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Abreviaturas

5-HT
CAP
CDP
CGRP
DA
DRG
DRP
DRR
FR
GABA
IFP
NA
NRM
NS
PAD
PAH
PAN
Saph
SP
SuU
TDI
TRPV1
WRD
xT

Serotonina

Capsaicina

Potencial del dorso de la médula

Péptido relacionado con el gen de la calcitonina
Dopamina

Ganglio de la raiz dorsal

Potencial de raiz dorsal

Reflejo de raiz dorsal

Formacidn reticular

Acido gamma-aminobutirico

Potencial de campo intraespinal
Noradrenalina

Nucleo del rafé magnus

Nociceptivas especificas (neuronas)
Despolarizacién de las aferentes primarias
Hiperpolarizacion de las aferentes primarias
Nervio Articular Posterior

Safeno (nervio)

Peroneo Superficial (nervio)

Sural (nervio)

Inhibicion tonica descendente

Receptor de potencial transitorio a Vanillodes 1
Amplio rango dinamico (neuronas)

Veces umbral



indice

Pagina
I Resumen 11
Abstract 14
Il Introduccion 17
Percepcion Sensorial 17
Neuronas del ganglio de la raiz dorsal 19
Neuronas del cuerno dorsal de la médula espinal 20
Procesamiento de la informacion sensorial a nivel presinaptico 22
Despolarizacion de las aferentes primarias e inhibicidon presinaptica 22
El mecanismo de la despolarizacion de aferentes primarias (PAD) 25
Patrones de despolarizacion de las fibras aferentes primarias 27
Aferentes musculares del grupo | 27
Despolarizacién autogénica en las aferentes musculares del grupo Ib 29
Aferentes musculares del grupo I 32
Aferentes cutaneos 32
Aferentes articulares 33
Cambios en los patrones de la PAD de las aferentes primarias producido por
la lesion de nervios sensoriales 36
Dolor 38
Dolor nociceptivo 39
Modulacién del dolor nociceptivo 39
Efectos de la aplicacion directa de capsaicina sobre las aferentes primarias 40
Efectos de la aplicacion intradérmica de capsaicina sobre las aferentes
primarias 42
Efecto de la inyeccién intradérmica de capsaicina sobre la actividad de
neuronas con entradas de aferentes articulares del PAN 43
Efectos de la capsaicina sobre los circuitos que modulan la eficacia sinaptica
de las aferentes articulares 47
Cambios en la depresion post-activacion de las aferentes articulares Inducidos
por la inyeccion intradérmica de capsaicina 49
Vias descendentes involucradas en el control de la nocicepcion 50
1] Planteamiento del problema 52
Relevancia del proyecto 55



Vi

Vi

Hipotesis

Objetivo general

Objetivos particulares

Metodologia

Preparacioén

Estimulacion y registro

Bloqueo espinal reversible

Inyeccion de capsaicina

Andlisis de los datos

Calculo del umbral periférico de las aferentes articulares registradas
Velocidad de conduccion

Histologia

Analisis estadistico

Resultados

Seccion | Cambios en los potenciales de campo del PAN inducidos por la
inyeccioén intradérmica de capsaicina durante la aplicacién de bloqueos
espinales reversibles

Efecto de la aplicacién de bloqueos espinales sucesivos sobre las respuestas
producidas por la estimulacion de aferentes articulares

La facilitacion de las respuestas articulares inducida por capsaicina aumenta
en forma selectiva durante el bloqueo espinal

Curso temporal de los cambios en la inhibiciéon descendente inducida por la
inyeccioén intradérmica de capsaicina

Distribucién intraespinal de los efectos producidos por la capsaicina y el
bloqueo espinal sobre los componentes N2 y N3 del PAN

Resumen de los cambios en los potenciales de campo del PAN inducidos por
la inyeccion intradérmica de capsaicina durante la aplicacion de bloqueos

espinales sucesivos

Seccion Il Cambios en los patrones de umbral intraespinal de aferentes
articulares inducidos por la inyeccién intradérmica de capsaicina
Cambios en los patrones de PAH y PAD autogénica de las aferentes

articulares inducidos por la inyeccién intradérmica de capsaicina

Resumen de los efectos producidos sobre la PAH y PAD autogénica de

56

56
56

58
58
59
61
62
62
64
64
64
65

66

66

66

66

71

75

81

83

84

91



aferentes articulares por la inyeccién intradérmica de capsaicina

Cambios producidos en los patrones de la PAD autogénica vs la PAD

heterogénica en aferentes articulares después de la inyeccion intradérmica de

capsaicina 94
Caracterizacion funcional y localizacion de las terminales de las aferentes

articulares que presentaron cambios en los patrones de PAD y PAH

autogénica por la inyeccién intradérmica de capsaicina 96
La inyeccion intradérmica de capsaicina aumenta gradualmente el umbral

intraespinal de las aferentes articulares 98

VI Discusion 103
Aumento de la inhibicion ténica descendente sobre los potenciales de campo
del PAN inducido por la inyeccion intradérmica de capsaicina 103
Cambios producidos en los patrones de PAD y PAH autogénica en aferentes
articulares por la inyeccién intradérmica de capsaicina 108
Efecto del bloqueo espinal sobre los patrones de PAD y PAH autogénica de
las aferentes articulares 111
Cambios producidos en los patrones de PAD heterogénica en aferentes
articulares por la inyeccién intradérmica de capsaicina 112
Cambios tonicos de la excitabilidad de aferentes articulares producidos por la
inyeccion intradérmica de capsaicina 113
Limitaciones metodolégicas en la medicidon de los cambios del umbral de
activacion intraespinal de aferentes articulares Unicas 115
Discusion general 117
Circuito neuronal que podria explicar los procesos de facilitacion e inhibicion

sinaptica de las fibras aferentes articulares del PAN producidos por la

inyeccioén intradérmica de capsaicina 119
IX Perspectivas y trabajo futuro 125
X Apéndice 127
XI Referencias 129



indice figuras y tablas

Pagina

Figura 1 Anatomia de la via del dolor 18
Figura 2 Conectividad entre las fibras aferentes primarias y la médula espinal 21
Figura 3 Mecanismo de la PAD 26
Figura 4 Diagramas que muestran los posibles sitios de accion de entradas

Segmentales y descendentes sobre las interneuronas que median los tipos

de PAD en las fibras de los grupos A, By C. 29
Figura 5 Inhibicion por estimulacion autogénica de las aferentes del grupo Ib 31
Figura 6 Cambios en el umbral de activacion intraespinal producidos por la

estimulacion de nervios sensoriales en dos aferentes Unicas del PAN

estimuladas intraespinalmente a nivel segmental L6 34
Figura 7 PAD y PAH en las aferentes articulares 35
Figura 8 Diagrama ilustrando el modelo propuesto del mecanismo del dolor

provocado por contacto 38
Figura 9 La inyeccion intradérmica de capsaicina incrementa los potenciales

de campo del PAN producidos por la estimulacion de las aferentes

mielinizadas de intermedio y alto umbral 44
Figura 10 Cambios en los potenciales de campo N2 y N3 del PAN y el grosor

de la pata del animal a diferentes tiempos después de la inyeccion

intradérmica de capsaicina 45
Figura 11 llustracidon esquematica de la relacion entre vias descendentes y

poblaciones intrinsecas involucradas en la transmisién y modulacion de

informacion nociceptiva 51
Figura 12 Diagrama esquematico del modelo experimental 59
Figura 13 Distribucién de las proyecciones segmentales e intraespinales de las

aferentes articulares y del nervio plantar 60
Figura 14 Diagrama del arreglo experimental 63
Figura 15 La inhibicién ténica descendente del PAN no aumenta por la aplicaciéon

repetida de bloqueos espinales reversibles 68



Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28

Figura 29

Figura 30
Figura 31

Aumento en la facilitacion producida por la inyeccién de capsaicina sobre los
IFPs del PAN durante el bloqueo espinal reversible

Aumento de la inhibicion ténica descendente sobre los IFPs del PAN por la
inyeccién intradérmica de capsaicina

Cambios en la amplitud de los componentes N2 y N3 de los IFPs del PAN
producidos durante los bloqueos espinales reversibles aplicados antes y
después de la inyeccion intradérmica de capsaicina

Efectos sobre los componentes N2 y N3 de los potenciales de campo del
PAN durante el bloqueo espinal reversible, antes y después de la inyeccién
intradérmica de capsaicina

La inhibicién tonica descendente aumenta principalmente en regiones de la
médula espinal donde hay una mayor facilitacién sinaptica producida por la
inyeccién intradérmica de capsaicina

Cambio de PAH a PAD autogénica en una aferente articular por la inyeccion
intradérmica de capsaicina

Facilitacion de la PAD autogénica y heterogénica por la inyeccion
intradérmica de capsaicina.

