo esta involucrado en diferentes funciones fisiolégicas
incluyendo el control de los ciclos suefo-vigilia, regulando el hambre, la sed, el
despertar, la diuresis, asi como la regulacién de funciones autonémicas y
endocrinas (Panda et al., 2004; Settle, 2000). En el caso de la modulacién
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nociceptiva craneofacial, en particular en el caso de la migrana, se ha sugerido que
el hipotalamo participa activamente en su fisiopatologia (Goder et al., 2001; Dalkvist
et al., 1984). Esto nos sugiere que si el hipotalamo esta implicado en el origen de
padecimientos que involucran la activacion de la via nociceptiva trigeminal este
pudiera estar regulando a su vez la entrada de informacién nociceptiva a nivel del
TCC.

De hecho se sabe que el hipotalamo (en particular el nucleo paraventricular, PVN)
tiene conexiones directas con el Sp5C (Abdallah et al., 2013; Robert et al., 2013;
Malick et al., 1998). Ciertamente, el hipotalamo esta relacionado con estructuras
involucradas en la modulacién descendente del dolor como lo son el nucleo del
tracto solitario, la médula rostro-ventro medial, la sustancia gris periacueductal
(PAG) y el nucleo del rafe magno (Settle, 2000) y se ha sugerido que proyecciones
descendentes hipotalamicas provenientes del nucleo posterior hipotalamico y el
nucleo A11 modulan el procesamiento nociceptivo trigeminal (Akerman et al., 2005).
En este sentido, los principales neuromediadores involucrados han sido las
orexinas, el péptido activador de la adenilato ciclasa de la pituitaria (PACAP),
serotonina y dopamina (Robert et al.,, 2013; Bartsch et al., 2004, Charbit et al.,
2009).

2.2.2.1. Nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN)

En el caso del nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN) se ha demostrado que
esta estructura es capaz de modular la nocicepcién a nivel espinal, particularmente
a niveles lumbares. Estudios electrofisiolégicos han demostrado que la estimulacion
eléctrica del PVN disminuye la actividad de fibras nociceptivas a nivel lumbar
(Miranda-Cardenas et al., 2006). Resultados similares han sido obtenidos en
experimentos conductuales, en ratas con ligadura de nervio ciatico, donde se
observd una disminucién en su alodinia al estimular el PVN (Condes-Lara et al.,
2006). De hecho se ha demostrado que existe una via descendente del PVN a
meédula espinal (Condes-Lara et al., 2007). En los ejemplos antes mencionados se
sugiere que el neuromediador involucrado ha sido la oxitocina (OXT), ya que al
administrar este neuropéptido de forma exdégena a nivel espinal se observaron

efectos similares a la estimulacién del PVN (Condes-Lara et al., 2006).
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Particularmente, dentro del PVN existen dos poblaciones neuronales
oxitocinérgicas, las magnocelulares y las parvocelulares. Las magnocelulares
proyectan a la hipéfisis posterior o neurohipofisis donde la OXT puede ser liberada
al torrente sanguineo y las parvocelulares que proyectan a las WDRn de la medula

espinal (Eliava et al., 2016).

En el caso del TCC, en particular del Sp5C se sabe que el PVN modula la
nocicepcion a este nivel, pero se desconoce el neuromediador involucrado.
Considerando los antecedentes antes mencionados, la OXT pudiera modular la

nocicepcion a nivel del TCC.

2.3. Oxitocina
2.3.1. Generalidades

La oxitocina es un neuropéptido de nueve aminoacidos (cisteina - tirosina -
isoleucina - glutamina - aspargina - cisteina - prolina - leucina - glicina), que como
vimos anteriormente se sintetiza principalmente en el PVN pero también en el
nucleo supradptico y nucleo accesorio del hipotalamo.

La palabra oxitocina significa nacimiento rapido (del griego “oxys” rapido y ‘“tokos”
nacimiento) ya que la primera funcion conocida fue en el trabajo de parto, donde se
liberan grandes cantidades tras la distensidén del cervix uterino lo que favorece las
contracciones uterinas para asi inducir y facilitar el trabajo de parto. También es
fundamental para la eyeccion de leche materna en respuesta a la estimulacion del
pezén. Dentro del sistema nervioso central se le ha involucrado en el
reconocimiento y establecimiento de relaciones sociales, patrones sexuales y la

conducta parental.

2.3.2. Evidencia de la oxitocina como neuromediador antinociceptivo

Fisiolégicamente, diversos estudios sugieren una relacion entre el dolor y la
oxitocina. Por ejemplo, se ha observado que durante el embarazo, donde los niveles

plasmaticos de OXT aumentan (Kuwabara et al., 1987), la frecuencia de ataques
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migranosos disminuyen en pacientes previamente diagnosticados (Hoshiyama et al.,
2012). En este sentido, comparando a mujeres migranosas que alimentaron a sus
bebes con formula lactea contra mujeres migrafiosas que dieron lactancia materna,
estas ultimas presentaban niveles circulantes de OXT mas altos (Grewen et al.,
2010) y presentaron una recurrencia menor en la frecuencia de ataques migrafiosos
(Hoshiyama et al., 2012). Ademas, hombres y mujeres presentan elevacion de los
niveles plasmaticos de OXT durante el coito y orgasmo (Carmichael et al., 1987), y
47% de las mujeres reportan que el coito generd un alivio en la migrafia (Evans et
al., 2001). Philips y colaboradores observaron que la OXT administrada IV en el
postparto inmediato en mujeres con migraia para inducir la contraccion uterina,
habia una mejoria en su dolor (secundario al parto) al término de la infusién (Philips
et al., 2006). En conjunto estas observaciones sugieren que la OXT puede ser un

nuevo tratamiento farmacoldgico para el manejo del dolor.

La OXT puede ejercer sus efectos antinociceptivos a nivel espinal (Breton et al.,
2008; Rojas-Piloni et al., 2010; Jiang et al., 2014), periférico (Qiu, 2014) y
supraespinal (Russo et al., 2012). El efecto antinociceptivo de la OXT se ha
documentado en diferentes estudios sin embargo, no se conoce con precision cual
es el mecanismo de accidn por el cual la OXT es capaz de reducir la transmisién del
dolor.

