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Resumen

El dolor se describe como un mecanismo de proteccion para el organismo, sin
embargo, esta respuesta no siempre se puede lograr por completo dando lugar al
dolor cronico. Esta situacion se puede encontrar en las neuralgias del trigémino,
condicion que se caracteriza por la presencia de dolor repentino y recurrente de
alguna, o de todas las ramas del V par craneal o nervio trigeminal, lo que se estima
gue 1 de cada 15,000 personas presentan. Aunque hoy en dia existen diferentes
tratamientos para el dolor, hay mecanismos analgésicos endégenos que son parte
de una respuesta que el mismo sistema nervioso central (SNC) desencadena.

En este trabajo se analiza un sistema enddgeno, el cual implica diversas
estructuras y grupos neuronales. Dentro de los mecanismos de este sistema se
encuentra la liberacion de oxitocina, que es un neuropéptido capaz de inducir
analgesia a través de diversos procesos fisiolégicos y psicoldgicos, la liberacion de
este péptido se lleva a cabo en el hipotalamo, en el Nucleo Paraventricular (NPV)
gue es un area encargada de las respuestas homeostaticas de los organismos y
gue se sabe que activa la respuesta inhibitoria al dolor.

De esta forma, la oxitocina es parte de las sustancias que juegan un papel
importante dentro de los mecanismos enddgenos del dolor, por tal motivo, es
importante determinar la via que sigue el NPV al Nucleo Espinal Trigeminal Caudal
(SpVc) y determinar si ésta region contiene al péptido oxitocina. Ademas, en el
presente estudio se desea ver si ésta via es parte de una regulacién que sigue un
trayecto del SpVc al Nucleo Posteriomedial del Talamo (VPM).

El objetivo de la presente tesis es estudiar la via NPV al nucleo espinal
trigeminal en su regidn caudal (SpVc) que puede actuar sobre neuronas que envien
sus proyecciones al VPM, nucleo talamico de relevo de la informacion sensorial.
Asimismo los receptores de oxitocina implicados en las vias NPV-SpV como posible
evidencia de un mecanismo inhibidor del dolor causado por las neuralgias del
trigémino.

Los resultados de este trabajo se obtuvieron al inyectar a 3 animales con los
trazadores FR (Fluoro Rubi) y FG (Fluoro Gold) en el NPV y en el VPM

respectivamente, también como parte del trabajo se realizaron las



inmunofluorescencias para oxitocina, su receptor y CGRP.

El trazado anterogrado con el FR, nos permitio demostrar la via que existe
del NPV no sélo al SpVc, sino que también al SpVo y SpVi, donde se encontrd
también marcaje positivo para oxitocina y para su receptor. Por otra parte, gracias
al trazado retrogrado se marc6 la via del SpV al VPM, donde se observé una mayor
densidad de células marcadas en el SpVo y SpVi con respecto al SpVc.

Los resultados obtenidos serviran como base del conocimiento de una via
oxitocinérgica que modula la informacion nociceptiva. Este conocimiento permitira
establecer nuevas metodologias y estrategias para el manejo del dolor y tener una

vision global y mejor integrada de este sistema de analgesia endégena



Introduccioén

El dolor es una experiencia compleja, la cual involucra diversos componentes
sensoriales-discriminativos, referentes a una evaluacion cognitiva y componentes
emocionales y afectivos (Abdallah et al., 2013). Asi el dolor se describe como un
mecanismo de proteccidn, el cual es necesario para la supervivencia, de tal forma
gue las respuestas al dolor, tanto comportamentales como sistémicas de los
organismos, estan encaminadas a hacer desaparecer la fuente que lo causa y a
mantener la integridad.

Sin embargo, esta respuesta de proteccion al dolor no siempre se puede
lograr por completo dando lugar al dolor crénico. Esta situacion se puede encontrar
en casos como las neuralgias del trigémino, condicién que se caracteriza por la
presencia de dolor punzante, unilateral, severo, repentino y recurrente de alguna,
o de todas las ramas del V par craneal o nervio trigeminal (Hernandez et al., 2012;
Kessinger and Matthews, 2012).

En 1968, Penman estimd que la prevalencia anual de las neuralgias del
trigémino era de 4.7 en hombres y 7.2 en mujeres por cada millébn (Holle et al.,
2010). Esto constituye el 89% de todas las algias faciales, correspondiendo el 10.5%
a neuralgias sintomaticas (Kiss et al., 1991). Actualmente se estima que ese numero
es mucho mayor, siendo 1 de cada 15,000 quienes presentan neuralgia trigeminal
y aun asi esto no refleja la cantidad real, ya que muchos de quienes la padecen no
son diagnosticados (Falaki et al., 2014) o bien no se tiene registro.

Aunque hoy en dia existen diferentes tratamientos para el dolor, hay
mecanismos analgésicos enddégenos que son parte de una respuesta que el mismo
sistema nervioso central (SNC) desencadena. En este trabajo se analiza un sistema
enddogeno, el cual implica diversas estructuras y grupos neuronales. Asi, dentro de
los mecanismos de éste sistema se encuentra la liberacion de oxitocina, que es un
neuropéptido capaz de inducir analgesia a través de diversos procesos fisiologicos
y psicoldgicos (Condés-Lara et al., 2007; Tracy et al., 2015). La liberacion de este
péptido se lleva a cabo en el hipotalamo, en el Nucleo Paraventricular (NPV) que es
un area encargada de la respuesta al estrés y que se sabe que activa la respuesta

inhibitoria al dolor (Yirmiya et al., 1990). EI NPV junto con el nucleo



supraquiasmatico son la fuente primaria de oxitocina del SNC (Swanson and
Kuypers, 1980; Condés-Lara et al., 2007).

Por esta raz6n, y como sefialamos la oxitocina es parte de las sustancias que
juegan un papel importante dentro de los mecanismos enddgenos de la modulacion
del dolor, por tal motivo, es importante determinar la via que sigue el NPV al nacleo
espinal trigeminal en su region caudal (SpVc) y determinar si ésta region contiene
al péptido oxitocina. Ademas en el presente estudio se desea ver si esta via es parte
de una regulacion que sigue un trayecto del SpVc al VPM que es un nucleo talamico
de relevo de la informacion sensorial. De ésta forma el objeto de estudio de la
presente tesis es la via NPV al SpVc que puede actuar sobre neuronas que envien
sus proyecciones al VPM dando el aporte sensorial que incluye la estimulacion
nociceptiva. En esta situacion se estudian las vias del NPV al SpVc y la del SpVc al
VPM, con este fin se estudian los receptores de oxitocina proveniente del NPV como
posible evidencia de un mecanismo inhibidor del dolor causado por las neuralgias

del trigémino.



Antecedentes
Hipotalamo

El hipotalamo es un centro integrador de numerosas respuestas, que permiten
mantener la homeostasis en el organismo (Horn and Swanson, 2013). El hipotalamo
es una estructura bilateral que se desarrolla como parte del sistema limbico, y ocupa
las paredes laterales y la parte inferior del tercer ventriculo (figura 1). El hipotalamo
se encuentra delimitado por diferentes estructuras como el surco hipotalamico en la
parte superior. El quiasma Optico, el tuber cinereum y los cuerpos mamilares en la
parte inferior. La lamina terminal en la parte anterior y el tegmentum mescencefalico
por la parte posterior, medialmente el tercer ventriculo y lateralmente por la capsula
interna (FitzGerald et al., 2012).

Entre las principales funciones del hipotalamo estan: controlar la presion
arterial y la composicion electrolitica del organismo, regular la temperatura corporal,
controlar el metabolismo, regular la reproduccion asi como la respuesta de
emergencia ante el estrés.

El hipotdlamo puede dividirse en tres regiones: anterior, media y posterior.
Cada parte del hipotalamo tiene grupos celulares especializados que desempefian
distintas funciones.

La parte mas anterior del hipotalamo se encarga de la integracion de
diferentes clases de informacién y de generar respuestas como son: el control de la
presion arterial, de la temperatura corporal, entre otras. Esta estructura se encuentra
superpuesta al quiasma 6ptico, donde se encuentran los nucleos preopticos (nucleo
supraquiasmatico) y el area predptica.