Facilitacion de la PAD autogénica en las aferentes articulares por la
inyeccioén intradérmica de capsaicina

Cambios en los patrones de PAH y PAD autogénica por la inyeccién
intradérmica de capsaicina en aferentes articulares Unicas

Relacién entre el porcentaje de cambio en el umbral intraespinal producido
por la estimulacion autogénica del PAN respecto al porcentaje de cambios en
el umbral intraespinal producido por la estimulacion heterogénica del nervio
SP

Caracterizacion funcional y ubicacion anatémica de las aferentes articulares
analizadas

Cambios fasicos y ténicos de la excitabilidad de aferentes articulares Unicas
por la inyeccion intradérmica de capsaicina

Cambios ténicos del umbral de activacion intraespinal de las aferentes
articulares inducidos por la inyeccién intradérmica de capsaicina

La aplicacion sistémica de lidocaina revierte el incremento en la correlacion
inducida por la capsaicina de la actividad espontanea entre diferentes
segmentos de la médula espinal

Circuito representativo del sistema somatosensorial

Estimulacién nociceptiva por la inyeccidn intradérmica de capsaicina

70

72

74

77

79

86

88

89

93

95

97

100

102

105

120
122



Figura 32

Figura 33

Figura 34

Tabla 1
Tabal 2

Aumento de la actividad de neuronas de proyeccion por la estimulacion
nociceptiva. CUT, fibras cutaneas

Estado de sensibilizacion central facilitado por el aumento en la actividad de
células ON. CUT, fibras cutaneas

Aumento he la inhibicién descendente por el aumento de células OFF y
facilitacién sinaptica de los circuitos interpuestos en la via de la PAD

autogénica de aferentes articulares de alto umbral.

Caracteristicas de las aferentes articulares

Cambios ténicos en el umbral de activacion intraespinal

10

122

123

124

127
128



Resumen

En trabajo previo de nuestro laboratorio hemos encontrado que, la inyeccion
intradérmica de capsaicina en el cojinete central de la pata del gato anestesiado facilita
los potenciales de campo intraespinales (IFPs) producidos por la estimulacion de las
fibras aferentes articulares mielinizadas de intermedio y alto umbral del nervio articular
posterior (PAN). Este efecto se presentd principalmente en el segmento espinal L6 en
comparacion con el L7, alcanzando su maximo efecto entre 120 y 180 minutos
posteriores a la inyeccion de capsaicina. Sin embargo, después de este tiempo, la
facilitacion se redujo de forma significativa aun cuando la inflamacion cutanea persistio
por un tiempo mas prolongado (Rudomin y Hernandez 2008). Fue entonces cuando se
propuso que la facilitacién de los IFPs del PAN inducida por la capsaicina se revirtioé por
la accion de vias inhibitorias descendentes activadas por la estimulacién nociceptiva
(ver también Schaible et al. 1991; Ren y Dubner 1996, 2002). Sin embargo, no quedo
claro si esta inhibicion descendente se activd cuando la facilitacién sinaptica del PAN
superd un umbral o bien si se trataba de una inhibicion tonica que actuando de forma
continua, se increment6 gradualmente después de la inyeccion de capsaicina,

manteniendo asi el nivel de actividad neuronal dentro de limites funcionales.

Con el propésito de evaluar los cambios en la inhibicidn descendente inducidos
por la capsaicina, en la primera parte de esta Tesis se presenta el analisis de los
cambios en la amplitud de los IFPs del PAN producidos durante bloqueos espinales
reversibles sucesivos, aplicados a diferentes tiempos antes y después de la inyeccion
intradérmica de capsaicina. Hemos encontrado que después de la inyecciéon de
capsaicina, la amplitud de los IFPs registrados en el asta dorsal al estimular las fibras
mielinizadas de alto umbral (Ad) del PAN aumenté de forma gradual durante los
bloqueos espinales sucesivos, sin que se modificasen mayormente las respuestas

producidas por estimulacion de fibras de bajo umbral (Ap).

Estas observaciones sugieren que durante el estado de sensibilizacion central
inducido por la capsaicina, hay un aumento del tono inhibitorio descendente sobre la
actividad sinaptica de neuronas espinales que reciben contacto de aferentes
nociceptivas del PAN, y no sobre neuronas que reciben informacién de posicion
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articular transmitida por aferentes de bajo umbral. Esta propuesta implica en cierta
forma que la inhibicion descendente activada por la inyeccion de capsaicina podria
reducir, por mecanismos presinapticos, la eficacia sinaptica de los aferentes articulares

de alto umbral practicamente sin modificar la eficacia de los aferentes de bajo umbral.

A la fecha se sabe que las aferentes articulares de bajo umbral son fuertemente
despolarizadas por la activacién de aferentes musculares y cutaneas, asi como por la
estimulacion de la formacion reticular y el nucleo del rafé (Rudomin y Lomeli 2207). Por
otro lado la informacién disponible muestra que la estimulacion de las aferentes del
PAN produce una fuerte despolarizacion (PAD) de aferentes cutaneas y musculares del
grupo |. Sin embrago, llama la atencién que la estimulacion del PAN produjo una
escasa PAD o PAH autogénica en otras fibras (Jankowska et al. 1993; Rudomin et al.
2004; Rudomin y Lomeli 2007).

Esta situacién contrasta con las observaciones de Jami y cols. en donde
muestran que la estimulacion de aferentes Ib provenientes de los 6rganos tendinosos
produjo una fuerte PAD autogénica (Lafleur et al., 1992; Zytnicki y Jami 1998). Los
autores sugieren esta PAD autogénica introduce en el circuito del reflejo tendinoso un
componente de retroalimentacion negativo filtrando la informacion que llega a las
motoneuronas del musculo homoénimo, lo cual reduce la inhibicion posinaptica no

reciproca, permitiendo contracciones musculares sostenidas (Lafleur et al., 1992).

Con base a la propuesta que la inhibicién descendente activada por la inyeccion
de capsaicina reduce, por mecanismos presinapticos, la eficacia sinaptica de los
aferentes articulares de alto umbral practicamente sin modificar la eficacia de los
aferentes de bajo umbral propusimos como hipdtesis adicional que esta influencia
descendente activaria en forma diferencial los circuitos neuronales que median la PAD

autogénica de las fibras articulares.

Las observaciones que hemos realizado muestran que, en efecto, después de la
inyeccion intradérmica de capsaicina, aumenta la PAD autogénica generada en fibras

aferentes articulares de alto umbral (AJ).

Es muy probable que los circuitos interpuestos en las vias que median la PAD

autogénica de las fibras de bajo umbral sean poco excitables y que el efecto
12



descendente esté sobre todo focalizado en los grupos neuronales que median la PAD
autogénica de las fibras de alto umbral. Esta facilitacion podria ser parte de un
mecanismo de autorregulacion que limita la activacidon excesiva de los circuitos
neuronales en respuesta a la activacidon nociceptiva, basicamente sin modificar la
informacion propioceptiva sobre posicion articular transmitida por aferentes de bajo

umbral.

En relacion a los cambios en la PAD heterogénica inducidos por capsaicina,
observamos que esta también se facilita en las fibras de alto umbral. Esta facilitacion se
observa sobre todo en la PAD producida en los aferentes articulares por la estimulacion
del sural y del peroneo superficial que inervan regiones donde se produce la
inflamacion por la inyeccion de capsaicina, basicamente sin afectar la PAD producida
por la estimulacién del safeno. Esto sugiere que los mecanismos de control sinaptico
son altamente focalizados, dirigiéndose a regiones de la médula espinal en donde se

han inducido cambios por la estimulacién nociceptiva.
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Abstract

In previous work of our laboratory we have found that in the anesthetized cat
intradermal injection of capsaicin in the footpad increased the intraspinal field potentials
(IFPs) produced by the stimulation of the intermediate and high threshold myelinated
joint afferents of the posterior articular nerve (PAN). This effect occurs mainly in the
spinal segment L6 compared to L7, reaching its maximum effect between 120 and 180
minutes after capsaicin injection. However, after this time, the facilitation was
significantly reduced even when the skin inflammation persisted for a longer time
(Rudomin and Hernandez 2008). It was proposed by the authors that the facilitation of
capsaicin-induced PAN IFPs was reversed by the action of a descending inhibitory
component activated by nociceptive stimulation (see also Schaible et al. 1991; Ren and
Dubner 1996, 2002). However, it was not clear if this descending inhibition was
activated when the synaptic facilitation of the PAN exceeded a certain threshold or if it
was a tonic inhibition acting continuously and gradually increased after capsaicin

injection, maintaining the level of neuronal activity within functional limits.