2.3.3. Modulacién oxitocinérgica de la nocicepcion a nivel espinal

En un modelo crénico de ligadura de nervio ciatico, se estimuld electricamente al
PVN y se observé que produce efectos antinociceptivos a nivel espinal, mismos que
fueron abolidos al administrar intratecalmente un antagonista del OTR, de forma
similar al administrar OXT intratecal a nivel lumbar se observd un efecto
antinociceptivo (Miranda-Cardenas et al., 2006; Condes-Lara et al., 2006; DeLaTorre
et al., 2009). Especificamente experimentos electrofisioldégicos a nivel de la medula
espinal lumbar, han demostrado que la OXT es capaz de bloquear la actividad de
fibras nociceptivas Ad y C, sin afectar las fibras AR (no nociceptivas) (Rojas-Piloni et
al., 2007; Hobo et al., 2012). Sumado a esto se han descrito neuronas

oxitocinérgicas del PVN que proyectan a las laminas profundas y superficiales de la
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medula espinal (Condes-Lara et al., 2007; Saper et al., 1976; Rousselot et al.,
1990). Estos resultados sugieren la participacidon de la OXT en la nocicepcion

espinal.

2.3.3.1. Mecanismos involucrados en el efecto antinociceptivo de la OXT

A nivel espinal se han sugerido diferentes mecanismos mediante el cual la
activacion del OTR pueden estar ejerciendo su efecto antinociceptivo. En un modelo
in vitro, usando neuronas de fibras aferentes primarias nociceptivas, se indujo una
despolarizacion con KCI y se observd que la OXT producia una inhibicion de la
despolarizacion al hiperpolarizar la membrana regulando el flujo de Ca2* (Hobo et
al., 2012) por la activacion de la via nNOS/NO-Karp (Gong et al., 2015), un

mecanismo asociado a la antinocicepcion (Brito et al., 2006).

Otro mecanismo propuesto sugiere que el efecto antinociceptivo de la OXT esta
mediado por interneuronas GABAérgicas (Breton et al., 2008; Rojas-Piloni et al.,
2007) las cuales inhiben la actividad de las aferentes primarias; esto es, en registros
electrofisioldgicos unitarios in vivo se observd que el efecto antinociceptivo de la
OXT en la actividad de fibras Ad y C era bloqueado al administrar bicuculina
(antagonista de receptores GABA). De un modo similar, se administré naloxona o un
antagonista del receptor y-opioide (B-funaltrexamina) lo cual indujo un bloqueo
parcial del efecto antinociceptivo de la OXT lo que sugiere la participacion
opioidérgica (Condes-Lara et al., 2009).

2.3.3.2. Receptores involucrados en el efecto antinociceptivo de la OXT

Hasta el momento, los estudios sugieren que la OXT tiene antinociceptivos a nivel
espinal, sin embargo existe controversia acerca del receptor involucrado.
Fisiologicamente la OXT ejerce su efecto neuroenddcrino y neuromodulador al
unirse a su receptor, el OTR (Gimpl y Fahrenholz, 2001) pero no se descarta que
también pueda estar interactuando con el receptor a vasopresina Via (ViaR)
(Alexander et al., 2015). En este sentido, tanto el OTR como el V1aR son receptores
acoplados a proteinas G (GRCP), principalmente Gq, las cuales activan la
fosfolipasa CB (Gimpl y Fahrenholz, 2001).
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Como hemos visto la OXT tiene un efecto antinociceptivo y por lo tanto un potencial
uso terapéutico, sin embargo, no se ha determinado con certeza cual es el receptor
involucrado, ya que la OXT tiene afinidad por el OTR y el ViaR. En neuronas del
ganglio de la raiz dorsal (DRG), la inhibicion intracelular de corrientes de Ca2*
inducida por OXT fue bloqueado por un antagonista selectivo del OTR pero no por
un antagonista selectivo del V1aR, sugiriendo el papel de los receptores de OXT
(Hobo et al., 2012). En contraste, en otro estudio se demostré que la OXT inhibe la
actividad de los ASICs (acid-sensing ion channels) en neuronas del ganglio de la
raiz dorsal y este efecto era bloqueado por el SR-49059 (un antagonista selectivo de

V1aR) apoyando el papel de los ViaR (Qiu et al. 2014).

A nivel espinal, en ratas se ha demostrado que la administracién espinal de OXT y
no la vasopresina, es capaz de disminuir selectivamente la actividad nociceptiva
neuronal de fibras Ad y C (Rojas-Piloni et al., 2010) y dado que dicho efecto
antinociceptivo es bloqueado con un antagonista contra el OTR, el papel de este

receptor es sugerido (Rojas-Piloni et al., 2007).

De forma similar, algunos estudios favorecen el papel de los OTRs (Hobo et al.,
2012) mientras que otros favorecen a los V1aR (Qiu et al., 2014; Schorscher-Petcu
et al., 2010). Usando registros unitarios extracelulares de WDRn Juif y Poisbeau
(2013) demostraron en ratas anestesiadas que una concentracion plasmatica
fisiolégica de OXT reduce la actividad de fibras C, mientras que una dosis

supramaxima de OXT (5 ug IV) o vasopresina (50ng 1V) aumenta la descarga de

fiboras C, sugiriendo, en esta instancia un efecto inespecifico. El efecto
antinociceptivo de la OXT fue bloqueado por el antagonista del OTR y el efecto
pronociceptivo de OXT y vasopresina por el antagonista del receptor ViaR. Estos
resultados en conjunto apoyan no solo al papel del OTR en la analgesia inducida
por OXT sino también el papel pronociceptivo de los receptores periféricos de ViaR.
(Juif et al., 2013). Hasta este punto es importante tener en cuenta que a dosis bajas
la OXT es incapaz de cruzar la barrera hematoencefalica, por lo que en estos casos

se hace referencia unicamente a mecanismos periféricos.
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En ratones carentes de V1aR, no se observo el efecto antinociceptivo (Schorscher-
Petcu et al., 2010), por lo que los autores sugirieren que la antinocicepcién inducida
por OXT es mediada por V1aR. Sin embargo, es importante considerar que, aunque
los ratones Knockout V1aR apoyan el papel de los ViaR, las limitaciones potenciales
en el uso de ratones transgénicos no deben ignorarse (como la presencia de
mecanismos de compensacion que se ajustan a la ausencia de los receptores
suprimidos). En estos casos se deberia considerar un abordaje farmacolégico para
validar el papel que juega cada uno de los receptores en este efecto
antinociceptivo). Dicho esto, aun no se puede determinar cual receptor es el
implicado, y orientar la investigacion para definir el papel que juegan estos
receptores en la nocicepcién resulta de gran interés ya que la OXT se postula como

nuevo blanco terapéutico en el manejo del dolor (Gonzalez-Hernandez et al., 2014).

2.4. Modelo electrofisiologico en la nocicepcién trigeminal

Como se menciond anteriormente, el TCC es una estructura clave para la
transmision nociceptiva del sistema trigeminovascular, por lo tanto, medir los
cambios de la actividad neuronal en esta estructura en respuesta a la estimulacién
nociva constituye un abordaje especifico para estudiar los mecanismos
fisiopatoldgicos y nuevos blancos terapéuticos de la via trigeminal (Andreou et al.,
2010).