El tercio medio del hipotalamo, superpuesto al tallo hipofisario, contiene los
nucleos ventromedial, paraventricular (NPV), supradptico e infundibular.

El tercio posterior del hipotalamo comprende el ndcleo tuberomamilar, un
grupo celular histaminérgico importante para la regulacion de la vigilia y la excitacién
sexual (Horn and Swanson, 2013).

Debido a que en este trabajo el ndcleo de interés es NPV, sera la estructura

gue se definira con mayor profundidad.
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Estructura y papel del Nucleo Paraventricular del Hipotalamo (NPV)

El NPV juega un papel critico en la integracion neuroenddcrina y autonomica,
actividades que ayudan a mantener la homeostasis en respuesta a los cambios
ambientales internos y externos. Estructuralmente hablando, el NPV es una de las
estructuras mas complejas y con mayor heterogeneidad en el cerebro (Horn and
Swanson, 2013).

El NPV comprende los componentes magnocelular y parvocelular
neuroendocrinos que controlan la adenohipdfisis y la neurohipofisis, como se ilustra
en la Figura 2.

Los grupos celulares en el NPV de la rata, se dividen en tres tipos que son:

» Neuronas neuroendoécrinas magnocelulares, las cuales envian sus axones
directamente al I6bulo posterior de la glandula pituitaria y secretan
vasopresina u oxitocina a la circulacion (Biag et al., 2012).

» Neuronas neuroendocrinas parvocelulares, las cuales sintetizan y secretan
una variedad de hormonas que liberan o inhiben a las hormonas como la
corticotropina (Biag et al., 2012).

» Neuronas preautondémicas descendentes, que envian proyecciones al puente
0 a la médula espinal y que probablemente estan involucradas en regular los

sistemas simpético y parasimpético (Biag et al., 2012).
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Figura 2. Se muestra el nacleo paraventricular del hipotdlamo, en el cual, sus poblaciones celulares
producen oxitocina (OXY) y vasopresina (VAS), que son secretadas hacia la sangre por medio de la
neurohipdfisis. Las neuronas neuroendocrinas parvocelulares tienen 3 componentes neuronales:
neuronas de somatostatina (SS) que van a lo largo de la pared del tercer ventriculo, neuronas
liberadoras de tirotropina (TRH) que estan concentradas en su mayoria lateralmente y hormonas
liberadoas de corticotropina (CRH) las cuales son aln mas laterales. La division descendente esta
compuesta de 3 partes: dorsal (d), lateral (I) y ventral (v) la cual cuenta con proyecciones topograficas

hacia el tallo cerebral y la médula espinal. Tomado y modificado de Horn and Swanson, 2013.



Estructura y funcién del complejo trigeminal

El sistema sensorial trigeminal esta relacionado con el procesamiento de los
estimulos provenientes de la cara y de la cabeza hacia las vias centrales (Waite,
2015). Ademas, esté relacionado con la transmision continua de informacion que
ayuda a mantener la integridad de las regiones craneofaciales. Por otra parte,
también se encarga de transmitir los impulsos nociceptivos (Koltzenburg et al.,
2013).

Los impulsos nerviosos convergen en las vias somatosensoriales craneales
gue procesan la informacion nociceptiva hacia el cerebro y se originan en los
receptores periféricos, el complejo del ganglio trigeminal y la parte anterior de los
neurémeros cervicales superiores (Koltzenburg et al., 2013).

Segun su localizacion, los tejidos craneales pueden ser inervados por una de
las tres ramas del nervio trigémino que son oftalmica, maxilar y mandibular (Waite,
2015). Estas ramas constituyen las vias aferentes primarias que transportan los
impulsos nociceptivos provenientes del exterior (Koltzenburg et al.,, 2013). La
informacion somatosensorial de éstas tres ramas viaja desde el nervio trigémino al
complejo nuclear del trigémino de donde se conecta a otras estructuras del cerebro
(Guy et al., 2005).

Los estimulos nociceptivos provenientes de las terminales periféricas del
quinto par craneal, o trigeminal, convergen en las neuronas ganglionares
trigeminales (ganglio de Gasser), localizadas en la base del craneo. Ahi, se presenta
una organizacion somatotopica comudn en los mamiferos, donde las células
oftalmicas estan en la parte anteromedial, las mandibulares en la posterolateral y
las maxilares en la parte medial. Los procesos o0 proyecciones nerviosas
provenientes de éstas aferentes primarias entran a través del tallo cerebral por
medio del tracto trigeminal de forma dorsal y lateral (figura 3). Después de entrar en
este tracto, la mayoria de las aferentes pasan caudalmente emitiendo sefales
colaterales que terminan en la subdivision del nucleo espinal trigeminal (SpV) y a la
parte superior de las cervicales para activar a las neuronas de segundo orden,
algunas de las fibras contindan por una ramificacién hacia el Nucleo Principal
sensorial (PrV) (Waite, 2015).
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Figura 3. Representacion del complejo espinal trigeminal con los distintos nucleos que los conforman,
asi como sus aferentes y sus proyecciones. Tomado y modificado de Swenson, 2006; Koltzenburg
et al., 2013.

Desde la parte rostral a la caudal, el complejo trigeminal sensorial se
compone de diferentes divisiones como son: el Nucleo Principal sensorial del
trigémino (PrV) y el nucleo espinal trigeminal (SpV), este Ultimo a su vez se
subdivide en los nucleos Oral (SpVo), Interpolar (SpVi) y Caudal (SpVc), (Guy et al.,
2005).

Cada una de estas divisiones se caracteriza por tener proyecciones a

diferentes areas, aunque la mayoria son predominante ipsilaterales que poseen
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citoarquitecturas propias y segregan sustancias quimicas particulares (Waite,
2015).

En las distintas vias aferentes de los ndcleos podemos encontrar
generalmente glutamato, en las diferentes aferentes mielinizadas, asi como
pequefias fibras que contienen CGRP (péptido relacionado con el gen de la
calcitonina) y sustancia P, siendo particularmente denso en las laminas | y Il del
SpVc, esta misma region, tiene sinapsis hacia fibras aferentes tipo GABAérgicas, y
Oxido Nitrico Sintasa (NOS) (Waite, 2015).

Nucleo Principal Sensorial (PrV)

Se encuentra lateralmente al puente troncoencefalico y tiene forma de cacahuate
en su parte coronal, contiene una alta densidad de neuronas pequefias y medianas,
las cuales pueden contener glutamato, GABA o glicina (Waite, 2015).

Las respuestas evocadas de PrV son generalmente ipsilaterales,
provenientes de la piel, los dientes y de las vibrisas. Este nlcleo presenta

proyecciones al nucleo talamico ventral postero medial (VPM) (Waite, 2015).

Nucleo espinal Oral (SpVo)

Este subnucleo contiene células largas que van de los 30 a los 50 um, con
arborizaciones dendriticas extensas. Esta relacionado con reflejos orofaciales y
conductuales, y tiene proyecciones al nucleo del hipogloso (Waite, 2015).

Nucleo espinal Interpolar (SpVi)

Se extiende desde la parte anterior del nicleo caudal hasta la parte baja del obex,
es el subndcleo mas ancho y contiene neuronas en su mayoria pequefias y
medianas. Sus células contienen GABA o glicina, asi como parvoalbumina o
calbindina. Sus proyecciones van al VPM y al nacleo posterior del talamo (Po)
(Waite, 2015).



Nucleo espinal Caudal (SpVc)

Esta region se extiende desde el nivel del obex hacia la parte anterior de la cervical
dorsal, con la cual ademas de ser continua, comparte un arreglo laminar similar
(Waite, 2015). Ambas estructuras contienen neuronas nociceptivas en las laminas
[, 'y V, muchas de las cuales tienen proyecciones a otras estructuras cerebrales
involucradas en el procesamiento del dolor como es el caso del talamo (Guy et al.,
2005).

Las ldminas que constituyen esta regién son: la lamina | que es una capa
marginal y lamina Il que esta formada por sustancia gelatinosa y ambas constituyen
las laminas superficiales, también hay unas capas magnocelulares mas profundas
qgue son la lll, la IV y en algunas divisiones se considera que existe una lamina V
(Waite, 2015).