To evaluate the changes in the descending inhibition induced by capsaicin, in the
first part of this thesis is presented the analysis of the changes in the amplitude of the
PAN IFPs produced during successive reversible spinal blocks, applied at different times
before and after intradermal injection of capsaicin. We have found that after the injection
of capsaicin, the amplitude of the IFPs produced by the stimulation of the myelinated
high-threshold articular afferents (Ad) increased gradually during the successive spinal
blocks, without major changes in the responses produced by stimulation of low threshold
fibers (AB).

These observations suggest that during the state of central sensitization induced
by capsaicin, there is an increase in descending inhibitory influences on the synaptic
activity of spinal neurons that receive contact from nociceptive PAN afferents, and not
on neurons that receive joint position information transmitted by low-threshold afferent.
This hypothesis implies that the descending inhibition activated by capsaicin injection
reduces the synaptic efficacy of high threshold joint afferents by presynaptic
mechanisms without modifying practically the efficacy of low threshold afferents.
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So far it is known that low threshold joint afferents are strongly depolarized by the
activation of muscular and cutaneous afferents, as well as by the stimulation of the
reticular formation and the nucleus raphe magnus (Rudomin and Lomeli 2207). On the
other hand, the available information shows that the stimulation of the afferents of the
PAN produces a strong depolarization (PAD) of cutaneous and group | muscular
afferents. Yet, it is rare that the stimulation of the PAN produced a scarce autogenic
PAD or PAH in other fibers (Jankowska et al. 1993; Rudomin et al. 2004; Rudomin and
Lomeli 2007).

This situation contrasts with the observations of Jami et al. who showed that
stimulation of Ib muscular afferents from tendon organs produced a strong autogenic
PAD (Lafleur et al. 1992; Zytnicki and Jami 1998). The authors suggest this autogenic
PAD introduces a negative feedback component into the tendon reflex circuit by filtering
the information that reaches the motor neurons of the homonymous muscle which
reduces non-reciprocal post-synaptic inhibition, allowing sustained muscle contractions
(Lafleur et al., 1992).

Based on the assumption that descending inhibition activated by capsaicin
injection reduces the synaptic efficacy of high threshold articular afferents by
presynaptic mechanisms without modifying practically the efficacy of low threshold
afferents, we proposed as an additional hypothesis that this descending influence would
differentially activate the neural circuits that mediate the autogenic PAD of the articular
fibers.

Our observations show that after intradermal injection of capsaicin, the autogenic
PAD generated in high-threshold articular afferent fibers (Ad) actually increases.

It seems that the circuits interposed in the autogenic PAD pathways of the low-
threshold fibers have low synaptic efficacy and that the descending influences are
mainly focused on the neural groups that mediate the autogenic PAD of the high-
threshold fibers. This facilitation could be part of a self-regulation mechanism that limits
the excessive activation of neuronal circuits in response to nociceptive activation,
basically without modifying proprioceptive information about joint position transmitted by
low threshold afferents.
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Regarding the changes in heterogeneous PAD induced by capsaicin, we observe
that this is also facilitated in high threshold fibers. This facilitation is observed mainly in
the PAD produced in the afferent joints by the stimulation of the sural and superficial
peroneal nerves that innervate regions where inflammation occurs by the injection of
capsaicin, basically without affecting the PAD produced by the stimulation of saphene
nerve. This suggests that the synaptic control mechanisms are highly focused, targeting
regions of the spinal cord where changes have been induced by nociceptive stimulation.
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Introduccion

Percepcioén sensorial

La percepcidon sensorial es una funcion del sistema nervioso que les permite a
los organismos adquirir informacion de su propia estructura y del medio exterior. Con
esta informacion, los organismos controlan sus procesos metabdlicos y ejecutan
movimientos de manera exitosa. Para adquirir informacion del medio, el sistema
nervioso cuenta con receptores sensoriales que responden a estimulos fisicos de
diferentes modalidades, como quimicos, térmicos, mecanicos y luminicos. Estos
receptores sensoriales son neuronas que transducen los estimulos fisicos en sehales
eléctricas en respuesta a los estimulos externos. Las neuronas sensoriales, generan
respuestas eléctricas activas, conocidas como potenciales de accion, que propagan a
través de la membrana, transmitiendo la informacion sensorial desde la periferia hasta
el sistema nervioso central, en donde esta informacion es integrada. El sistema
somatosensorial es la parte del sistema sensorial encargada de transmitir y procesar la
informacion de tacto, presion, vibracidn, posicion, movimiento, temperatura y dolor, que

proviene de las articulaciones, los musculos y la piel.

El sistema somatosensorial es una via trisinaptica compuesto por las fibras
aferentes primarias que transmiten la informacion sensorial a neuronas de segundo
orden ubicadas en el cuerno dorsal de la médula espinal. Parte de estas neuronas son
de proyeccion y envian la informacion a nucleos de relevo en el talamo, desde donde se
distribuye a las diferentes regiones de la corteza sensorial primaria (figura 1). El sistema
somatosensorial codifica las diferentes cualidades que conforman la informacion

sensorial que son la modalidad, el origen, la intensidad y la duracion.

La modalidad hace referencia al tipo de estimulo al que responden los
receptores. Existen receptores que son altamente selectivos y responden a un solo tipo
de estimulo. En este grupo se encuentran los mecanorreceptores que tienen la
capacidad de responder a deformaciones mecanicas como la presion y la vibracion.
Estos receptores participan en la percepcion del tacto, del sonido, la posicién corporal y
del equilibrio. Los quimiorreceptores tienen la capacidad de responder a estimulos
quimicos, como en los sentidos del gusto y el olfato. Los fotorreceptores que responden

a las ondas electromagnéticas en la region ultravioleta, la luz visible y el infrarrojo.
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Finalmente, los termorreceptores responden a temperaturas por arriba (calor) o por
abajo (frio) de la temperatura corporal. Los nociceptores son receptores polimodales
que responden a estimulos nocivos que son capaces de dafar los tejidos, estos

estimulos pueden ser quimicos, o0 mecanicos y térmicos de alta intensidad.

Para detectar el origen del estimulo, el sistema sensorial esta organizado en una
estructura somatotdpica. Esto quiere decir que existe una representacion de las
distintas regiones del cuerpo sobre la corteza somatosensorial primaria, representacion
conocida como homunculo de Penfield (Penfield y Rasmussen 1950). Por lo tanto, el
sistema nervioso es capaz de la localizar los estimulos que provienen de los diferentes

tejidos y 6érganos, como la piel, los musculos, las articulaciones, las visceras, etc.
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Figura 1. Anatomia de la via del dolor. Las fibras aferentes primarias envian la informacién nociceptiva a
neuronas de proyeccion dentro del cuerno dorsal en la médula espinal. Un subgrupo de estas neuronas
de proyeccién transmite la informacion a la corteza somatosensorial a través de un relevo en el Talamo,
acarreando informacion de la ubicacion y la intensidad del estimulo doloroso. Otro grupo de neuronas de
proyeccién alcanzan las cortezas cingulada e insular a través del tallo cerebral (nucleo parabraquial) y la
amigdala, contribuyendo al componente emocional de la experiencia del dolor. Esta informacion
ascendente también llega a neuronas de la regién rostroventral del tallo cerebral y a la sustancia gris
periacueductal para activar sistemas de retroalimentacion descendentes que regulan la salida de
informacion de la médula espinal (Modificado de Basbaum et al. 2009).
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La intensidad esta asociada a la amplitud de la respuesta generada durante el
estimulo. Una respuesta de mayor amplitud sera producida si se incrementa el numero
de receptores activados. La intensidad esta referenciada al estimulo de menor magnitud
capaz de generar una respuesta, lo que es conocido como umbral de activacion. En
funcion de este umbral es posible determinar la sensibilidad de los receptores, y si su
respuesta es producida por estimulos de baja o alta intensidad. En receptores
mecanicos y térmicos, la intensidad de activacidon de los receptores le permite al
organismo identificar si el estimulo es nociceptivo. Los estimulos de baja intensidad
informan de las condiciones fisicas del medio interno y externo (interocepcion y
exterocepcion), de la posicion de los segmentos corporales (propiocepcion), del grado
de contraccion muscular, del contacto con otros cuerpos, etc. Los estimulos de alta
intensidad mecanicos y térmicos, alertan al organismo de potenciales dafos al tejido

(nocicepcion).

Finalmente, la duracién indica el tiempo de activacion del receptor, marcando el

inicio y el final del estimulo.
Neuronas del ganglio de la raiz dorsal

Las neuronas que tienen sus cuerpos celulares en los ganglios de la raiz dorsal
forman parte del sistema nervioso periférico. Estas neuronas son denominadas
pseudounipolares pues cuentan con un unico axon que se bifurca en dos segmentos. El
segmento periférico inerva los distintos tejidos y érganos del cuerpo. El segmento
central establece sinapsis con neuronas del sistema nervioso central a nivel de la
meédula espinal. Estos axones transmiten informacién desde la periferia hacia el sistema
nervioso central y son conocidos como fibras aferentes primarias. El conjunto de fibras

aferentes primarias forma los nervios aferentes.