Mediante el uso de técnicas electrofisiolégicas podemos registrar de forma directa la
actividad neuronal en tiempo real y por esta razon se realizaron registros
electrofisiolégicos de WDRn en el TCC para evaluar la respuesta de aferencias
nociceptivas evocadas eléctricamente en el area supraorbital. La rama V1 inerva el
area periorbital, mucosa intranasal y meninges (duramadre y piamadre) (Shankland,
2001). Dicho esto, es importante mencionar que las neuronas WDRn son células
qgue se encuentran tanto en el asta dorsal de la medula espinal como en el Sp5c, de
forma predominante a nivel de la lamina V (Hu et al., 2005).

Modelos electrofisiolégicos han sido utilizados para evaluar la respuesta de
diferentes farmacos en el sistema nervioso, un ejemplo claro es en modelos de

migrafia donde se analizan los efectos de los triptanes, dihidroergotamina (Goadsby
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et al., 2015; Kaube et al., 1993), y antagonistas de los receptores de CGRP (Storer
et al., 2004) sobre la actividad neuronal, por lo tanto el uso de este método para
analizar la actividad evocada de aferencias nociceptivas trigeminales es el indicado

para determinar el efecto de la OXT.
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3. UBICACION DEL PROYECTO

3.1. Justificacion

El dolor craneofacial incluye un numero de desérdenes y situaciones que afectan
directamente el estado fisico, emocional y social que deteriora la calidad de vida de
la persona y su entorno (Macianskyte, et al. 2011). Diferentes patologias involucran
la activacion de la via trigeminal, como las cefaleas, la migrana, la neuralgia del
trigémino, la neuritis postherpética, la odontalgia, entre otras. Numerosos métodos y
procedimientos se han implementado con la finalidad de tratar este tipo de dolor que
se desencadena por diferentes padecimientos, ya sea por lesiones o procesos

inflamatorios.

Una de las técnicas utilizadas experimentalmente y con fines clinicos ha sido la
estimulacion profunda en la regién hipotalamica, la cual es aplicada en pacientes
con tratamiento farmacologico refractario teniendo una eficiencia de mejoria en el
60% (Jugens et al. 2009; Leone, et al. 2010). Estos resultados muestran que la
region hipotalamica participa en un sistema de analgesia enddgena, sin embargo,
aun no se saben las estructuras ni los mecanismos implicados en ello. En este
sentido, los mecanismos hipotalamicos de modulacion del dolor se han estudiado de
manera experimental sefialando entre otras estructuras del sistema nervioso central
al nucleo paraventricular hipotalamico (PVN) como estacion central de un sistema
endoégeno de analgesia a nivel de la medula espinal. Se ha mostrado que la
estimulacién del PVN genera una reduccion de la respuesta de fibras lentas Ad y C
a nivel de la medula espinal generada por estimulos nocivos periféricos (Condés-
Lara, et al., 2006) y la misma estimulacion del PVN genera el mismo efecto en
estudios conductuales (Shiraishi et. al., 1995; Miranda-Cardenas et al. ,2006; De la
Torre et al., 2009).

Las neuronas del PVN son las principales sintetizadoras y secretoras del nonapéptido
OXT que ha mostrado ser parte de un mecanismo de analgesia a nivel espinal
(Rojas-Piloni et al., 2010), por lo que resulta importante conocer su papel dentro de
este sistema de modulacién nociceptiva a nivel del TCC, dado que se ha reportado
la presencia del OTR a nivel del nucleo espinal trigeminal utilizando técnicas de
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inmunohistoquimica (Murata et al. 2011) mientras que el grupo de Gould, reporto la
presencia del OTR de forma mas abundante en el Sp5c comparado con el

subnucleo oralis o interpolaris (Gould y Zingg, 2003).

Este proyecto utiliz6 un modelo animal de nocicepcién craneofacial para el registro
electrofisiolégico de la actividad neuronal del TCC. Este modelo no solo ha sido de
gran ayuda para entender las enfermedades y desarrollar nuevos tratamientos sino
también para estudiar la fisiopatologia del dolor y en este caso en particular, la via

nociceptiva trigeminal (Bergerot et al., 2006).

3.2. Hipotesis

Las respuestas neuronales nociceptivas provocadas por estimulacion supraorbital
son inhibidas por la administracion espinal de OXT. Este efecto antinociceptivo de la
oxitocina es debido a la activacion de:

H1: Receptores a OXT.

H2: Receptores a vasopresina 1a.

3.3. Objetivos
3.3.1 Objetivo general

Determinar si existe una modulacién de la nocicepcién en las WDRn del TCC al

administrar OXT y determinar cual es el receptor implicado, el OTR o el V1aR.

3.3.2. Objetivos especificos

a. Analizar el efecto de la OXT sobre la transmision nociceptiva en el TCC.
b. Determinar el receptor involucrado en la inhibicidn nociceptiva inducida por la

OXT.
Investigar el receptor involucrado pretratando con un antagonista del OTR

(L-368,899 20nmol) y un antagonista del V1aR (SR-49059 20nmol y 200nmol).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Sujetos de estudio

Se utilizaron 56 ratas Wistar macho, peso de 280g a 310g, en ciclos de luz-
oscuridad 12/12h, a una temperatura de 22+2 °C, con alimentacion e hidrataciéon ad
libitum. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con los protocolos de
investigacion aprobados por el Comité de bioética del Instituto de Neurobiologia y
bajo los principios éticos de experimentacion en animales establecidos por la
NOM-062-Z00-1999, los cuales estan acorde a los estatutos de i) las guias
ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) vy ii) las guias de
“Care and Use of the Laboratory Animals established by the National Institutes of
Health” (Publicacién NIH No. 8023, 1978).

4.2. Procedimiento general

4.2.1. Procedimiento quirurgico

Las ratas se introdujeron en una camara herméticamente sellada y fueron
anestesiadas con sevoflurano al 8% (v/v) colocado en un vaporizador con una
mezcla de Oz y N20 (1:3). El plano anestésico se valord juzgando la ausencia de
reflejos oculares, el reflejo negativo de la cola y relajacién corporal. Bajo estas
condiciones se insertd una canula endotraqueal para asistir con ventilacidon
mecanica (56 ventilaciones por minuto), mantener anestesia a lo largo del
experimento y registro continuo de CO: espirado (Capstar-100, CWI Inc., Ardmore,
PA, USA). Posteriormente las ratas fueron montadas en un aparato estereotaxico
(Kopf Instruments, Tujunga, CA). Para permitir el acceso al TCC, los musculos del
cuello dorsal fueron separados, se realizd una laminectomia cervical (C1) y se
retiraron las meninges para dejar expuesta el area del TCC. Para mantener una
adecuada estabilidad de la medula espinal se colocdé un gancho de fijacién por

debajo de la apdfisis espinosa de C2. Los protocolos subsecuentes se realizaron
con sevoflurano al 2.5% y se inmovilizé6 a los animales inyectando un bloqueador

neuromuscular (2 mg/kg via IM de pancuronio). Después de cada experimento se

perfundié a los animales de forma intracardiaca (Ver seccion de analisis histologico).