Las respuestas nociceptivas ocurren principalmente en las laminas I, 11y V e
incluyen patrones de activacion especificos de amplio rango dinamico y nociceptivo
especifico. A pesar de que SpVc tiene un papel en la nocicepcion craneal, también
es encargado de proyectar internuclearmente a todos los otros ndcleos trigeminales,
lo cual es importante para modular las respuestas nociceptivas e inocuas a niveles
rostrales (Waite, 2015).
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Talamo

El talamo es una estructura central que es la principal estacion de relevo de la
informacion sensorial antes de llegar a la corteza cerebral. En el tAlamo hay una
representaciéon, en diferentes nucleos, de la informacion motora, visual, auditiva,
somética y en el caso particular también de la sensacion del dolor. Es de esta forma
en que el talamo esta involucrado en el procesamiento de la informacion nociceptiva
o de dolor antes de llegar a diferentes partes de la corteza cerebral (Ab Aziz and
Ahmad, 2006).

Al igual que en la mayoria de los vertebrados, en el caso de la rata, el talamo
conforma la mayor parte del diencéfalo y se encuentra dividido en varios ndcleos,
cada uno con caracteristicas citoarquitectonicas y funciones particulares
(Groenewegen and Witter, 2015).

Aunque existen distintas clasificaciones acerca de la estructura y funcion del
talamo, hay una organizaciéon que es considerada clasica; ésta se basa en los
diferentes tipos de informacion que es transmitida a través de cierto nucleo o
nucleos hacia la corteza (Groenewegen and Witter, 2015).

Segun su anatomia y funcién, se puede dividir al tAlamo, en tres grupos:

» Los nucleos principales o de relevo
» Los nucleos de asociacion
» Los nacleos intralaminares o de la linea media.

Dichos grupos a su vez presentan caracteristicas distintas entre si y cada
uno presenta diversos grupos que se enlistan a continuacion.

Los grupos principales o de relevo se encargan de recibir la informacién
motora y sensorial primaria a través de vias ascendentes que transmiten la
informacion hacia areas discretas y a diferentes regiones de la corteza cerebral
(figura 4). Entre estos grupos principales o de relevo se encuentran:

» EIl complejo del nacleo geniculado lateral (visual)
El ndcleo geniculado medio (auditivo)
El nicleo ventro posterior medial (somato sensorial de la cara)

El nicleo ventral posterolateral (somato sensorial del cuerpo)

YV V V V

El ntcleo posterior (discriminacién sensorial)
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>
>

El ndcleo ventral anterior (motor)
El ndcleo ventral medial

El segundo grupo lo conforman los nucleos de asociacion, los cuales reciben

la informacién de aferentes mayores de la capa V de las células piramidales de la

corteza sensorimotora y que funcionan como relevo de esta informacion hacia las

areas asociativas de la corteza. Estos nucleos estan conformados por:

>

>
>
>

El nicleo mediodorsal

Los ndcleos anteriores (anterodorsal, anteroventral, y anteromedial)
El ntcleo submedial

Los nucleos laterodorsal y lateralposterior

Y finalmente, los nucleos intralaminares o de la linea media, los cuales se

clasifican como un grupo independiente, basados en su distinta localizacién a lo

largo de la linea media y dentro de la lamina medular interna, su distribucion

sustancial hacia areas corticales y subcorticales promueve que estén involucrados

con los procesos de excitacion y atencion pero también presentan respuestas ante

estimulos nociceptivos. Los ndcleos que lo conforman son:

>

YV V. V V V

Nucleo paratenial
Nucleo paraventricular
Nucleo romboidal
Nucleo reuniens
Nucleo central lateral
Nucleo centro mediano

Ademas, en algunas ocasiones también se considera al nucleo Intermedio

dorsal parte de este grupo (Groenewegen and Witter, 2015).
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Figura 4. Se muestra un esquema con las diferentes divisiones del tAlamo, asi como la ubicacién de
Swanson, 2013.

esta estructura en el cerebro. Tomado y modificado de Bear et al., 2007; Netter, 2010; Horn and

13



Debido a que en este trabajo la regién de interés es el complejo ventral
posterior, en especifico el nucleo posteriomedial (VPM), sera la estructura que
definiremos a continuacion.

El complejo ventroposterior en las ratas, ocupa el area ventrolateral del
talamo, este complejo esta rodeado ventralmente y lateralmente por el lemnisco
medio y el nucleo reticular del talamo y dorsomedialmente por el complejo posterior.

Este complejo es el sitio de relevo de la informacion sensorial que se dirige a
la corteza y puede ser dividido en tres partes principales: El ndcleo ventral
posterolateral (VPL), que recibe informacién somatosensorial de la médula espinal,
el nacleo ventral posteriomedial (VPM) que recibe informacion somatosensorial del
sistema trigeminal y una region medial, formada por células parvicelulares
(pequefias), que es el relevo talamico principal para los aferentes viscerales y
gustatorios (Groenewegen and Witter, 2015).

Nucleo Posteriomedial del Talamo (VPM)

El VPM tiene niveles mas bajos de acetilcolinesteras (AChE) y contiene a sus
células altamente empaquetadas en comparacién con el VPL. La mayoria de sus
neuronas son de tamafo mediano y tienen proyecciones talamocorticales, a
diferencia de otras especies, en el caso de las ratas no se ha reportado que estas
neuronas sean GABAérgicas (Sherman and Guillery, 2006).

Estructuralmente hablando, el VPM esta organizado en grupos o agregados
de células que representan de manera individual a las vibrisas, estas estructuras
son mas faciles de distinguir en ratas jovenes que en adultas. Los axones
talamocorticales del VPM terminan predominantemente en la capa IV de la corteza
primaria sensorial (S1) y utilizan como neurotransmisor glutamato (Kharazia and
Weinberg, 1994). También los axones se conectan a las capas |y V/VIde la S1 (Lu
and Lin, 1993; Zhang and Deschénes, 1998).

Por otra parte, el nervio principal del trigémino (PrV), asi como el espinal
(SpV), desde sus diferentes regiones como el SpVo y SpVc, proyectan hacia el VPM
(Guy et al., 2005; Paxinos, 2014). Las regiones que responden a las vibrisas en

estos nervios dan lugar a tres vias involucradas en la transmision de informacion,
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gue van desde el tallo cerebral, pasando a través del talamo, para que, finalmente,
alcancen su destino en la corteza. Las tres vias principales son la via lemnisco, la
extralemnisco y la paralemniscal.

La via lemnisco se origina en las neuronas del PrV, las cuales alcanzan la
parte dorsomedial del VPM y de ahi proyectan hacia la corteza somatosensorial
primaria (S1).

La via extralemnisco surge de las células del SpVc que proyectan hacia la
parte ventrolateral del VPM vy, posteriormente, a la corteza somatosensorial
secundaria (S2) y hacia el septo de S1.

La via paralemnsico se origina en la parte rostral del SpV interpolar y proyecta
hacia la parte medial del Po y después hacia la corteza, principalmente a las capas
ly V (Waite, 2015).

Oxitocinay su receptor

La oxitocina es un péptido formado por nueve aminoacidos en una estructura
ciclica, este nonapéptido es sintetizado en el nucleo paraventricular y aunque en un
principio se pensaba que solamente participaba en la estimulacion de las
contracciones uterinas y en la eyeccion de la leche después del nacimiento
(Baribeau and Anagnostou, 2015) hoy en dia se sabe que participa en muchos otros
procesos del organismo, siendo su papel como modulador del dolor el que nos
interesa.

En un principio se sabia que la oxitocina presentaba receptores en diversos
tejidos como miometrio (Crankshaw et al., 1978; Fuchs et al., 1983), endometrio
(Roberts et al., 1976; Riley et al., 1995), ovario (Furuya et al., 1995), entre otras
estructuras relacionadas.

El receptor de oxitocina es un receptor acoplado a proteinas G de tipo
rodopsina (Gimpl and Fahrenholz, 2001), que forma parte de la gran familia de siete
dominios transmembranales de alfa-hélices conectados por medio de asas extra e
intracelulares.