Las fibras aferentes transmiten informacidn desde los diferentes tejidos u
organos que inervan. En el sistema somatosensorial encontramos aferentes cutaneas,
musculares, articulares y viscerales. Estas aferentes se clasifican de acuerdo al tipo de

informacion que transmiten, lo cual esta asociado a su tamafo y estructura.

Las fibras aferentes musculares se dividen en los grupos | (Aa), II, Il y 1V,

mientras que las aferentes cutaneas y articulares se clasifican en fibras A, Ad y C. Las
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fibras aferentes | (Aa) son fibras mielinizadas gruesas con didmetros entre 13 a 20 ymy
velocidades de conduccion entre 80 y 120 m/s. Estas fibras aferentes transmiten
informacion del grado de contraccion muscular. Las aferentes Il y AB son fibras
mielinizadas gruesas con diametros alrededor de 6 a 12 ym y velocidades de
conduccion entre 45 y 75 m/s. Estas fibras aferentes tienen umbrales de activaciéon
bajos y transmiten informacién de tension muscular, propiocepcién y tacto. Las
aferentes Ill y Ad son fibras mielinizadas delgadas con diametros entre 2 y 5 ym y con
velocidades de conduccion entre 5y 35 m/s. Las aferentes IV y C son fibras delgadas
amielinicas que tienen diametros alrededor de 1 ym y velocidades de conduccion de 0.5
a 2 m/s. Estos dos ultimos grupos de aferentes tienen umbrales de activacion altos y
trasmiten informacion nociceptiva mecanica, térmica y quimica, con la diferencia que las
fibras Ad (lll) informan en forma precisa la localizacion del estimulo mientras que las

fibras C (IV) lo hacen de forma difusa.
Neuronas del cuerno dorsal de la médula espinal

La médula espinal es la estructura del sistema nervioso central que comunica a
todos los tejidos y 6rganos periféricos con el encéfalo. Esta dividida en cuatro niveles
en direccion rostro-caudal que son: cervical, toracica, lumbar y sacra. Estas regiones
reciben y envian informacion desde y hasta distintas partes del cuerpo a través de los
nervios aferentes y eferentes, respectivamente. Por ejemplo, la columna cervical inerva
las regiones de la cabeza, el cuello y las extremidades superiores, la columna toracica
inerva la region del torax y la columna lumbar inerva la region abdominal, la espalda

baja y las extremidades inferiores.

La médula espinal esta organizada en dos regiones. En la parte interna se
encuentra la sustancia gris formada por los cuerpos de las neuronas y de las células
gliales. Esta estructura tiene forma de H o mariposa y sus prolongaciones son
conocidas como los cuernos ventrales (anteriores) y dorsales (posteriores). Esta
dividida en diez nucleos funcionales denominados laminas de Rexed. En el cuerno
ventral se localizan los cuerpos neuronales de las motoneuronas que envian sus
proyecciones hacia los musculos a través de los nervios eferentes que salen por las
raices ventrales. En el cuerno dorsal, formado por las primeras seis laminas de Rexed
(I-V1), se localizan las neuronas involucradas en la trasmision y el procesamiento de la
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informacion sensorial, Estas neuronas reciben entradas sinapticas de los nervios
aferentes, que entran a través de las raices dorsales, de forma estructurada y
diferencial en las distintas laminas (figura 2).

Laminas | (nucleo marginal): neuronas de proyeccion que transmiten informacion
de dolor y temperatura al tdlamo. Estas neuronas son activadas por fibras aferentes
nociceptivas Ad.

Lamina Il (sustancia gelatinosa): neuronas que reciben informacién nociceptiva

mecanorreceptoras. Estas neuronas son activadas por fibras aferentes C.

Lamina IlI-IV (nucleo propio): neuronas que reciben informacion de tacto grueso

y presion. Estas neuronas son activadas principalmente por fibras Ap.

Lamina V (y zona intermedia): neuronas que reciben informacion de
propiocepcioén y nocicepcion mecanica y térmica. Estas neuronas son activadas por
fibras Ap y Ad.

Lamina VI: neuronas que reciben informacién de propiocepcion. Estas neuronas

son activadas por fibras Ap.

2 Lamina |

200 0 _ Inner lamina Il

Laminae
n-1v

) @ LaminaV

Figura 2. Conectividad entre las fibras aferentes primarias y la médula espinal. Existe una organizacion
laminar muy precisa en el cuerno dorsal de la médula espinal, subgrupos de fibras aferentes primarias
establecen contacto sinaptico con neuronas espinales dentro de laminas especificas. Las fibras
nociceptivas amielinicas peptidérgicas C (rojo) y las milinizadas Ad (morado) tienen sus terminales en
laminas mas superficiales, haciendo sinapsis con neuronas de proyeccion (rojas) localizadas en la [amina
I. Los nociceptores amielinicos no peptidérgicos (azul) establecen contacto sinaptico con interneuronas
(azules) en la parte profunda de la lamina Il. En contraste, los estimulos inocuos trasmitidos por fibras
mielinizadas A terminan en interneuronas en la ventral profunda de la lamina Il. Un Segundo grupo de
neuronas de proyeccion en la lamina V (moradas) reciben entradas convergentes de fibras Ad y A
(Modificado de Basbaum et al., 2009).
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La parte periférica de la médula espinal esta formada por la sustancia blanca,
que son los axones que integran los tractos ascendentes y descendentes que
comunican a la médula espinal con el encéfalo. Estos tractos estan divididos en las
columnas dorsales, laterales y ventrales. Las columnas dorsales son tractos
ascendentes que transmiten informacion sensorial desde la médula espinal hasta el
tallo cerebral. Las columnas laterales y ventrales son tractos ascendentes y
descendentes que comunican a la médula espinal con el tallo cerebral y la corteza
cerebral.

Procesamiento de la informacién sensorial a nivel presinaptico

Evidencia experimental ha mostrado que existe una modulacion de la actividad
sinaptica de las fibras aferentes primarias y de las neuronas espinales de proyeccion
con las que establecen contacto a nivel de la médula espinal, antes de transmitir la
informacion sensorial a nucleos supraespinales (Basbaum y Fields 1978; Millan 2002;
Basbaum et al. 2009). En particular, las fibras aferentes primarias son moduladas por
un control a nivel presinaptico que involucra circuitos con interneuronas GABAérgicas
de ultimo orden que establecen sinapsis axo-axénicas con las fibras aferentes. Cuando
las interneuronas GABAérgicas son activadas producen la despolarizacion de las fibras
aferentes primarias (PAD) a nivel de las terminales intraespinales, lo que reduce su
eficacia sinaptica (Eccles et al. 1961, 1962).

Despolarizacion de las aferentes primarias e inhibicion presinaptica

En 1933, Gasser y Graham observaron que en respuesta al estimulo de las
raices dorsales se registraba sobre la superficie del dorso de la médula un potencial
negativo lento (onda N) seguido de un potencial positivo (onda P) de larga duracién, de
aproximadamente 200 ms (Gasser y Graham 1933). En estudios posteriores, Barron y
Matthews (1938) observaron que al estimular una raiz dorsal se registraba un potencial
negativo de larga duracion propagado en direccién antidromica, tanto en la raiz
estimulada como en raices adyacentes, con el mismo curso temporal de la onda P
registrada en el dorso de la médula previamente por Gasser y Graham (Barron y
Matthews 1938). Con base en estas observaciones, dichos autores propusieron que los
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potenciales, denominados potenciales de raiz dorsal (DRPs), eran los responsables de
la generacion de la onda P registrada en la superficie del dorso de la médula.

En 1956, Wall y cols. encontraron que los DRPs podian ser producidos por la
estimulaciéon directa de las fibras aferentes utilizando microelectrodos de estimulacion
intraespinal insertados en los cuernos dorsal y ventral (Wall et al. 1956). Utilizando esta
técnica, Wall demostr6 que la estimulacién condicionante de los nervios aferentes
cutaneos y musculares producia un aumento en la amplitud de los DRPs. La conclusion
de este trabajo fue que la estimulacion condicionante de los nervios aferentes reduce el
umbral de activacion de las fibras aferentes, incrementando su excitabilidad, lo cual
recluta un mayor numero de fibras aferentes ante un estimulo intraespinal constante
(Wall 1958). Con esta técnica desarrollada por Wall en 1958, es posible determinar los
cambios en la excitabilidad de las aferentes primarias a partir de los cambios en el

umbral de activacion intraespinal.