20



4.2.2. Registros electrofisiologicos extracelulares unitarios in vivo

Se realizaron registros extracelulares unitarios en neuronas WDR del TCC usando
microelectrodos platino/tungsteno (impedancia 4-9 MQ), montados en un sistema
“Microdrive Eckhorn” (Thomas Recording GmbH, Giessen, Alemania). Primero se
buscaron células que respondieran a la estimulacion tactil del dermatoma localizado
en la region supraorbital correspondiente a la rama V1. De forma subsecuente, se
insertaron de forma subcutanea en la region supraorbital (en el campo receptivo
periférico, CRP) dos electrodos de estimulacion (agujas de calibre 27 G) conectadas
a un estimulador eléctrico Grass S88, esto con el fin de evocar a través de estimulos
eléctricos periféricos la actividad neuronal de fibras nociceptivas en el TCC. Tanto el
electrodo de registro en el TCC como el de estimulacion del CRP fueron colocados

de forma ipsilateral.

La estimulacion eléctrica consistid en la aplicaciéon de 20 pulsos eléctricos de 1
milisegundo de duracién (cada pulso), a una frecuencia de 0.5 Hz y con una
intensidad de 0.1-3 mA. La actividad neuronal evocada fue registrada, amplificada
(x1000), filtrada (300 Hz — 3 KHz), digitalizada, discriminada y analizada usando el
CED Hardware y el Spike2 Software v5.15 de Cambridge Electronic Design (Reino
Unido). Tanto la sefial cruda como la discriminada fue visualizada primariamente en
un osciloscopio conectado a su vez a un sistema de audio con el fin de discriminar
no solo visualmente sino también auditivamente las sefalas neuronales evocadas.
La actividad evocada de las WDRn del TCC fue registrada y analizada como
histogramas peri-estimulo para detectar la incidencia de respuestas neuronales. De
esta forma, se estimulaba el campo receptivo periférico (CRP) localizado en el area
supraorbital y dependiendo del periodo de latencia de la actividad evocada se
discriminaban entre fibras Ad y C. Esta latencia se obtuvo considerando la distancia
entre el CRP y el sitio de registro del electrodo, y la velocidad de conduccion de las
fibras Ady C.

Las respuestas neuronales evocadas fueron evaluadas antes (control basal) y

después (al minuto 10, 20, 30, 40, 50 y 60 post-tratamiento) de aplicar OXT (0.2, 2

y 20 nmol; n=6 células para cada concentraciéon) o el vehiculo (n=6 células). El
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papel del OTR y el V1aR en el efecto de la OXT fue evaluado al administrar en
grupos experimentales independientes los antagonistas selectivos de cada receptor:
(i) L-368,899 (20 nmol; antagonistas al OTR); y (ii) SR-49059 (20 nmol y 200 nmol;
antagonistas al V1aR) (n=6 para cada grupo). En el caso de los grupos
experimentales tratados con los antagonistas, estos se administraron 5 minutos

antes de la OXT o el vehiculo. Estos tratamientos fueron administrados a nivel del

TCC (tépico) donde estaban colocados los electrodos usando un volumen de 20 ul.

Finalmente, fue importante asegurar si la administracion de los antagonistas de OTR
(n =6) y de V1aR (n=6) o el vehiculo carecian de un efecto per se en las respuestas

nociceptivas evocadas.

4.2.3. Analisis histologico de los sitios de registro

Al final de los registros electrofisiolégicos, los animales recibian una sobredosis de
sevoflurano (8% v/v) y fueron transfundidos de forma intracardiaca, primero con
solucion salina y después con formaldehido al 10% (200 ml de cada uno). El tejido
fue postfijado en formaldehido al 10% y se realizaron cortes coronales de 40 um con
un microtomo (Leica Instruments BmbH, Nussloch, Alemania). Los sitios de registro

se observaron en microscopio optico.

4.3. Farmacos

Ademas de los anestésicos, se usaron los siguientes farmacos: acetato de oxitocina
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA); clorhidrato de (2S)-2-amino-N-[(1S,2S,
4R)-7,7-dimetil-1-[[[(4-(2-metilfenil)piperazinil]sulfonil)metil]biciclo[2.2.1]hept- 2-il]-4-
(metilsulfonil)butanamida (L-368,899; Tocris Bioscience, Northpoint, UK) y (2S)-1-
[[(2R,3S)-5-Cloro-3-(2-clorofenil)-1-[(3,4-dimetoxifenil)sulfonil]-2,3-dihidro-3-
hidroxi-1H-indol-2-ilJcarbonil]-2-pirrolidin carboxamida (SR-49059 o relcovaptan;
Tocris Bioscience, Northpoint, UK). La oxitocina fue disuelta en solucion fisiologica
salina mientras que el L-368,8999 y SR-49059 fueron disueltos en DMSO al 10%.
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4.4. Presentacion de datos y analisis estadistico

Los cursos temporales de las figuras mostradas en este texto son presentados
como promedios * el error estandar de la media (E.E.M.) y como graficas de cajas y
bigotes para comparar el efecto global de los distintos tratamientos. En todos los
casos el numero de potenciales evocados inducidos por estimulacidn eléctrica en el
campo receptivo de la rama oftalmica del trigémino, fueron normalizados y
expresados como porcentaje de cambio con respecto a su respuesta basal. La
respuesta basal fue establecida después de identificar una neurona que tuviera una
variacion < al 10% en las respuestas neuronales inducidas por la estimulacién del
campo receptivo en al menos 5 pruebas consecutivas (5 minutos entre cada
prueba); en todos los casos no se identificaron outliers (usando la prueba de Grubb).
Para evaluar la estabilidad de las neuronas registradas (grupo control y grupo
vehiculo) a lo largo de 60 minutos, se usé un analisis de varianza (ANOVA) de una
via para medidas repetidas; no se asumié esfericidad y la correccién de los grados
de libertad fueron hechos de acuerdo al método de Greenhouse-Geiser. Para
comparar los valores de las respuestas neuronales de fibras Ad y C obtenidas antes
(respuesta basal) y después de los tratamientos farmacoldgicos en los diferentes
grupos, se uso un ANOVA de dos vias de medidas repetidas seguido de una prueba
de Student-Newman-Keuls (SNK) (si aplicaba) para comparaciones multiples.
Finalmente, para comprar el global de la actividad neuronal entre diferentes
tratamientos se utiliz6 una ANOVA de una via seguido de una prueba post-hoc de
Bonferroni (si aplicaba). En todos los casos, una P < 0.05 fue considerada

estadisticamente significativa.
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5. RESULTADOS