Este receptor esta implicado en el reflejo de eyeccién durante la lactancia
(Ruis et al., 1981; McNeilly et al., 1983; Johnston and Amico, 1986) y la contraccion
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del musculo uterino durante el parto (Wilson et al., 1990; Pettibone et al., 1995;
Williams et al., 1998; Gimpl and Fahrenholz, 2001) como vimos en un principio, pero
no sélo se limita a esto, sino que ademas la oxictocina promueve la diferenciacion
de los cardiomiocitos, mejora la cicatrizacién de heridas y modula las respuestas
inflamatorias (Paquin et al., 2002; Jankowski et al., 2004; Gouin et al., 2010). Es
importante tener en cuenta que a pesar de que se trata del mismo péptido y del
receptor, los efectos que tiene la activacion de este, varian de acuerdo al 6rgano y
al tejido, asi mismo la distribucién del receptor varia significativamente dependiendo
del modelo animal que se elija, asi como de la edad del mismo (Baribeau and
Anagnostou, 2015)

Uno de los mecanismos por los cuales se piensa que la oxitocina actla, es
que al activar sus receptores genera la liberacion de Ca?" de los depdsitos
intracelulares, lo cual lleva a una cascada por activacion de proteinas fosforiladoras
y de enzimas dependientes de Ca?* como puede ser la activacion de la sintasa de
oxido nitrico (NOS) que incrementa la concentracion de oxido nitrico el cual al
difundir hacia otras células promueve la vasodilatacion, contraccion del musculo
liso, transcripcion de genes, aumento de la excitabilidad de las neuronas (Baribeau
and Anagnostou, 2015).

Por otra parte, ahora se sabe que las interneuronas inhibitorias en el asta
dorsal de la médula también presentan receptores a oxitocina (Reiter et al., 1994),
participando asi en procesos de analgesia, debido a que éstos, a nivel de la red
neural se encuentran acoplados a proteinas de tipo Gio (Busnelli et al., 2012), las
cuales de manera general se caracterizan por promover la hiperpolarizacion de la
membrana, evitando asi el envio de la sefial dolorosa cuando son activados,
promoviendo un efecto analgésico (McCudden et al., 2005).

Las neuronas oxitocinérgicas también presentan estos receptores en sus
superficies celulares para los neuropéptidos que estas mismas secretan, es por eso
gue son capaces de modular su propia liberacién en un mecanismo de feedback

(Baribeau and Anagnostou, 2015).
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Planteamiento del problema

El dolor representa un grave problema para la poblacion, es por eso que diversos
trabajos y estudios centran su objetivo en tratar de entender los mecanismos
implicados en el desarrollo y mantenimiento de éste. Para entender este tipo de
alteraciones, es importante estudiar las vias encargadas de procesar esta
informacion en el organismo y de poder encontrar diversos tratamientos que al
interferir con esta sefial, funcionen como mecanismos anestésicos.

Una de las vias encargadas del procesamiento de la informacion dolorosa es
la de sefializacién conformada por el complejo trigeminal, y sus interconexiones con
nacleos superiores (NPV y VPM) (Guy et al., 2005). Es por eso que en el presente
trabajo se estudian las vias de interconexion entre el NPV y el nucleo espinal
trigeminal mediante trazadores neuronales, esto debido a que el hipotdlamo
presenta proyecciones al SpV en su region caudal (SpVc) las cuales se originan del
NPV (Abdallah et al., 2013). Estas proyecciones son consideradas
predominantemente ipsilaterales, de tal manera que se pueda contar con un soporte
neuroanatomico para entender el funcionamiento de un posible efecto analgésico
proveniente del NPV.

Ademas, como se ha reportado anteriormente, las vias del NPV al SpVc y de
éste al VPM estan relacionadas con el procesamiento de las sefiales dolorosas, asi
como de los mecanismos de analgesia endégena que posiblemente estén mediadas
por oxitocina. Ahora bien existen diversos estudios en donde se ha analizado como
los receptores de oxitocina podrian estar desempefiando un papel fundamental en
la percepcion y modulacién del dolor, en especial del que proviene del complejo
trigeminal, pero existe muy poca informacion al respecto de la expresion de este
receptor en el ganglio y en el ndcleo trigeminal. Los pocos estudios sobre el receptor
a OT se centran en la expresién de éste receptor en otros tejidos como las glandulas
mamarias, el endometrio, entre otros (Tzabazis et al., 2015). Por lo que la
importancia de este trabajo radica en ampliar la informacion que se tiene sobre los
receptores oxitocinérgicos presentes en estas vias, como una forma de comprender

los mecanismos subyacentes de analgesia enddgena del organismo.
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Hipootesis

Debido a que el NPV tiene proyecciones al SpV y este ultimo al VPM, las cuales
forman parte de las vias de sefializacion del dolor, se piensa que estas vias son
oxitocinérgicas, lo que seria un sistema de inhibicidbn en respuesta a estimulos

dolorosos.

Objetivos
General

Establecer mediante el trazado de vias neuronales, la interconexion entre el NPV y
el SpVc, asi como las proyecciones de esta Ultima estructura hacia el VPM del

talamo y comprobar si estas vias son oxitocinérgicas.
Especificos

> Describir mediante el trazado anterégrado con Flouro Rubi la via del NPV del
hipotdlamo al nucleo espinal del trigémino.

» Demostrar la proyeccion del nucleo del trigémino al Nucleo VPM del talamo,
por medio del trazador neuronal retrégrado Fluoro Gold.

» Verificar mediante inmunofluorescencia si las fibras que proyectan del NPV
al nacleo trigémino son oxitocinérgicas.

» Determinar por inmunofluorescencia si las células que proyectan del ndcleo

trigémino al VPM del talamo presentan el receptor a oxitocina.

18



Metodologia

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 280 a 300 gramos, las
cuales se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura (23°C + 1°C) y
ciclos de luz/oscuridad (12-12 hrs), con alimento y agua ad libitum.

Inyeccién de los Trazadores neuronales

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina/xilacina (70/6
mg/Kg, intraperitoneal) y montados en un aparato estereotaxico, donde se expuso
el craneo, al cual se le realiz6 un trépano y de acuerdo con las coordenadas del
atlas de Paxinos and Watson, 1998 se localizaron el VMP (Antero Posterior 5.7 mm,
lateral 2.6 mm y altura 4mm, linea interaural) y el NPV (Antero Posterior 7.12mm,
lateral 0.3mm y altura 1.9, linea interaural) donde se administraron a presiéon manual
los distintos trazadores con ayuda de una micropipeta de borosilicato unida a una
jeringa Hamilton acoplada a un vernier manual y todo esto acoplado a una torre
milimétrica de estereotaxico.

El procedimiento para la inyeccion de los trazadores fue el siguiente: la
jeringa con la micropipeta acoplada se llené de petrolato, después se tomaron 30 nl
de pontamina, la cual se utilizé tnicamente como indicador visual para la inyeccion,
seguida de 30nl de petrolato que sirvieron de separacion entre la pontamina y 60nl
del trazador que fue inyectado. En el VPM se inyecto el Fluoro Gold (FG) al 2.5%
disuelto en agua destilada y en el NPV, se inyect6 Fluoro Rubi (FR) al 5% disuelto
en agua destilada o Biotina Dextrano Amina (BDA) al 10% disuelto en NaCl 0.9%
segun fuera el caso, finalizado esto, se retird la pipeta, se coloco cera para hueso
en el trépano y se procedid a suturar la piel con hilo quirargico.

Posterior a la cirugia, a los animales se les dio un periodo de recuperacion
de 9 a 11 dias, para que durante este lapso se efectuara el transporte de los
trazadores, transcurrido este tiempo se realizd, bajo anestesia profunda, la

perfusion de los mismos.
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Perfusiéon

Para realizar este procedimiento los animales fueron anestesiados con una
sobredosis intraperitoneal de pentobarbital (50 mg/Kg), después se realiz6 una
perfusion via intracardiaca con una soluciéon de NaCl al 0.9% seguida de una
solucion fijadora compuesta por paraformaldehido (4%) disuelta en Buffer Fosfatos
(PB) 0.1 M pH 7.4. A continuacion, se extrajeron el cerebro y la médula espinal, los
cuales fueron colocados en fijador durante 2 horas posterior a su extraccion y
finalmente cambiados a una solucion de sacarosa al 30% disuelta en Buffer
Fosfatos 0.1M.