Estos cambios en la excitabilidad de las fibras aferentes por la estimulacion
condicionante fueron comprobados por Frank y Fourtes estudiando las respuestas del
reflejo monosinaptico (Frank y Fourtes 1957). Estos investigadores encontraron que los
potenciales excitatorios posinapticos (EPSPs) producidos en las motoneuronas por la
estimulacién de aferentes del grupo la de musculos extensores, eran deprimidos por la
estimulacién condicionante de nervios de musculos flexores. Esta disminucion en la
amplitud de los EPSPs se producia sin detectar cambios en las propiedades eléctricas
de la membrana de las motoneuronas, lo que sugirié a los autores que la reduccién en
los EPSPs de las motoneuronas producida por la estimulacién condicionante se debia a
cambios en la eficacia sinaptica de las fibras aferentes, es decir, “inhibicion
presinaptica” (Frank y Fourtes 1957).

Una propuesta alternativa fue presentada por Frank en 1959, exponiendo que los
efectos inhibitorios de la estimulacidon condicionante sobre los EPSPs de las
motoneuronas eran producidos por la activacién de interneuronas inhibitorias que
establecian sinapsis con dendritas distales del elemento posinaptico (motoneurona).
Debido a que este fendmeno de depresién de los EPSPs se presentaba a nivel
presinaptico o en regiones distantes de la motoneurona, este fendmeno fue
denominado como "inhibicién remota" (Frank 1959). Granit y cols. apoyaron esta teoria,
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encontrando que al producir la depresion de los EPSPs de las motoneuronas por la
estimulacién de las aferentes musculares del grupo |, también disminuia la frecuencia
de disparo de la motoneurona, sugiriendo cambios en las propiedades intrinsecas de la
membrana del elemento posinaptico (Granit et al. 1964).

Sin embargo, Eccles y cols. en 1961 aportaron evidencia en favor de la teoria de
la inhibicion presinaptica, demostrando que los EPSPs deprimidos no sufrian cambios
detectables en el curso temporal al aplicar la estimulacién condicionante a diferentes
tiempos con respecto al estimulo de prueba (entre 2.5 y 10.2 ms), indicando que el
efecto de depresion no tenia origen en el elemento posinaptico (Eccles et al. 1961).
Mas tarde, la evidencia aportada por Eide y cols. apoy6 esta hipotesis, demostrando
que la misma estimulacion condicionante responsable de deprimir los EPSPs
provocados por la estimulacién de fibras del grupo la no afectaba de ninguna forma los
potenciales de membrana producidos por la estimulacidon con pulsos de corriente

intracelular aplicados directamente en la motoneurona (Eide et al. 1968).

La despolarizacion de las aferentes primarias (PAD) fue registrada de manera
directa por Eccles y Krnjevic en 1959 insertando un microelectrodo en el axén, cerca de
la terminal intraespinal de estas fibras aferentes (Eccles y Krnjevic, 1959). Las
investigaciones hechas por Eccles y su grupo de trabajo en 1961 demostraron que el
curso temporal de la PAD registrada en las raices dorsales era similar a la depresion de
los EPSPs debido a la misma estimulaciéon condicionante de las fibras aferentes,
concluyendo que la PAD es el agente causante de la disminucién de la eficacia
sinaptica de las fibras aferentes descrito previamente por Frank y Fourtes en 1957

denominado inhibicién presinaptica.

Estudios farmacologicos hechos por Eccles y su grupo de trabajo demostraron
que la aplicacion local sobre el dorso de la médula de acido gamma-aminobutirico
(GABA) aumentaba el numero de potenciales antidromicos en las raices dorsales,
denominados reflejos de la raiz dorsal (DRRs), provocado probablemente por la
despolarizacién sostenida de las fibras aferentes (Eccles et al. 1963). Ademas, la
aplicacion via intravenosa de picrotoxina (PTX), un bloqueador de canales GABAa
permeables a cloro, disminuyd los efectos de la estimulacion condicionante sobre la
depresion de los EPSPs, mostrando también una clara reduccion de los DRPs y de la
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onda P registrada en el dorso de la médula, lo cual indic6 una disminucion de la
inhibicion presinaptica. En conjunto, estas evidencias farmacologicas mostraron que la
inhibicion presinaptica producida por la estimulacion condicionante de los nervios
aferentes estaba mediada en parte por sinapsis GABAérgicas, las cuales
despolarizaban a las fibras aferentes primarias. Evidencias histologicas posteriores
demostraron la existencia de sinapsis axo-axénicas de terminales con alta densidad de
vesiculas GABAérgicas con aferentes musculares de los grupos la, Ib, Il y fibras
cutaneas de bajo umbral de activacion (Maxwell et al. 1984; Maxwell y Riddell 1999;
Watson y Bazzaz 2001; Sutherland et al. 2002).

Con el propésito de investigar la organizacion de los circuitos involucrados en la
despolarizacion de las aferentes primarias, Eccles y otros grupos de trabajo utilizaron
microelectrodos de registro para determinar la localizacion de las interneuronas que
reciben contacto de aferentes musculares y cutaneas activadas durante la generacion
de los DRPs en la médula espinal (Eccles et al. 1962a; Jankowska et al. 1981; Rudomin
et al. 1987). Utilizando como referencia el disparo de las interneuronas que median la
despolarizacion en las fibras aferentes, se estimularon los nervios sensoriales y se
registro la latencia del inicio de la PAD. Con este protocolo se determin6 que la latencia
minima para producir la despolarizacién en las aferentes primarias es de 1.7 a 2 ms,
indicando que la via de la PAD esta formada por al menos dos interneuronas, es decir,
que es trisinaptica. Ademas, se encontré6 que estas interneuronas estan localizadas
principalmente en las laminas IlI-IV y V-VI del cuerno dorsal, en el nucleo intermedio y
en el nucleo motor de la médula espinal, de las cuales el ultimo elemento seria una

interneurona GABAérgica que establece contacto axo-axonico con la terminal aferente.
El mecanismo de la despolarizaciéon de aferentes primarias (PAD)

Por medio del registro intra-axonal de las aferentes primarias, se establecié que
la despolarizacion de las fibras sensoriales se debia a un cambio transitorio en el
potencial interno de las propias terminales aferentes con respecto al medio extracelular
(Eccles y Krnjevic 1959). Las fibras aferentes primarias expresan en sus terminales un
co-transportador de Na*-K*-2CI" (NKCC1) que establece el potencial de equilibrio del
ion cloruro por encima del potencial de reposo de la membrana en la terminal
intraespinal de la fibra aferente (figura 3, ver Alvarez-Leefmans et al. 1998).
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La liberacion de neurotransmisor por las interneuronas GABAérgicas, excitadas
por la estimulacién de aferentes sensoriales, activa receptores GABAa permeables a CI
en las terminales intraespinales de las fibras aferentes con las cuales establecen
sinapsis axo-axonicas, provocando la salida del ion cloruro de la terminal y, por lo tanto,
su despolarizacion (Alvarez-Leefmans et al. 1998). La despolarizacién disminuye la
cantidad de neurotransmisor liberado por las aferentes primarias, disminuyendo asi la
eficacia sinaptica de estas vias, ya sea por la reduccion en la amplitud del potencial de
accion que arriba a la terminal o por la inactivacion de canales de sodio o de calcio
dependientes de voltaje, lo que reduce la entrada de calcio necesario para la exocitosis
del neurotransmisor (Graham y Redman 1994; Dunlap 1998).
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Figura 3. Mecanismo de la PAD. Representacion esquematica de un axén de inhibicion presinaptica
estableciendo contacto con la terminal de una aferente primaria, la cual a su vez esta haciendo contacto
sinaptico con la dendrita de una motoneurona. Un microelectrodo insertado en la terminal de la fibra
aferente registra la despolarizacion producida por el GABA. Esta despolarizacion es debida a un flujo de
CI". La despolarizacién active canales de K* que provocan un flujo de K. La salida de CI- de la terminal
favorecida por el gradiente es restablecida por la actividad del contransportador Na*-K*-2CI" (Modificado
de Alvarez-Leefmans et al. 1998).
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Patrones de despolarizacion de las fibras aferentes primarias

A partir del registro de los DRPs producidos por la estimulacion de nervios
sensoriales, se encontré que la estimulacién de aferentes cutaneas y musculares de los
grupos Ib y Il (Eccles et al. 1963; Devanandan et al. 1965) y de aferentes articulares
con altas frecuencias (Quevedo et al. 1993), también producian la despolarizacion de
las fibras aferentes, e incluso algunas eran mas efectivas en comparacion con las fibras
cutaneas y musculares del grupo la (Eccles et al. 1962, 1963). Estructuras
supraespinales con proyecciones descendentes hacia la médula espinal, como la
corteza motora (Lundberg 1964), la formacion reticular bulbar (Carpenter et al. 1963;
Lundberg y Vyklicky 1966), el nucleo vestibular (Cook et al., 1969), el nucleo rojo
(Hongo et al., 1972) y el nuacleo del rafé (Proudfit et al., 1980) también son capaces de
producir DRPs.