5.1. General

Los registros extracelulares en el TCC se realizaron en 60 WDRn con un campo
receptivo cutaneo exclusivo de la regidn supraorbital de la rata correspondiente a la
inervacién de la rama oftalmica (V1) del nervio trigémino, con una distribucion
similar a reportes previos (Hu et al., 2005; Mgrch et al., 2007). La mayoria de las
neuronas registradas (~80%) se encontraban en la lamina V del asta dorsal,
mientras que ~20% se encontraban entre las laminas II-IV. Las WDRn se registraron
a una profundidad promedio de 1145 um de la superficie. Estas neuronas fueron
caracterizadas de acuerdo con las propiedades de su respuesta (tiempo de latencia)
y fueron clasificadas como WDRn ya que se activaban tanto por estimulos no-
nocivos como nocivos. En todos los casos, las WDRn registradas presentaron
respuestas asociadas a la activacion de fibras Ad y C después de la estimulacion

eléctrica del campo receptivo periférico (Figura 7).

5.2. Estabilidad de los registros electrofisiolégicos

Dado que se registraron WDRn del TCC durante 60 minutos, se evaluo el efecto del
tiempo en las respuestas nociceptivas neuronales provocadas por la estimulaciéon
eléctrica periférica. En el grupo control (n=6), el tiempo no tuvo efecto sobre las
respuestas neuronales provocadas asociadas a la activacion de fibras Ad (F1.1994,
9.968 = 2.190, P = 0.1629) o fibras C (F2.130, 1065 = 0.9711, P = 0.4151). De forma
similar, la administracion del vehiculo no tuvo efecto sobre la activacion neuronal
asociada a fibras Ad (F2.366, 11.83 = 0.6938, P = 0.5418) o fibras C (F2.689, 13.44 = 2.902,
P =0.0780) (n = 6) a lo largo del tiempo. En su conjunto, estos datos muestran que
no hay cambios significativos en las respuestas neuronales provocadas en nuestros

protocolos experimentales atribuibles al tiempo de duracidn del experimento.

5.3. La administracion espinal de oxitocina inhibe la actividad nociceptiva

evocada periféricamente en neuronas de segundo orden (WDRn) en el TCC

La Figura 8 muestra las respuestas neuronales asociadas a la activacién de fibras

Ad y C inducidas por estimulacién periférica en el campo receptivo en las células
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control (n = 6) y en las células pretratadas con OXT (0.2, 2 y 20 nmol; n = 6 células
para cada concentracion). En el caso de la actividad de las fibras Ad (Figura 8A), el
ANOVA de dos vias de medidas repetidas reveld que la OXT (F3, 20 = 4.450, P =
0.015) afecta la actividad neuronal de las neuronas de segundo orden de una forma
tiempo-dependiente (Fe, 120 = 7.367, P = 0.0001) y se detectd una interaccion entre
las distintas concentraciones usadas (Fis, 120 = 2.181, P = 0.0068). Usando el
procedimiento de comparaciones multiples pareadas (SNK post-hoc) encontramos
que esta inhibicion fue mas marcada (~20-25 % de inhibicion) para los 20 nmol de
OXT (desde el minuto 20 el minuto 60). Respuestas similares fueron obtenidas con
la concentracion de 2 nmol de OXT; en este caso la disminucion de la actividad
neuronal en el TCC (~20 % de inhibicion) se observé a los minutos 50 y 60. Cuando
se analizaron estos resultados como respuesta neuronal global (sumatoria temporal
del porcentaje de actividad neuronal de una concentracién de OXT) (Figura 8C),
usando un ANOVA de una via (F3, 140 = 24.12, P < 0.0001) seguido de una prueba
post-hoc de Bonferroni, encontramos que la OXT bloqueaba la entrada de

informacion nociceptiva en las fibras Ad de forma dependiente de la concentracion.

En el caso de fibras C (Figura 8B), el analisis estadistico reveld que los tratamientos
(F3, 20 = 8.469, P = 0.0008) afectaron la actividad neuronal inducida perifericamente
en las neuronas trigeminales de segundo orden de forma dependiente del tiempo
(Fe, 120 = 11.58, P < 0.0001); también se detectd una interaccion entre las distintas
concentraciones (F1s, 120 = 6.686, P < 0.0001). Usando una prueba post-hoc SNK, se
encontrd que esta inhibicion se observaba para: i) 2 nmol de oxitocina (~25-50 % de
inhibicion) desde el minuto 20; y ii) 20 nmol de OXT (~45-70 % de inhibicion) a partir
del minuto 10. Cuando se analizaron los resultados como respuesta neuronal global
(sumatoria temporal del porcentaje de actividad neuronal de una concentracion de
OXT) (Figura 8D), usando un ANOVA de una via (Fs, 140 = 43.71, P < 0.0001)
seguido de una prueba post-hoc de Bonferroni, encontramos que la OXT bloqueaba
la entrada de informacion nociceptiva en las fibras C de forma dependiente de la

concentracion.

La Figura 8E ejemplifica la inhibicion inducida por OXT de la actividad neuronal

nociceptiva del TCC de una sola célula antes y después (50 minutos) de la
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administracion de OXT (20 nmol). En el histograma peri-estimulo construido para
esta neurona (Figura 8F) observamos que los eventos neuronales inducidos por los
20 pulsos eléctricos periféricos disminuyeron después de la administracion de OXT,
un efecto principalmente notorio en el componente de fibras C. En conjunto estos
datos muestran que la OXT inhibe la entrada nociceptiva de la activacion
trigeminocervical evocada de forma periférica. En la Figura 8E y Figura 8F se
observa el artefacto de estimulacion, localizado entre Omseg y 1.5mseg, sin

embargo no se sobrepone a la actividad neuronal de fibras AS.