Cortes Histoldgicos

El cerebro y el tallo cerebral fueron colocados en un microtomo de congelacion
(LEICA SM 2000R), se realiz6 una muesca del lado derecho de la corteza cerebral
para poder identificar cada hemisferio, se realizaron los cortes coronales de 40 um
de grosor, se obtuvieron un total de cinco series, de las cuales la primera fue
montada inmediatamente en portaobjetos doblemente gelatinizados, después fue
deshidratada utilizando un tren de alcoholes (70%, 80%, 96%, 100%) y aclarada
con Xilol, finalmente los cortes fueron montados con resina DPX (medio de montaje
para microscopia).

La segunda serie fue tefiida con violeta de cresilo, siguiendo un tren de
hidratacion de Xilol, y alcoholes ( 100%, 96%, 80%, 70%) donde permanecian en
cada solucion durante 5 minutos, después se les aplicé un lavado de 3 segundos
para posteriormente ser tefildos con violeta de Cresilo al 5% durante 5 minutos,
pasado este tiempo fueron deshidratados por las mismas sustancias anteriores pero
en orden inverso (alcoholes (70%, 80%, 96%, 100%) y Xilol), para finalmente ser
montados con resina de Entellan.

La tercera serie fue utilizada para la técnica de inmunofluorescencia para
oxitocina y su receptor. En el caso de los cortes con BDA, primero se utilizé un
tratamiento de peroxido al 1% durante 30 minutos para inhibir la peroxidasa
endogena, después se lavaron con PBS 0.1M, enseguida se realizd una incubacion

con una solucion ABC durante 24hrs, después se hizo otro lavado con PBS 0.1M y
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para revelar el BDA se utilizé el KIT DAB (Diaminobencidina) SK-4100.
Posteriormente se realizo la técnica de inmunofluorescencia para la oxitocina y su
receptor a todos los cortes, independientemente de su trazador, ésta se realizd
mediante un coctel de anticuerpos primarios: OT-neurofisina (PS60 monoclonal
anti-raton dilucién 1:250 en PBS 0.1M) y para el receptor anti-OTR (Santa Cruz
Biotechnology sc-8103, anti-cabra se realiz6 una dilucion 1:400 en PBS 0.1M),
posteriormente se incubaron los cortes durante 24hrs a 4°C y en condiciones de
oscuridad, pasado este tiempo, los cortes fueron lavados con PBS 0.1M para ser
sometidos al segundo anticuerpo Alexa 488 anti-raton y Alexa 633 anti-cabra ambos
con una dilucion de 1:300 en PBS 0.1M con el cual fueron incubados durante 24hrs,
posteriormente fueron lavados con PBS 0.1M y se siguid el mismo tren de
deshidratacion mencionado anteriormente (alcoholes y xilol), para ser montados en
portaobjetos gelatinizados con DPX.

Otra de las variantes que se hizo con esta técnica fue hacer la
inmunofluorescencia para CGRP y para oxitocina. Se utilizo el anti-conejo CGRP
(Chemicon) en una dilucion 1:2000 en PBS 0.1M. Las series 4 y 5 fueron guardadas
en PB 0.1M.

Andlisis Histoldgico

Para verificar los sitios de inyeccién con BDA se utiliz6 un microscopio Leica DMLB
optico. Al revisar la fluorescencia de los tejidos con FR y FG, se utilizdé el mismo
microscopio con un sistema acoplado de fluorescencia y una cdmara digital Leica
DF320, asi como un microscopio confocal invertido Zeiss LSMM 510 Meta que
cuenta con 4 tipos de laser: Argén/2 que funciona con 4 longitudes de onda: 458,
477, 488 y 515nm, un DPSS de 561nm, un HeNe de 633nm y finalmente un sistema
multifotonico coherent-XR entonable que trabaja en un rango de 305-980nm, que

se utilizé para detectar los fluorocromos utilizados para cada anticuerpo.
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Trazado digital de los cortes y conteo celular

Para realizar el trazado digital de los cortes del complejo SpV, asi como su conteo
celular, se utilizé el sistema MD3PIot Version 4.0 Accu Stage, el cual es un programa
de digitalizacién (Minnesota Data-Metrics) acoplado al microscopio éptico Leica
DMLB gracias a este sistema se realiz6 el trazado digital de los cortes de SpV y se
cuantificaron las neuronas que presentaban FG y que se encontraban dentro de la
region de interés, logrando una representacion digital del corte original y la

localizacion precisa de las células marcadas dentro del mismo.
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Resultados
Sitios de inyeccion

Fueron inyectadas un total de 16 ratas de las cuales 12 se inyectaron con FG y FR
y 4 con BDA y FG. Los resultados de las inyecciones con FG y FR fueron mas
exitosos, por lo que en este trabajo solo se presentan los resultados relacionados a
estos sitios.

Las inyecciones de FR en el NPV y del FG en el nucleo VPM fueron muy
semejantes (n=3), como se muestran en las fotomicrografias de los sitios de

inyeccion en las figuras 5y 6.

Figura 5. Se muestra un esquema de un corte coronal de un cerebro de rata donde se ubica la region
del NPV y a un lado se muestra la fotomicrografia. Notese como el sitio de inyeccion de FR se
encontré dentro del NPV del hemisferio izquierdo de la rata. NPV: Nucleo paraventricular del

hipotalamo. Interaural 7.08 mm. Tomado y modificado de Paxinos and Watson, 2007. Aumento 25x.
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Ademas se pudo corroborar que la inyeccion en el VPM se encontré en el sitio
correcto, mediante el analisis de estructuras que envian proyecciones a este nucleo,
ya que estructuras como el fasciculo cuneatus (cu) y el nucleo cuneatus (Cu) se
encontraron densamente marcados en cuerpos celulares con FG como se muestra

en la figura 7.

Figura 7. Ejemplifica las células que proyectan del nlcleo cuneatus y el fasciculo cuneatus hacia el
VPM del tdlamo de manera contralateral. Abreviaturas: Gr, Nlcleo gracilis; cu, fasciculo cuneatus;
Cu, nacleo cuneatus. Interaural -5.30 mm. Tomado y modificado de Paxinos and Watson, 1998.
Aumento 250x.

Proyeccion del Nucleo Espinal Trigeminal (SpV) al nucleo VPM del Talamo.
Digitalizacién y cuantificacion de células positivas a FG en SpV

Los cortes a cuantificar en la regidon SpV, fueron fotografiados mediante
epifluorescencia para observar la distribucién de células marcadas con FG desde

su porcidn rostral hasta caudal de la misma, tal como se ilustra en la figura 8. Esto
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sirvi6 como referencia para realizar una digitalizacion, ubicacién y cuantificacion

exacta de las células que proyectan del SpV al nucleo VPM.

Figura 8. Muestra fotomicrografias de los cortes seriados del ndcleo SpV contralateral con respecto
al Sitio de inyeccién de FG en el VPM, los cortes comienzan con la parte anterior del nicleo (A) hasta
la parte posterior (I) (-1.52mm a -5.6mm linea interaural). Las células marcadas son las células
positivas que envian sus proyecciones al nulcleo ventroposteriomedial (VPM). Notese en la parte
superior medial, el nacleo del Cuneatus (Cu), también marcado con el trazador fluorescente FG.

Aumento a 25x.

Una vez digitalizados los cortes y las células de interés se traslaparon con
esquemas del Atlas de Paxinos y Watson; 1998, para determinar la ubicaciéon
exacta de cada célula en cada region de SPV: SpVo, SpViy SpVc. La distribuciéon
celular fue mayor en la porciéon medial del SPV abarcando la zona SpVi, ver figura
0.
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Figura 9. Distribucién de las células marcadas con FG (Fluoro Gold) a lo largo del nicleo trigeminal
(SpV), abarcando los nucleos Oral (SpVo), Interpolar (SpVi) y Caudal (SpVc); aproximadamente (-
1.52mm a -5.6mm linea interaural). Cada punto color rojo en el esquema representa un cuerpo

neuronal marcado con FG. Esquemas tomados del Atlas Paxinos and Watson, 1998.
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Conteo celular en el complejo SpV

Como ya se menciono en los cortes digitalizados, se localizaron las células marcadas
con FG en el complejo SpV, para con ellas realizar el conteo celular total de la regién
en las ratas (n=3). En la Grafica 1 se muestra el promedio obtenido del conteo de
células en SpV de los 3 animales cuantificados. DOnde podemos observar que en
promedio en dicha regidn las células de proyeccion al VPM fueron de 24 + 7 células.