Con el propésito de realizar estudios mas especificos sobre los cambios en la
excitabilidad de fibras aferentes unicas, diferentes grupos de trabajo han registrado los
cambios en el potencial intraespinal de fibras aferentes provocados por la estimulacion
condicionante de circuitos con entradas segmentales y de estructuras supraespinales
capaces de producir DRPs. Utilizando una técnica modificada a partir de la técnica
desarrollada por Wall en 1958, es posible medir los cambios en la excitabilidad de las
fibras aferentes unicas a partir de los cambios en el umbral de activacion intraespinal. El
umbral es calculado con base en la corriente eléctrica minima necesaria para producir
un potencial de accion antidromico, aplicada con un microelectrodo de estimulacion
posicionado en la vecindad de la terminal espinal de la fibra aferente y registrado en el
nervio sensorial (Madrid et al., 1979). Con esta técnica se han estudiado los efectos de
la estimulacion condicionante de nervios sensoriales y estructuras supraespinales sobre
la excitabilidad de los distintos tipos de fibras aferentes, musculares de los grupos | y Il,

cutaneas y articulares (ver el resumen en Rudomin y Schmidt, 1999).
Aferentes musculares del grupo |

Las aferentes musculares del grupo | se componen de los husos musculares
(fibras la) y los 6rganos tendinosos de Golgi (fibras Ib). Los aferentes musculares la

transmiten informacion del grado de contraccion muscular, es decir, de los cambios en
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la longitud del musculo; mientras que los aferentes musculares Ib envian informacién al
sistema nervioso central sobre el grado de tension muscular. Los aferentes la, tanto de
musculos flexores como extensores, son despolarizados principalmente por la
estimulacién de aferentes la y |Ib de musculos flexores. Los aferentes |b son

despolarizados unicamente por aferentes |Ib de musculos flexores y extensores.

Con base en los efectos producidos por la estimulacién condicionante de fibras
cutaneas y de estructuras supraespinales como la formacion reticular, la corteza
motora, el nucleo rojo y el nucleo del rafe (Jiménez et al. 1988; Enriquez et al. 1996a;
Quevedo et al. 1995), las aferentes musculares la y Ib han sido separadas en 3 grupos
(figura 4). El tipo A esta conformado por fibras musculares la despolarizadas por la
estimulacién condicionante de aferentes musculares del grupo |, principalmente las
provenientes de los musculos flexores, y no por la estimulacion de nervios cutaneos, ni
por la estimulacion de la corteza motora, el nucleo rojo, la formacién reticular bulbar y el
nucleo del rafé. La estimulacion del nucleo del rafé incluso es capaz de inhibir la PAD
generada por la estimulacion de las aferentes musculares. El tipo B son fibras
musculares |b despolarizadas por la estimulacion de aferentes cutaneos y musculares,
y por la estimulacion del nucleo rojo, la formacion reticular y la corteza motora. El tipo C
son fibras musculares la y Ib despolarizadas por la estimulacion de las mismas
estructuras supraespinales que en el tipo B y de nervios musculares, pero a diferencia
de estas fibras, la estimulacidon de nervios cutaneos no induce PAD, pero si es capaz de
inhibir la PAD inducida previamente por otras vias (Jiménez et al. 1988; Enriquez et al.
1996a; Quevedo et al. 1995).

Con base en estos resultados, los autores han propuesto que el control de la
eficacia sinaptica de forma especifica para los dos tipos de aferentes musculares del
grupo | tiene implicaciones funcionales. Utilizando diferentes circuitos de control, el
sistema nervioso puede modular la informacion transmitida sobre el grado de
contraccion muscular en aferentes musculares la, con origen en diferentes musculos, y
en forma particular en la informacion transmitida por aferentes musculares Ib, tanto de

longitud del musculo como de tension muscular (Rudomin et al. 1986).
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Figura 4. A, B y C, diagramas que muestran los posibles sitios de accion de entradas sementales y
descendentes sobre las interneuronas que median los tipos de PAD en las fibras de los grupos A, By C,
respectivamente. Los signos de interrogacion en A, B y C muestran las conexiones, que de estar
presentes, no pueden ser incluidas o excluidas debido a la técnica empleada en el presente estudio. D
Posible arreglo neuronal que explica la existencia de fibras musculares del grupo Ib con los patrones e
despolarizacién B y C, asumiendo que un solo grupo de fibras Ib en el que las aferentes cutaneas pueden
producir o inhibir la PAD, dependiendo del balance en la actividad de los sistemas descendentes con
conexiones reciprocas en las interneuronas espinales. Cut, fibras cutaneas; CS, fibras cortico-espinales;
RS, fibras rubro-espinales; VS, fibras vestibulo-espinales; y RetS, fibras reticulo-espinales (Modificado de
Rudomin et al. 1986).

Despolarizacion autogénica en las aferentes musculares del grupo Ib

Las aferentes musculares del grupo Ib (6rganos tendinosos de Golgi) son parte
del reflejo tendinoso, en el cual activan interneuronas inhibitorias que provocan
potenciales posinapticos inhibitorios (IPSPs) en las motoneuronas de musculos
homonimos y sinergistas con las que establecen contacto sinaptico. Se ha propuesto
que este mecanismo inactiva a las fibras musculares sinergistas durante contracciones

musculares sostenidas para prevenir un dafo en el propio tejido muscular.

En experimentos realizados por Jami y cols. se encontr6 que durante la
estimulacion tetanica del musculo extensor gastrocnemius medialis (GM), habia una
reduccion en la inhibicion de las motoneuronas homénimas y agonistas (Lafleur et al.
1992; Zytnicki y Jami 1998). En la figura 5A se muestra el potencial inhibitorio
posinaptico de una motoneurona del musculo gastrocnemius soleus provocado por la
estimulacion tetanica de una fibra Ib del musculo gastrocnemius medialis (GM). De
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forma interesante, el potencial inhibitorio de la motoneurona se reduce después de
aplicar varios estimulos de alta frecuencia. Con base en las observaciones de la
despolarizacion de los aferentes Ib de musculos extensores observada durante la
contraccion de musculos heterénimos (Devanandan et al. 1966), los autores pensaron
gue una posible explicacion para la reduccion de la inhibicién de las motoneuronas del
GM se debia a la PAD de las aferentes |Ib por la estimulacién tetanica de las fibras
musculares del mismo musculo, fendbmeno que no habia sido descrito hasta ese

momento.

Para contestar esa pregunta, Jami y cols. registraron los cambios en el potencial
intra-fibra de las aferentes musculares Ib durante la estimulacion tetanica de la misma
aferente Ib, asi como por la contraccién de las fibras musculares del propio musculo
GM. En la figura 5B se muestra que la estimulacion tetanica de la fibra muscular del GM
o directamente del 6rgano tendinoso provoca la despolarizacion de la aferente Ib, aun
en presencia de potenciales de accion ortodromicos. Esta despolarizacién, asociada a
la inhibicién presinaptica, puede reducir la inactivacion de la aferente Ib (figura 5B1), lo
que impide la activacion de las interneuronas inhibitorias y, por lo tanto, disminuye los
IPSPs en las motoneuronas de los musculos homénimos durante la estimulacion
tetanica (Lafleur et al. 1992; Zytnicki y Jami 1998).

Esto llevd a concluir a los autores que la inhibicidn autogénica de los érganos
tendinosos es un mecanismo de autocontrol que disminuye la inhibicion en las
motoneuronas de los musculos homonimos y agonistas del reflejo tendinoso, actuando
como un mecanismo de filtrado de la informacion sobre el grado de contraccion
muscular. Es decir, debido al aumento en la inhibicidn presinaptica de las terminales
intraespinales del grupo |b por su propia estimulacién, se puede bloquear la transmision
sinaptica de algunas de estas aferentes musculares con las interneuronas espinales
inhibitorias, disminuyendo asi la inhibicion sobre las motoneuronas de los musculos
sinergistas, y permitiendo al musculo reclutar mas fibras y de esta forma mantener

contracciones musculares sostenidas (Lafleur et al. 1992; Zytnicki y Jami 1998).
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Figura 5. Inhibicién por estimulacion autogénica de las aferentes del grupo Ib. A Respuesta de una
motoneurona del musculo gastrocnemius lateralis-soleus (GI-Sol) (trazo superior) debido a la estimulacion
tetanica (trazo inferior) del musculo gastrocnemius medialis (GM) aplicando 20 estimulos/s (puntos) a
una rama seccionada del nervio muscular. Note la rapida disminucién de los potenciales inhibitorios
después del inicio de la contraccion. B Respuesta de dos fibras del grupo Ib del GM por la contraccién del
musculo homoénimo debido a la estimulacién tanto de una rama seccionada del nervio muscular con 20
estimulos/s (B1) como por la estimulacion directa de las fibras musculares en una preparacion curarizada
(B2). Los trazos superiores son el potencial de membrana del axdn con potenciales de accion de las
fibras Ib montados. En B1, solo un potencial de accion fue evocado al inicio del estimulo tetanico. En B2,
la descarga persiste a través de la contraccion. Los trazos inferiores representan la fuerza muscular. La
estimulacion esta representada con puntos por debajo de los trazos de la fuerza muscular (Modificado de
Zytnicki y Jami, 1998).