A) C)—

Estimulo
periférico

A
Spbe C¥
Yzt C2

=T =
3 g e I 1W~w».‘\ﬂ‘q‘Mq‘M»w«%»4

V3: Mandibular
Fibras C

209 ::
15

F)

Eventos
o
L

500 um 0 20 40 60 80 100

mseg

Figura 7. Estrategia experimental utilizada para los registros de WDRn en el TCC.
A) Esta imagen muestra la localizacion del campo receptivo periférico (en gris) de las
neuronas estudiadas. Este campo receptivo corresponde a la primera rama del nervio
trigémino (V1). Todas las neuronas se registraron usando microelectrodos de cuarzo
platino/tungsteno (4-9 MQ) colocados en la regién del TCC. B) Resumen de la
localizacion de los sitios de registro (izquierda) en el TCC y el ejemplo (derecha) de una
microfotografia de un sitio lesionado donde se hizo el registro a nivel de C1. C) Se
muestra el artefacto de 3 estimulos inducidos por estimulacién eléctrica en el campo
receptivo. D) Las respuestas neuronales (neuronas de segundo orden de amplio rango
dinamico) inducidas por el estimulo eléctrico. E) Registro crudo de una respuesta
neuronal inducida por un estimulo eléctrico en el campo receptivo y de acuerdo a su
latencia temporal se discrimind en fibras Ad y C. F) Raster-plot (arriba) y el histograma

peri-estimulo (abajo) obtenido de 20 respuestas a 20 estimulos eléctricos. Los periodos
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de latencia representados por el componente Ad y C (fibras Ad: 3 - 25mseg; fibras C: 25

— 80 mseg).
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Figura 8. La oxitocina a nivel del TCC inhibe la actividad nociceptiva de
neuronas de segundo orden WDR evocada por estimulacién eléctrica periférica.
A y B) Curso temporal (eje X) del efecto de la administracion de oxitocina sobre la
actividad neuronal expresada como porcentaje de cambio con respecto a su actividad
basal (eje Y). En ambos casos se muestra la actividad neuronal inducida por
estimulacion eléctrica del campo receptivo en fibras Ad y C y los efectos de la
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administracion topica de oxitocina (0.2, 2 y 20 nmol; n = 6 células cada
concentracion). *P < 0.05, **P < 0.01, *™*P < 0.001 diferencia estadistica significativa
comparando con la respuesta de grupo control. C y D) Muestra la actividad global
neuronal de fibras Ad y C en respuesta a la administracion de oxitocina. *P < 0.05, **P

< 0.001, ***P < 0.0001 vs. el control. E) Se muestra la actividad neuronal de una
neurona WDR evocada por un estimulo eléctrico antes (respuesta basal) y después
(minuto 40) de la administracion de oxitocina (20 nmol). F) Histograma peri-estimulo
obtenido de 20 respuestas a 20 estimulos eléctricos antes (basal) y después (40
minutos) de la administracion de oxitocina (20 nmol). Es interesante notar que el
efecto antinociceptivo de la OXT fue mas notorio en las fibras C que en las fibras Ad.

5.4. El antagonista del receptor a oxitocina (OTR) y no el del receptor a

vasopresina Via bloquea la antinocicepcién inducida por oxitocina en el TCC

Para investigar el receptor involucrado en la antinocicepcion inducida por OXT, se
usaron antagonistas del OTR y del ViaR. La Figura 9 muestra el efecto del
pretratamiento con L-368,899 (20 nmol; antagonista de OTR) en el TCC de las

respuestas neuronales de fibras Ad y C tratadas con OXT (20 nmol).

En el caso de fibras Ad pretratadas con L-368,899 o el vehiculo (Figura 9A), el
ANOVA de dos vias de medidas repetidas muestra que ninguno de los tratamientos
(F2,15= 0.6611, P = 0.5307) ni el tiempo (Fs, 90 = 0.7784, P = 0.5890) afectaron la
actividad nociceptiva provocada, sugiriendo que el pretratamiento con este
antagonista bloqued la antinocicepcion inducida por OXT. Resultados similares se
obtuvieron en el caso de las fibras C (Figura 9B); F2, 15=0.8131, P = 0.4621 para el
tratamiento y Fs, 90 = 0.7215, P = 0.6333 para el tiempo. En ambos casos (Figura 9),
en el ANOVA de una via no se encontré ninguna diferencia en la actividad neuronal

global (F2, 105 = 2.73, P = 0.0671, para la actividad de fibras As; F2, 105 = 4.338, P =

0.0655, para la actividad de fibras C).

En contraste, en la Figura 10, el ANOVA de dos vias de medidas repetidas reveld
que al pretratar con SR-49059 (20 nmol o 200 nmol), dicho antagonista no tuvo
efecto en la antinocicepcién inducida por la OXT. De forma particular, en el caso de
las fibras Ad (Figura 10A), el ANOVA de dos vias de medidas repetidas, demostro el
efecto principal como diferencias entre grupos (Fs3, 20 = 6.686, P = 0.0026) e
interacciones (F1s, 120 = 2.605, P = 0.0011). La prueba post-hoc SNK demostré que el

28



SR-49059 mas OXT inhibio la actividad neuronal de fibras Aé (~15 - 25%) en el

TCC, empezando en el minuto 10 y durando hasta el minuto 60. Cuando se
analizaron estos resultados como actividad neuronal global (sumatoria temporal del
porcentaje de actividad neuronal de una concentracion de OXT) (Figura 10B)
usando un ANOVA de una via (F3, 140 = 34.65, P = 0.0001) seguido de una prueba
post-hoc de Bonferrioni, encontramos que el SR-49059 no tuvo ningun efecto en la
inhibicién inducida por oxitocina en la actividad de fibras Ad.
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Figura 9. El papel del OTR en la antinocicepcioén inducida por oxitocina en el
TCC. A y B) Muestra el efecto al pretratar con el antagonista de OTR (20nmol de
L-368,899) sobre la antinocicepcion inducida por OXT en neuronas de segundo orden
en el TCC, este antagonista anula la inhibiciéon inducida por oxitocina en la actividad
neuronal asociada a la activacion de las fibras Ad y C.

Efectos similares se observaron en el caso de fibras C (Figura 10C) para el
tratamiento (F3,20=9.939, P = 0.0003), para el tiempo (Fs, 120= 13.64, P < 0.0001) y

para las interacciones (F1s120 = 4.560, P < 0.0001). La prueba pos hoc de SNK
mostré que el SR - 49059 no tuvo efecto sobre la antinocicepcién inducida por OXT
(fibras C; ~45 - 60% de inhibicién), empezando en el minuto 10 y durando hasta el
minuto 60. Analizando estos resultados como actividad neuronal global (sumatoria

temporal del porcentaje de actividad neuronal de una concentracion de OXT) (Figura
10D) y usando un ANOVA de una via (F3, 140 = 44.41, P < 0.0001) seguido de una

prueba pos hoc de Bonferrioni, encontramos que el SR-49059 a 20 o 200 nmol no

tuvo ningun efecto en la inhibicion inducida por oxitocina en la actividad de fibras C.
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Figura 10. Exclusion del ViaAR en la antinocicepcion espinal inducida por
oxitocina en el TCC. A y C) Muestra que al pretratar con el antagonista de ViaR
(20nmol o 200nmol de SR-49059) no tuvo ningun efecto en la antinocicepciémn
inducida por oxitocina. En C y D) se ilustra la actividad global neuronal de las fibras Aé

y C entre los diferentes tratamientos, nétese que el pretratamiento con SR-49059 no
tuvo ningun efecto (incluso a dosis supramaxima de 200nmol) en la inhibicidon de la
respuesta nociceptiva inducida por oxitocina. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs
C(V) (grupo control con vehiculo.