Ademas, al comparar las células encontradas del lado contralateral e ipsilateral
de todo el SpV podemos apreciar que las diferencias entre ambos lados son muy
grandes siendo del lado contralateral alrededor de 22 + 2 las células encontradas,
mientras que para el ipsilateral 1+ 2 (Grafica 2). Por lo que se puede concluir que la
via es predominantemente contralateral; es decir, las células que proyectan del
trigémino al nucleo VPM del tdlamo son principalmente contralaterales y a
continuacion unicamente nos referiremos a ellas.

El traslape de los esquemas digitalizados sobre la serie de violeta de cresilo
(Figura 10), permiti6é determinar la cuantificacion exacta en las distintas regiones del
SpV (SpVo, SpViy SpVc), tanto del lado contralateral como ipsilateral con respecto al
sitio de inyeccién de FG en el nucleo VPM. Al comparar los conteos realizados por
cada region se observo que las regiones SpVo, junto con el SpVi son los nucleos con
mayor proyeccion al VPM, habiendo en promedio 28 + 6 y 25 + 2 células positivas a
FG en estas regiones respectivamente, mientras que para el SpVc los conteos fueron
de 9 £ 2 células (Grafica 3).

Al realizar el conteo en cada una de las capas (I-V) del nucleo SpV de ambos
lados se obtuvo que la mayor cantidad de proyecciones son en las capas | (8 £ 1
células) y Il (7 £ 1 células) contralateral, ver grafica 4 A. También se analizaron las
distintas regiones del SpV por capas y se obtuvo lo siguiente: SpVo tiene mayores
proyecciones al VPM desde las capas Il (11 = 3 células) y Il (9 £ 2 células), el SpVi
proyecta desde las capas | (11 £ 1 células) y Il (9 = 1 células), mientras que el SpVc
lo hace mayormente desde la capa | (4 £ 1 células) y en las capas Il y Ill con
proyecciones de 2+1 células. Considerando solo el lado contralateral, ver grafica 4 B-
D.
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Grafica 1. Representa el Numero total de células marcadas con FG (Fluoro Gold) en el complejo SpV .

Asi como la manera en que estas se distribuyen del lado contralateral como ipsilateral en el complejo

SpV, con respecto al sitio de inyeccién en el VPM (n=3).
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Figura 10. Fotomicrografias de los cortes seriados del nicleo SpV contralateral al VPM inyectado con
FG. Los cortes comienzan con la parte anterior del ndcleo (A) hasta la parte caudal (1), entre cada corte
hay una distancia de 340pm (aproximadamente -1.52 a -5.6mm linea interaural). Aumento 25x.
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Grafica 2. Representa el promedio de células marcadas con FG (Fluoro Gold) en los nacleos Oral
(SpVo), Interpolar (SpVi) y Caudal (SpVc) del trigémino, tanto del lado contralateral e ipsilateral (n=3).
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Gréfica 3. En A se representa el nimero total de células en cada una de las capas (I-V) tanto del lado
contralateral e ipsilateral de las proyecciones del complejo SpV al VPM. Ademas de cada una de sus
regiones: (B) SpVo, (C) SpVi (C) y SpVc (D). Todos los datos se presentan como la media £ error

estandar del conteo celular de una n=3.
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Proyecciones del Nucleo Paraventricular Hipotalamico (NPV) al Nucleo Espinal
Trigeminal Caudal (SpVc)

Los resultados obtenidos sobre la proyeccion del NPV al SpV fueron los siguientes:
se encontré una mayor proyeccion de fibras marcadas con FR en la parte ventral del
SpVc, asi como también fibras cercanas al canal central. En este trabajo nos intereso
el SpVc debido a la importancia que tiene este nucleo en la transmisién del dolor. A
pesar de que en esta regidn se encontré un menor nimero de células marcadas con
FG, la proyeccion del NPV a SPVc se encontré en la region ventral, donde se
observaron fibras marcadas con FR. Al realizar el traslape del marcaje de FG/FR no
se encontro colocalizacion, pero si cercania de las fibras que proyectan del NPV (FR)
con células de proyeccion al VPM, como se muestra en la region ventral de la figura
11.

Dorsal

Ventral

Figura 11. Fotomicrografias mostrando la parte dorsal y ventral. Notese las células marcadas con
Flurogold FG en amarillo y fibras con FluoroRubi (FR) en rojo. Aumento region dorsal 200x y ventral
400x.
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Inmunofluorescencia

A continuacion se muestran los resultados de las vias descendentes oxitocinérgicas
(NPV-SpVc) vy los resultados obtenidos del receptor de oxitocina, asi como del péptido
CGRP.

Via descendente de oxitocinérgica

Se realiz6 la inmunofluorescencia a oxitocina en el NPV y se observd que el nucleo

se encuentra delimitado por células que contienen a este péptido (Figura 12).

Figura 12. Nucleo paraventricular del hipotalamo, donde se muestran las células oxitocinérgicas. Las

flechas blancas sefialan algunas de estas células positivas a Oxitocina. Aumento 200x.
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CGRPy OT en el SpVvc
Regidn rostro dorsal

Al analizar las fotomicrografias tomadas en el microscopio confocal en la region SpVc,
se observo que el marcaje a CGRP se encontr6 con mayor densidad en el tracto
espinal trigeminal (sp5) y en las capas mas superficiales de SpVc, mientras que para
oxitocina se encontré en las capas |, Il y Ill, siendo mas abundante en estas dos
altimas. Finalmente las células de proyeccién al VPM marcadas con FG fueron
escasamente observadas en las capas mas superficiales del tejido, es importante
recalcar que aunque las células se encontraban cercanas, no presentaron

colocalizacién entre ellas y solo cercanias con fibras OT (Figura 13).

CGRP/OT/FG

Figura 13. Fotomicrografias en proyeccion Z tomadas en microscopio Confocal de la regién rostro
dorsal de SpVc. Muestra los distintos canales de inmunofluorescencia a: Péptido relacionado con el
gen de calcitonina (CGRP) en rojo, oxitocina (OT) en verde, en amarillo el trazador neuronal Fluoro
Gold (FG) y por ultimo un traslape de los 3 canales (CGRP/OT/FG). Aumento 250x.
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Region caudal dorsal

Las diferentes pruebas de inmunofluorescencia a oxitocina (OT) y su receptor (OT-R),
se muestran en las siguientes fotomicrografias obtenidas del microscopio confocal, en
ellas se analizo la region caudal dorsal del SpVc; donde se observaron pocas fibras
positivas a FR en las capas Il y Ill, OT en la capa lll, y células de proyeccion al VPM
con FG en las capas | y Il al igual que el receptor OT-R, ambas presentan

colocalizacién en algunas células (Figura 14).

FRIOTIFGIOT-R

Figura 14. Fotomicrografias en proyeccion Z tomadas en microscopio Confocal de la regién caudal
dorsal de SpVc. Muestra los distintos canales de inmunofluorescencia a: el trazador Fluro Rubi (FR)
en rojo, oxitocina (OT) en verde, en amarillo el trazador neuronal Fluoro Gold (FG), en azul el receptor
a oxitocina (OT-R) y por ultimo un traslape de los 4 canales (FR/OT/FG/OT-R) Donde se puede ver las

células con marcaje FG y que presentan el OT-R sefaladas con las flechas blancas. Aumento 250x.
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Discusidén

El analisis de los sitios de inyeccion de ambos trazadores FR y FG permitié observar
que éstos fueron inyectados en estructuras que estan involucradas en el circuito del
procesamiento del dolor, las cuales estan encargadas de la integracion y modulacion
de la informacién sensorial, ya que son sitios de relevo de los estimulos que llegan a
la corteza y que provenien de diferentes areas (Millan, 1999). De esta forma se
identificaron las proyecciones descendentes del NPV al SpV y ascendentes del SpV
al VPM.