Estos resultados plantean la pregunta si esta inhibicibn autogénica se presenta
en otros grupos de aferentes primarias por ejemplo musculares, cutaneas y articulares;
pues estaria asociada a mecanismos de autorregulacion de la informacién sensorial
transmitida por las fibras aferentes hacia el sistema nervioso central. Si bien hasta
ahora el unico caso reportado de inhibicion autogénica ha sido en las aferentes
musculares del grupo Ib, se sabe que las neuronas cuentan con mecanismos de
autorregulacion para limitar su propia eficacia sinaptica. Tal es el caso de los auto-
receptores presinapticos dopaminérgicos, GABAérgicos, noradrenérgicos,
serotoninérgicos y opioides. Las terminales axonicas expresan receptores a través de
los cuales el neurotransmisor puede limitar su propia liberacién. Es decir, estos
receptores generan una retroalimentacién negativa a nivel presinaptico (Starke et al.
1989).
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Aferentes musculares del grupo Il

Las aferentes musculares del grupo |l son moduladas por dos sistemas
neuronales diferentes. En el primero de tipo GABAérgico, las fibras del grupo Il son
despolarizadas fuertemente por la estimulacion condicionante de otras fibras aferentes
del grupo Il, por fibras cutaneas y por fibras articulares, y son débilmente
despolarizadas por aferentes del grupo |. Ademas, la estimulacion del locus ceoruleus,
de la linea media del nucleo del rafé y de la corteza motora, también produce PAD en
estas fibras (Harrison y Jankowska 1989). El segundo tipo de modulacion esta mediado
por neuronas monoaminérgicas de nucleos supraespinales como el locus coeruleus y
subcoeruleus, el nucleo de Koalliker-Fuse y el nucleo del rafé. A través de la exocitosis
de noradrenalina (NA), serotonina (5-HT) o dopamina (DA) por la estimulacién de estos
nucleos se ha observado la despolarizacién de las aferentes del grupo Il, principalmente
por 5-HT en el cuerno dorsal y por NA en la zona intermedia y en el cuerno ventral
(Bras et al. 1990; Riddell et al. 1993).

Aferentes cutaneos

Las fibras cutaneas son despolarizadas de manera especifica por la estimulacion
de otras fibras cutaneas, es decir, la estimulacion de fibras cutaneas de adaptacion
rapida despolarizan a otras fibras cutaneas de adaptacién rapida, mientras que la
estimulacién de fibras cutaneas de adaptacion lenta despolarizan a otras fibras
cutaneas de adaptacion lenta (Janig et al. 1968). Esto aporta evidencia de que el
mecanismo de inhibicidn presinaptica en estas aferentes es muy selectivo y, al controlar
la informacion transmitida por el mismo tipo de fibras, puede eliminar un aumento de

excitacion generado en la periferia o localizar de forma precisa el sitio de estimulacion.

Las aferentes cutaneas de bajo umbral son también despolarizadas por la
estimulacion de las fibras aferentes musculares de los grupos Ib, Il y Il (Eccles 1962,
Rudomin y Schmidt 1999), y por la estimulacién de estructuras supraespinales como la
corteza motora (Carpenter et al. 1963), la formacion reticular, el nucleo del rafé y el
nucleo rojo (Martin et al.,, 1979, Jiménez et al., 1987). En las aferentes cuténeas
mielinizadas y no mielinizadas de alto umbral no hay evidencias histologicas de sinapsis

axo-axonicas GABAérgicas en sus terminales. La despolarizacién en estas aferentes
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podria estar mediada por otros mecanismos, como el aumento extracelular en la
concentracion de iones potasio (K*), debida a la activacion repetida de otras terminales

en la vecindad (comunicacion paracrina).
Aferentes articulares

El nervio articular posterior (PAN) estda compuesto por fibras aferentes de
neuronas ganglionares y por eferentes de neuronas postganglionares del sistema
nervioso simpatico. El 78% de las fibras son amielinicas, con una proporcién de 1:1
entre aferentes y eferentes. El 22% restante pertenece a fibras aferentes mielinizadas.
En conjunto, las aferentes articulares del PAN tienen velocidades de conduccion entre
10 y 110 m/s (Gardner et al. 1949; Burgess y Clarck 1969; Langford y Schmidt 1983;
Hildebrand et al. 1991).

Los primeros estudios realizados para caracterizar el tipo de informacion
trasmitida a través del PAN se basaron en las propiedades de sus receptores
periféricos. Se sabe que hay aferentes articulares con receptores fasicos que
responden a los movimientos continuos de la articulacion de la rodilla. Otro grupo de
fibras con receptores tonicos responden con patrones caracteristicos dependiendo del
angulo de flexion de la articulacion. Estos dos tipos de fibras informan en todo momento
la posicidon y los movimientos de la articulacion (Burgess y Clarck 1969; O’Connor y
Seipel 1982; Ferrell 1987), y es muy probable que esta informacién este asociada a la
actividad de fibras gruesas mielinicas de aproximadamente 16 um de diametro
(Gardner et al. 1949). Un tercer grupo de fibras articulares con velocidades de
conduccion entre 10 y 35 m/s responden unicamente cuando la articulaciéon es forzada
a extension o flexion maxima. Debido a que la intensidad del estimulo para la activacion
de estos receptores es mayor, comparada con los receptores activados en el rango de
movimiento de la articulacién, se concluy6 que las fibras de mayor umbral transmiten
informacién nociceptiva (Burgess y Clarck 1969; Quevedo et al. 1993; Messlinger
1996). Finalmente Mcintyre y cols. aportaron evidencia de que el PAN podria ser un
nervio mixto con algunas fibras aferentes de 6rganos tendinosos y husos musculares

del musculo popliteo (Mclntyre 1978).
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Figura 6. Cambios en el umbral de activacion intraespinal producidos por la estimulacion de nervios
sensoriales en dos aferentes unicas del PAN estimuladas intraespinalmente a nivel segmental L6. a, b
Cambios en el umbral de activacién intraespinal producidos por la estimulacion de los nervios PBSt, Qx,
PAN, Saph, SU y SP, con las intensidades indicadas. La fibra con velocidad de conduccién de 45 m/s. c
Cambios en el umbral de activacion intraespinal de otra fibra. La estimulacion de los nervios PBSt y Qx
producen una marcada PAD, SU produce una PAD muy pequefia y Saph y PAN producen una pequefia
PAH. Esta fibra tiene una velocidad de conduccion de 51 m/s. Los numeros indican el porcentaje de los
cambios del valor de umbral producidos por la estimulacién condicionante en relaciéon al umbral basal
(Modificado de Rudomin y Lomeli 2007).

Las aferentes articulares son despolarizadas fuertemente por la estimulacién de
aferentes musculares y cutaneas (figura 6), asi como por la estimulaciéon de la
formacion reticular y de la linea media del nucleo del rafé (figura 7, ver Jankowska et al.
1993; Rudomin y Lomeli 2007). Estudiando el grado de despolarizacién provocado por
la estimulacion de aferentes musculares sobre dos colaterales de una misma fibra
articular, Rudomin y su grupo de trabajo encontraron que la PAD producida en las
terminales que proyectan entre los niveles segmentales L6-L7 es mayor que en las
terminales proyectadas a nivel L3 (Clarck 1972; Craig et al. 1988; Rudomin y Lomeli
2007). Las aferentes musculares del grupo Il fueron mas efectivas produciendo PAD en
las aferentes articulares que las aferentes del grupo |. En algunas fibras, la estimulacion
condicionante de los nervios cutaneos (Saph) o del propio nervio articular provoca la
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hiperpolarizacion de la fibra articular (PAH, figura 6C), lo que implica un incremento en
el umbral de activacion intraespinal de las fibras del PAN (Rudomin y Lomeli 2007).