6. DISCUSION Y CONCLUSION

6.1. General

Este estudio electrofisiolégico busco entender las bases neurofarmacoldgicas de los
mecanismos oxitocinérgicos que modulan la neurotransmision nociceptiva en
neuronas de segundo orden en el TCC. Es importante mencionar que, en todos los
experimentos realizados, no se midi6 directamente la actividad de las fibras
aferentes primarias (fibras Ad o C), sino que se analizé6 un tipo especifico de
neuronas de segundo orden, las WDRnN. Dichas neuronas reciben informacion de las
fibras Ad y C y por lo tanto responden a estimulos periféricos; en este caso dichos
estimulos fueron realizados en el area supraorbital (inervada por la primera rama del
nervio trigémino). Ademas de las implicaciones discutidas mas adelante, estos datos
demuestran que la OXT a nivel del TCC puede modular la nocicepcién en neuronas
que transmiten la informacion nociceptiva hacia sitios supraespinales. De forma
particular, se demostré que la OXT administrada a este nivel, suprime los
potenciales de accion evocados periféricamente que estan asociados a la activacion
de las fibras nociceptivas Ad y C (% maximo de inhibicién: >50% para fibras C y

~25% para fibras Ad; Figura 8). Dado que la inhibicion de la transmision nociceptiva

inducida por la OXT en el TCC fue bloqueada por el antagonista del OTR
(L-368,899) y que se mantuvo sin alteraciones después de la administracion del
antagonista del ViaR (SR-49059), se sugiere que existe un papel especifico del
OTR para la modulacién de la entrada sensorial nociceptiva (Figura 9, 10 y 11).
Estos resultados son similares a los reportados en neuronas WDRn a nivel del asta
dorsal de la médula espinal (Juif et al., 2013; Moreno-Lopez et al., 2013; Rojas-
Piloni et al., 2010). Aun asi, es importante sefalar que el presente trabajo es el
primer estudio que analiza directamente el efecto antinociceptivo asi como el
receptor involucrado a nivel del TCC, un area fundamental para la transmision

nociceptiva craneofacial.

31



6.2. La oxitocina bloquea las aferencias nociceptivas en neuronas del TCC a
través del OTR

Dado que la administracion local de OXT (2 y 20 nmol) inhibié la neurotransmision
trigeminal nociceptiva en el TCC (Figura 8), se sugiere la participacion de
mecanismos oxitocinérgicos. Reportes electrofisioldgicos realizados a nivel espinal
lumbar en neuronas WDR, demostraron que la OXT a una concentracion de 106 M

(i.e.~ 0.2 nmol en 20 ul) inhibe la actividad nociceptiva de dichas neuronas (Rojas-

Piloni et al., 2007). En nuestros experimentos, 0.2 nmol de OXT no mostrdé ningun
efecto sobre la transmisién neuronal nociceptiva provocada, un efecto que
probablemente esté relacionado con la diferencia entre la expresion proteica del
transcriptoma en la raiz de los ganglios dorsales (inervando la medula espinal) y el
ganglio trigeminal (inervando el TCC) (Kogelman et al., 2017). La forma en que se
procesa la nocicepcion a nivel craneofacial parece ser diferente que en el resto del
organismo (Schmidt et al., 2015). Es interesante notar que aun cuando las
concentraciones de 2 y 20 nmol lograron bloquear la transmision nociceptiva, el
bloqueo de dicha actividad fue distinta (Figura 8A y 8B, cursos temporales). En el
caso de la concentracion de 20 nmol la inhibicién se observo a partir del minuto 20,
mientras que en el caso de la concentracion 2 nmol la inhibicion de la actividad
neuronal fue estadisticamente significativa hasta el minuto 50.

El hecho de que el efecto de la OXT sobre la transmisién nociceptiva necesitase
tiempo para poder ejercer su efecto puede ser explicado considerando factores
farmacodinamicos y farmacocinéticos, como por ejemplo: i) las concentraciones
bajas de OXT tienen una menor probabilidad de interactuar con su receptor, por lo
tanto, menor probabilidad de inducir una respuesta; y el ii) el tiempo necesario para
alcanzar el sitio de accion el cual se localizaba a una profundidad promedio de 1145
um de la superficie. Por otra parte, resulta interesante notar que el efecto
antinociceptivo de la OXT parece ser de larga duracion. A pesar de no tener una
explicacion de por qué el efecto inhibidor de la OXT en la nocicepcion es tan
prolongado, se han reportado en estudios farmacolégicos (Gonzalez-Hernandez et

al., 2017) y optogenética (Eliava et al., 2016) que la activacién oxitocinérgica de
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fibras C genera un efecto inhibidor por mas de 40 min en registros de neuronas

WDR a nivel de la region lumbar de la médula espinal.

En términos fisiologicos, se ha demostrado que existen proyecciones oxitocinérgicas
del PVN hacia el asta dorsal de la médula espinal (Swanson and McKellar, 1979) y
que la estimulacién eléctrica de dicho nucleo induce antinocicepcion (Condés-Lara
et al., 2006). En el caso del TCC, se ha demostrado que hay proyecciones del PVN
al Sp5c, donde proyectan las aferencias de la rama V1 (Abdallah et al., 2013; Robert
et al. 2013); estos datos apoyan nuestra hipotesis acerca del posible papel de la
OXT sobre la modulacion de la actividad neuronal del TCC. De forma reciente, en
un estudio realizado en ratas (Tsabazis et al., 2017), se demostré que al administrar
intranasalmente (un area inervada por la rama V1 'y V2 del trigémino) OXT marcada
con |'25, esta no solo difunde al Sp5c y a diferentes estructuras implicadas en el
procesamiento del dolor, sino también disminuye la actividad neuronal del Sp5c lo
que sugiere que la OXT modula la neurotransmision en el TCC, pero no podemos
excluir que dicho efecto sea secundario al tipo de administracién (intranasal). Esto
es, la administracion intranasal puede activar distintas estructuras involucradas en la
modulacién de la nocicepcién que de forma global pueden estar generando una
modulacién descendente en la actividad nociceptiva del TCC. De hecho, se ha
postulado que la administracién central de OXT o la estimulacién del PVN bloquean
la transmisién del dolor no solo por efectos directos sobre la médula espinal sino
que también pueden potenciar mecanismos analgésicos descendentes
interactuando con el locus coeruleus, el nucleo del rafe magno y la sustancia gris
periacueductal (Caldwell et al., 1987; Condés-Lara et al., 2015; Ge et al., 2002;
Lundeberg et al., 1994; Wang et al., 2013).