Por otro lado, se sabe que las vias ascendentes trazadas del SpV al VPM son
principalmente contralaterales (Noseda et al., 2008), aunque cabe sefalar que en
nuestros conteos también se obtuvo marcaje ipsilateral, esto indica que la via es
bilateral y preferencialmente contralateral.

Hasta el momento no hay reportes que indiquen el nimero de células totales
que proyectan desde el complejo trigeminal al VPM, por lo que el valor de 24 = 7
células, podria ser altamente representativo para toda la region, ya sean
contralaterales (22 + 2 células) o ipsilaterales (1 + 2 células). Por otra parte, aunque
los valores por areas (SpVo, SpVi y SpVc) sean diferentes a los reportados
previamente, 86 + 62 células para el SpVoy 89 + 34 células para el SpVc provenientes
del VPM (Guy et al., 2005), nuestros resultados corresponden a menos de la mitad de
éstas, debido a que fueron contabilizadas un total de 28 + 6 células en la region del
SpVo, mientras que en el SpVc nuestros conteos (9 £ 2 células) corresponderian a
menos del 10% de las correspondientes a ese estudio. Este hallazgo puede deberse
a que la localizacién de las células marcadas retrégradamente esta altamente
relacionada con la localizacién del sitio de inyeccion en el VPM vy la realizacion la
misma.

En este estudio se puedo observar como el trazador por difusion alcanzé mas
subnucleos del tAlamo como el VPL, Po, asi como, ligeramente el nucleo taldmico
reticular, por lo que el marcaje proveniente originado del Po podria estar causando la
proyeccion contralateral. Existen varios resultados contradictorios sobre esto en la
literatura, por ejemplo: en un estudio anterior, el marcaje contralateral encontrado
incluia otros nucleos del tdlamo como el tdlamo triangular posterior, el Po y VPM
(lateral y dorsal) (Guy et al., 2005; Noseda et al., 2008), por lo que aunque nuestro
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trazador si toco el Po, asi como el VPL, no tuvo contacto con el talamo triangular
posterior, lo cual podria explicar la diferencia en los conteos celulares.

Otro resultado interesante fue el conteo celular obtenido en SpVi, ya que de
las 25 + 2 células que se encontraron, la literatura indica que de este nucleo el 75%
de sus proyecciones son al VPM, el 17.4% al Po y el otro 7.4% hacia ambos nucleos
talamicos; mientras que el 90% de las proyecciones del PrV van a VPM, un 7%
proyectan al Po y sélo el 1.4% restante proyecta a ambos, lo que sugiere que las
proyecciones de ambos sistemas son en gran medida independientes (Chiaia et al.,
1991).Aunado a esto, se sabe que la mayoria de proyecciones al VPM provienen del
PrV y del SpVi, pero no representan neuronas nociceptivas, sino principalmente son
de proyeccion de las vibrisas en la mayoria de roedores y de animales carnivoros
(Groenewegen and Witter, 2015).

El conocer no sélo la distribucién de las células en las proyecciones, sino
también el ubicar en cual capa se encuentra cada una, representa una gran evidencia
que puede ser utilizada para establecer con mejor precision como puede llevarse a
cabo la via ascendente.

Para la region SpVo los resultados reportados por Guy et al., en 2005 no
reflejan los obtenidos en este estudio, ya que para ellos la mayoria de sus células se
localizaron en la capa | (60%), otro 20% en las capas Ill y IV y el 20% restante en la
capa V y practicamente no encontraron células en la capa Il, para nosotros la capa
que presento la mayor distribucion celular fue precisamente la Il (41%), seguida por
las capas lll y | que reflejan un porcentaje de 31% y 18% respectivamente, seguidas
por la capa IV que representa alrededor del 7% de las células y finalmente la capa V
gue tiene menos del 3% de marcaje.

Las células del SpVc se distribuyen principalmente en la capa I, la mitad en la
capa V, un cuarto en las laminas Il y IV y el marcaje en la capa Il fue inexistente (Guy
et al., 2005), esto es importante para establecer la via ascendente del trigémino,
debido a que esta relacionada con las fibras a, B y Ad y a la transmisién de la sefal
dolorosa, ya que este ndcleo esta altamente implicado en la transmision de impulsos
nociceptivos a centros superiores, por lo que nuestra distribucién, aunque es similar a
la mencionada en las Capas |, lll y IV, en las capas Il y V represent6 un quinto de las
células, soélo que a diferencia del trabajo anterior en la capa V nuestro marcaje solo

corresponde a un 3% de las células totales.
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Como parte de las vias ascendentes de dolor trazadas desde SpVc al VPM su
variacion puede ser explicada en nuestros resultados teniendo en cuenta que a pesar
de que las regiones lateral y medial del SpVc proyectan hacia areas comunes del
talamo, cualitativamente la densidad de las proyecciones es distinta, ya que el VPM
lateral recibe aferentes de la parte ventral (oftalmica) del SpVc, mientras que la parte
intermedia y medial la reciben de la rama maxilar y finalmente la dorsal proviene de la
rama mandibular de SpVc (Noseda et al., 2008), lo cual explica la densidad diferente
entre las capas de SpVc en nuestros conteos.

La informacién térmica y nociceptiva proveniente de la cara que llega a las
laminas I, 11 y V viajan por una via separada hasta el talamo (Pazo, 2000; Mas and
Blanch, 2007). Los axones de primer orden que se originan en las células de los
ganglios trigeminales llevan informacién desde los termorreceptores y nociceptores
hasta el sistema nervioso central, a través de fibras descendentes que forman el tracto
trigeminal hasta el bulbo, donde las neuronas de segundo orden, que tras cruzar la
linea media, ascienden por el lemnisco trigemial hasta el tAlamo contralateral, llegan
especificamente al VPM y a los nucleos posteriores (Po). Desde el tdlamo, las
neuronas de tercer orden llevan la informacion hasta la corteza somatosensorial, que
junto con las interconexiones con la amigdala, el hipotdlamo y la sustancia gris
periacueductal, sugieren una implicacion en los aspectos emocionales, psicomotores
y en las respuestas autonomas al dolor (Li et al., 1997; Caous et al., 2001; Gauriau
and Bernard, 2002; Monconduit et al., 2002).

Por su parte, el nacleo VPM presenta tipos celulares y una organizacién similar
al nacleo VPL, estando involucrado de manera similar en los aspectos sensoriales
(Willis Jr. et al., 2001) y discriminativos de informacion térmica, mecanica y tactil
(Brown et al., 1989; Li et al., 1997; Willis Jr. et al., 2001). Sin embargo, su contribucién
a la experiencia dolorosa esta bien diferenciada. Esto debido a que recibe
proyecciones de las fibras procedentes de la region parabraquial y del nucleo
trigeminal, estando el VPM encargado de recibir los impulsos de la cara, mientras que
el VPL se encarga de procesar los que provienen del resto del cuerpo (Bottini and
Gandola, 2008).

Aunque no se realizaron los conteos sobre el PrV, se observo que este también
contenia una gran cantidad de células marcadas, lo cual sugeriria que el

procesamiento del sistema trigeminal de la rata relacionado con las vibrisas estaria
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compuesto por dos vias, una surgiendo del PrV caracterizada por campos receptivos
pequefios que es capaz de transmitir informacion al talamo dorsal y una segunda
proveniente del SpVi caracterizado por campos receptivos amplios y que es capaz de
transmitir una gran cantidad de informacion acerca de los receptores de la superficie
(Chiaia et al., 1991).

Debido a que la funcionalidad de las conexiones intratrigeminales no es clara,
se cree que las entradas ipsilaterales de las neuronas trigeminovasculares a los
nacleos mas rostrales del trigémino, podrian contribuir a la amplificacion de las
respuestas ante impulsos nociceptivos hacia estructuras supramedulares, a través de
las divisiones oral y principal, debido a que estas regiones proveen impulsos hacia el
tallo cerebral y las areas talamicas, donde se ha demostrado que el tipo de neuronas
que predominan en el VPM son las denominadas neuronas de amplio rango dinamico
(WDR), las cuales pueden reaccionar a una gran cantidad de estimulos, ya sean
indbcuos o nocivos. Las proyecciones de este nucleo a la corteza Sl sugieren
diferentes formas de procesamiento a los estimulos dolorosos (Noble and Short, 1989;
Apkarian and Shi, 1994; Millan, 1999; Treede et al., 1999; Meng and Lu, 2000).
Mientras que las proyecciones contralaterales podrian proveer entradas desde la
division oftalmica del nervio trigeminal que especificamente podrian modular la
actividad de las células medulares y del asta dorsal de la médula espinal. Estas
entradas podrian ser efectivas al seguir la estimulaciébn dolorosa continua de
nociceptores en las meninges y con esto contribuir a la sensibilizacion que ocurre
después de los ataques de migrafia (Noseda et al., 2008).

El VPM seria el centro superior encargado de procesar los estimulos
provenientes del SpVc, ya que este ultimo esta implicado en la trasmisién del dolor
debido a que recibe aferencias en sus capas | y Il de fibras A y C que son las
implicadas en la transmision de impulsos dolorosos y en respuesta a esta sefal
nociceptiva recibir una regulacion descendente de analgesia proveniente del NPV a
través de la oxitocina.

Como es sabido, el NPV envia sus proyecciones a diferentes areas dentro del
cerebro y de la médula espinal (Eliava et al., 2016). Estas proyecciones del NPV se
acoplan con el nucleo de Rafé, promoviendo efectos inhibitorios en las sensaciones
dolorosas (Condés-Lara et al., 2012), formando parte de la via descendiente
inhibitoria.
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Para establecer la relacion que existe en la via a través de los sitios de
inyeccion y su extension en el NPV al igual que en el VPM, es importante comparar
nuestros resultados con estudios previos donde las vias provenientes del NPV hacia
el SpV pueden presentar diferentes resultados dependiendo de la region del SpVc que
fue inyectada (Abdallah et al., 2013)(Noseda et al., 2008; Koltzenburg et al., 2013).
Los hallazgos aqui plasmados son similares a algunos de los de la literatura, esto
podria deberse en parte a la variedad de latencia, a los sitios de inyeccién, a la
magnitud de los efectos de las vias del NPV al SpVc, a la variabilidad, a que el
volumen usado no fue el mismo o a la difusion particular que presenta cada sustancia
(Robert et al., 2013).

De acuerdo a un estudio realizado, la via trazada y el nicleo de destino dentro
del NPV era distinto a pesar de que todas las inyecciones se realizaron en el SpVc,
siendo las é&reas parvicelulares medial y dorsal, asi como el area posterior
magnocelular del NPV, las que presentaban mayor nimero de células marcadas,
provenientes de dicha region (Koltzenburg et al., 2013), mientras que en nuestros
resultados la inyeccion en el NPV no fue exactamente en esos sitios, sino que dentro
del NPV se tocaron las areas ventral, medial parvicelular, la capa dorsal, lateral
magnocelular, asi como también el nucleo paraxifoide del talamo, por lo que la
densidad de fibras provenientes del NPV, puede ser explicada debido a que no se
toco el area medial parvicelular ni la posterior magnocelular, de donde segun los
resultados previos proviene el mayor numero de proyecciones (Abdallah et al., 2013) .

En nuestros resultados en la region ventral de SPVc, se encontraron fibras
marcadas con FR, provenientes del NPV, mientras que el péptido oxitocina era mas
abundante en las capas Il y lll, lo que nos orilla a pensar que actia sobre regiones
que estarian mediando la analgesia enddgena para disminuir la respuesta nociceptiva,
ya que presentaba una distribucion similar, al menos en el caso de oxitocina, con
CGRP tanto en la médula espinal asi como en el SpVc, esto puede deberse a que
estos nucleos comparten una distribucién similar, siendo las laminas I, Il y lll las cuales
reciben una mayor cantidad de aferentes de fibras nociceptivas (Unger and Lange,
1991). Esto concuerda parcialmente con nuestros resultados, donde CGRP fue
encontrada principalmente en el tracto trigeminal y capas superficiales, mientras que
aunque si habia oxitocina en la capa |, era en las capas Il y Il del SpV donde era mas

abundante.
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Sabemos que las respuestas nociceptivas del SpVc ocurren principalmente en
las laminas I, Il y V (Waite, 2015), por lo que relacionando estas vias descendentes
con nuestro nonapéptido de interés, la oxitocina, podria esperarse que los receptores
de oxitocina estuvieran presentes dentro de estas regiones del SpVc como una
medida endégena de analgesia, esto debido a que estos receptores oxitocinérgicos a
nivel de la red neural se encuentran acoplados a proteinas de tipo Gio (Eliava et al.,
2016) las cuales de manera general se caracterizan por promover la hiperpolarizacion
de la membrana, evitando con esto el envio de la sefial dolorosa promoviendo un
efecto analgésico, cuando son activados. Por lo cual, el acoplamiento de circuitos
inhibitorios GABAérgicos mediado en las capas superficiales en el asta dorsal de la
médula espinal, que expresan receptores de oxitocina (Jo et al., 1998) podrian actuar
junto con las proyecciones directas de las neuronas de sintetizadoras de oxitocina del
hipotalamo (Swanson and McKellar, 1979; Sofroniew et al., 1981), para reducir la
sefializacion aferente y nociceptiva de las fiboras Ad y C (Robinson et al., 2002;
Condés-Lara et al., 2006, 2008, 2009, Rojas-Piloni et al., 2007, 2008; Breton et al.,
2008; Juif and Poisbeau, 2013; Gong et al., 2015).

Es por esto que podria esperarse que los receptores de oxitocina estuvieran
presentes dentro de estas regiones del SpVc, lo cual ocurrid6 en nuestro estudio,
donde se encontré la presencia del receptor de oxitocina en las capas mas
superficiales | y I, lo cual nos indicaria la existencia de medida enddégena de analgesia
mediada por este neuropéptido.

Esto se comprob6é por medio de inmunohistoflourescencia, debido a que
gracias a esta técnica encontramos la presencia, no sélo de oxitocina, sino también
de su receptor tanto en las regiones superficiales anteriores, como también en las mas
caudales de SpVc, aunque estas no presentaron colocalizacion en SpV, si se
encontro colocalizaron de las células que presentaban el receptor de oxitocina con las
células que proyectan al VPM, por lo que el sistema de modulacion de analgesia
endogena puede ser descartado.

Al haber obtenido estos resultados en ratas, es importante tener en cuenta que
un mismo neuropéptido puede tener efectos distintos sobre las poblaciones
neuronales, por lo cual, si se quieren extrapolar los resultados obtenidos hacia otras
especies, no debemos olvidar que en distintos modelos animales, (como conejillos de

indias, monos o humanos) los resultados han sido distintos en cuanto a la distribucion
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de oxitocina y de su receptor (Loup et al., 1989).

Los resultados mostrados presentan evidencia que sustenta la via desde el
NPV al SpV y de SpV al VPM y aunque se comprobsd que en ésta, estan presentes
los receptores de oxitocina; asi como el neuropéptido, seria importante determinar si
la presencia de ésta puede ser alterada y cdmo esto podria repercutir en la actividad
del nervio trigémino, es decir, si esto podria estar conllevando un sistema de analgesia
endogena que modulara los impulsos nociceptivos del SpV, para establecer en un
futuro una relacion anatomica-funcional que estuviera mediando este mecanismo

enddgeno de analgesia.

Conclusion

Las células que proyectan desde la region dorsal del SpVc hacia el VPM presentaron
el receptor a oxitocina, por lo cual probablemente participen en el sistema de analgesia
endogena.

Las fibras que proyectan desde el NPV hacia la region dorsal de SpVc, se localizaron
muy cerca de las células de proyeccion al VPM, sin embargo no colocalizaron con
oxitocina, ademas otras fibras oxitocinérgicas se encontraron también cerca de estos

cuerpos neuronales que proyectan a VPM.
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