Los datos de esta tesis proveen evidencia sobre el papel de los mecanismos
oxitocinérgicos a nivel del TCC, pero hasta este punto se desconoce el receptor
implicado, dado que se utilizé un abordaje farmacoldgico, la OXT puede unirse no
solo a los OTR, sino a los V1aR, y un efecto inespecifico en este receptor podria
estar contribuyendo al efecto de la OXT. Es por eso que el receptor involucrado
(OTR vs V1aR) en la antinocicepcion inducida por OXT en el asta dorsal espinal es

tema de debate (Gonzalez-Hernandez et al., 2014).
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Para identificar los receptores involucrados, se us6é un antagonista del OTR, el
L-368,899 (rata pK:8.1; Williams et al., 1994) y el antagonista del V1aR, el SR-49059
(rata pKi:8.1-9.3; Serradeil-Le Gal et al., 1993). A pesar de que se han realizado
diferentes estudios farmacoldgicos usando estos antagonistas para discriminar entre
el OTR y el ViaR (Gupta et al., 2008; Mack et al., 2007; Thompson et al., 1997;
Wilson et al., 2009) la concentracion necesaria para bloquear el OTR o el V1aR en el
TCC no se ha reportado. De este modo, se decidié utilizar una concentracién
equimolar (i.e. la misma concentracion de OXT necesaria para bloquear la
transmision nociceptiva) considerando que la OXT tiene una afinidad similar por el
OTR (pKi:8.2) y el V1aR (pKi: 8.3) que los antagonistas usados (Alexander et al.,
2015).
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Figura 11. Histogramas peri-estimulo obtenidos antes (A; basal) y 40 min después
(B) de administrar OXT (20nmol) mas el antagonista de OTR (izquierda) o ViaR
(derecha). Notese que después de pretratar con un antagonista selectivo de OTR
(20nmol L-368,899) la antinocicepcion inducida por OXT fue abolida mientras que
20nmol de SR-49059 no tuvo efecto.
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6.3. Otras evidencias apoyando el papel del OTR a nivel del TCC

Los resultados de la presente tesis muestran que la inhibicion de las respuestas
nociceptivas inducidas por OXT son mediadas por la activacion del OTR a nivel del
TCC particularmente a nivel de lamina V y en menor medida I, 11l y IV. Estos datos
son consistentes con diversos trabajos realizados tanto a nivel de neuronas del
ganglio trigeminal como de aferencias nociceptivas de neuronas provenientes del
ganglio de la raiz dorsal. Por ejemplo, a nivel del ganglio trigeminal, donde analizé la
expresion de OTR (Kubo et al., 2017; Tzabazis et al., 2016) se demostré que: i) el
OTR co-localiza con fibras nociceptivas CGRPérgicas; ii) la oxitocina bloquea la
liberacién de CGRP inducida por capsaisina en nociceptores meningeos (usando un
modelo ex-vivo) y iii) que en inflamacion orofacial aumenta la expresion de OTR. Es
importante considerar que el ViaR también se expresa en el ganglio trigeminal
(Kubo et al., 2017), pero de acuerdo con nuestros datos asumimos que este
receptor no esta involucrado. En este sentido Schorscher-Petcu (2010) demostro
que los sitios de union a la OXT estan restringidos a las laminas superficiales
(donde se procesa la informacion nociceptiva) del asta dorsal, mientras que los
sitios de unién a la vaporesina se presentan de forma difusa en la sustancia gris de
la médula espinal. Ciertamente, se requieren mas estudios para definir el papel del
V1aR en la nocicepcion a nivel del TCC. Y en todo caso, estos estudios apoyan el
papel del OTR, que probablemente esté presente en las fibras aferentes primarias
(Gonzalez-Hernandez et al., 2017) que proyectan al TCC y estan involucradas en la

antinocicepcion craneofacial inducida por OXT.

6.4. Consideraciones finales e implicaciones clinicas

Dado que el TCC es un sitio importante para la integracion de sefales nociceptivas
periféricas en el sistema nervioso, vale la pena considerar la posible relevancia
clinica de estos resultados, particularmente en procesos dolorosos que impliquen la
activacién de la via nociceptiva trigeminal. Dicho esto, es importante considerar que
en tejidos humanos, usando autoradiografia competitiva para visualizar el OTR con
ornitina-vasotocina 125 (radioligando especifico de OXT) se demostré que la OXT se

une a sitios dentro del nucleo espinal del trigémino (Freeman et al., 2017); y lo mas
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interesante, dicho marcaje no fue desplazado por el antagonista del V1aR (usando

SR-49059) lo que excluye a este receptor.

Finalmente, debemos considerar una limitacién importante, estos experimentos
electrofisioldgicos se llevaron a cabo en ratas macho y la OXT se ha visto implicada
en el dimorfismo sexual de diversos procesos (e.g. reproduccion, aprendizaje,
memoria y comportamiento social (Glimp y Fahrenholz, 2001). También se ha visto
que la densidad de los sitios de union a la OXT en el sistema nervioso central esta
ligado a las hormonas esteroideas gonadales (Tribollet et al., 1990; Kremarik et al.,
1991). En este sentido, Uhl-Bronner et al. (2005), demostr6 mediante
autoradiografia semicuantitativa en la médula espinal de ratas adulto, que los sitios
de unién a OXT, son mas densos en ratas macho que en las ratas hembra. Estos
datos correlacionan con un estudio conductual reciente (inflamacion inducida con
carragenina), donde muestran que la inyeccion intratecal de 0.125 nmol de oxitocina
en machos desencadenaba antinocicepcion mientras que para obtener el mismo
efecto en ratas hembra eran necesarios 1.25nmol (Chow et al., 2016). En conjunto
estos estudios sugieren que el efecto antinociceptivo de la OXT puede variar
dependiendo del sexo de la rata, siendo menos efectiva en ratas hembra. Es
importante considerar esta diferencia en investigaciones posteriores ya que se ha

propuesto el uso terapéutico de la OXT para el manejo del dolor.

6.5. Conclusiones

Usando un abordaje electrofisiolégico y farmacolégico, mostramos que la oxitocina
inhibe la actividad neuronal inducida eléctricamente en el TCC al activar
directamente el OTR. Estos resultados, en su conjunto, muestran que los OTR a
este nivel inhiben las aferencias nociceptivas periféricas provenientes de la primera

rama del nervio trigémino.
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