En el gato anestesiado, se sabe que las fibras articulares muestran un escaso
efecto de PAD autogénica (Jankowska et al. 1993; Rudomin y Lomeli 2007). Esto
contrasta con la fuerte despolarizacion en las aferentes articulares provocada por la

estimulacion de nervios cutaneos y musculares (Figura 6), y con la PAD autogénica

reportada en las aferentes musculares del grupo Ib (Lafleur et al. 1992).
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Figura 7. PAD y PAH de las aferentes articulares. a-f Graficas del cambio en el umbral de activacion
intraespinal producido por la estimulacidon sensorial y supraespinal de aferentes unicas del PAN
estimuladas intraespinalmente a niveles segmentales L3 y L6-L7 como se indica. Los cambios en el
umbral de activacion intraespinal producidos por los estimulos condicionantes en cada terminal fueron
ordenados en forma decreciente y graficados secuencialmente. Gréaficas separadas fueron hechas para
observar los cambios en fibras estimuladas intraespinalmente a nivel segmental L6-L7 y L3. Los valores
por arriba del 100% indican PAH y valores por debajo de 100% indican PAD. Los datos obtenidos de las
terminales en los segmentos L6-L7 y en L3 son indicados con circulos rellenos y vacios,
respectivamente. (Modificado de Rudomin y Lomeli 2007)

Es probable que los escasos efectos de PAD autogénica en las aferentes
articulares tenga implicaciones funcionales. Las aferentes articulares de bajo umbral
informan en todo momento al sistema nervioso central de la posicibn de las

extremidades en el espacio con respecto al cuerpo. La informacién trasmitida en
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tiempo real por estas fibras aferentes es necesaria para ejecutar movimientos en la
extremidad, por lo que su actividad es modulada por nervios cutaneos y musculares, y
por nucleos supraespinales involucrados en el control motor, como la formacion
reticular y el nucleo del rafé. Es posible entonces que en condiciones fisiologicas
normales, los escasos efectos de PAD autogénica en aferentes de bajo umbral se deba
a que la informacion propioceptiva transmitida es importante para la correcta ejecucion
de movimientos en las extremidades, por lo que el sistema busca transmitir una mayor
cantidad de informacion propioceptiva sin alteraciones hasta circuitos segmentales y a

estructuras supraespinales para su procesamiento.

Cambios en los patrones de la PAD de las aferentes primarias producidos

por la lesion de nervios sensoriales

A partir del registro de los cambios en el potencial intra-fibra registrados por
Eccles y Krnjevic (1959), se sabe que no todas las fibras aferentes estan sujetas al
mismo control a nivel presinaptico por circuitos segmentales. Estudiando los efectos de
la estimulacidn condicionante sobre la excitabilidad de los distintos tipos de aferentes
primarias, se han encontrado diferentes patrones de PAD que han sido asociados a la
funcion de circuitos neuronales involucrados en el procesamiento de la informacién
sensorial. Por ejemplo, las fibras musculares del grupo | son fuertemente
despolarizadas por otras fibras musculares del grupo |, por aferentes cutaneas y por
estructuras supraespinales involucradas en el control motor. Con base en estos
patrones de despolarizacion, que indican la selectividad de los estimulos capaces de
producir PAD, las aferentes musculares del grupo | han sido separadas en tres grupos
A, By C (Jiménez et al. 1988; Enriquez et al. 1996a; Quevedo et al. 1995).

Sin embargo, la evidencia experimental ha mostrado que estos patrones de PAD
pueden cambiar por dafios provocados por la lesiéon del nervio muscular GM por
machacamiento. Entre 2 y 12 semanas de recuperacion de la lesion hubo una
disminucién en la proporcion de la poblacion del grupo A, fibras musculares la
despolarizadas por aferentes musculares del grupo | y no por nervios cutaneos o
estructuras supraespinales. Por otro lado, hubo un aumento del numero de aferentes
del grupo B, fibras |Ib despolarizadas por la estimulacidon de fibras musculares y
cutaneas, y por estructuras supraespinales; asi como un aumento del grupo C,
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compuesto por fibras la y Ib con el mismo patrén de despolarizacién del grupo B por la
estimulacién de aferentes musculares y de estructuras supraespinales, pero que no son
afectadas por la estimulacion de fibras cutaneas (Enriquez et al. 1996). Esto sugiere
que los patrones de PAD pueden ser dinamicos, cambiando durante la lesion del nervio
en forma selectiva para los distintos tipos de fibras musculares, tal vez por la activacion
especifica de los circuitos interpuestos en la via de la PAD para las aferentes

musculares la y Ib.

A este respecto, se sabe que la estimulacion de los mecanorreceptores de bajo
umbral AB, que trasmiten informacion para la percepcion de la sensacion tactil, pueden
producir la despolarizaciéon de aferentes de alto umbral A5 y C. En condiciones
normales, esta despolarizacion produce la inhibicidn presinaptica de la informacion
nociceptiva, y por lo tanto, una reduccién en la sensacién de dolor (Calvillo 1978). Este
mecanismo, ilustrado en la figura 8, es parte de la “teoria de la compuerta del dolor”
propuesto por Melzack y Wall (1965). Después de una lesion, los nociceptores que
inervan la region cercana al dafo del tejido se activan, y esta actividad sostenida
provoca su sensibilizacion, lo cual se traduce en una sensacion de dolor prolongada en
la region de la lesion. En este estado, la actividad de mecanorreceptores Af de los
sitios cercanos a la lesién pueden producir un aumento en la PAD de las aferentes
nociceptivas (figura 8, ver Cervero et al. 2003), llegando incluso a producir potenciales
de accion que se propagan antidromicamente como reflejos de la raiz dorsal (DRRs),
provocando la liberacién de agentes pro inflamatorios en la periferia y contribuyendo a
la inflamacion (Willis 1999). Por lo tanto, la estimulacion de fibras de bajo umbral
podrian también activar neuronas de segundo orden que reciben contacto sinaptico de
aferentes nociceptivas, provocando también su sensibilizacion y permitiendo que
estimulos inocuos produzcan respuestas nociceptivas (alodinia). Ademas, la
sensibilizacion de las neuronas de segundo orden por la actividad de los nociceptores
en el area de la lesion puede explicar el aumento de las respuestas producidas por
estimulos nociceptivos provenientes de otras regiones (hiperalgesia secundaria). Esto
plantea la hipotesis que en condiciones de dafio en el tejido también podrian
presentarse cambios en los patrones de PAD de fibras aferentes, principalmente de
aferentes de alto umbral asociadas a la transmisidn de informacion nociceptiva
moduladas por aferentes de bajo umbral (Melzack y Wall 1959).
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Figura 8. Diagramas ilustrando el modelo propuesto del mecanismo de dolor provocado por contacto.
Arriba: tejido normal. Abajo: Tejido después de la lesion. Dos tipos de fibras aferentes son ilustradas:
fibras gruesas, conectadas a mecanorreceptores de bajo umbral de activacion, y fibras finas conectadas
a nociceptores (y mostrando un arreglo de reflejo axénico). Claves: LT = células de bajo umbral de
activacion, N = células nociceptivas (tanto NS como WDR), PAD = despolarizacion de las aferentes
primarias. DRR = reflejo de la raiz dorsal. En el tejido normal, la estimulacion de las aferentes A evoca
PAD en las fibras C e inhibe el dolor; en el tejido con hiperalgesia las interneuronas son sensibilizadas
(neurona negra) por la rafaga de las fibras nociceptivas y la estimulacion de fibras AR evoca DRRs
antidrémicos (y ardor) y la activacion ortodromica de las terminales de las fibras C (y alodinia, Modificado
de Cervero y Laird, 1996).

Dolor

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor define que "el dolor es una
experiencia sensorial o emocional desagradable asociada a un dafo real o potencial en
un tejido, o descrito en términos de dicho dafio". Existen diferentes sensaciones
asociadas al dolor, por ejemplo ardor, puncion, picazon, palpitacidn, etc. Por lo tanto, el
dolor es una sefal de alarma que sirve al organismo para identificar estimulos de

amenaza o dafinos que debe evitar o a los que debe enfrentarse.

Dentro de las funciones del sistema nervioso, una muy importante es la de
informar al organismo de posibles amenazas o dafos en el tejido. El sistema nervioso
periférico transmite informacién nociceptiva desde el exterior hacia el sistema nervioso
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central a través de las fibras aferentes de alto umbral mielinizadas (Ad) y no
mielinizadas (C). De esta forma, el organismo obtiene informacién de dafios que
provienen tanto del medio ambiente como de su propia estructura. Los nociceptores son
receptores que responden de manera selectiva a estimulos de alta intensidad,
activados por estimulos mecanicos, térmicos o quimicos, que pueden ser nocivos para
el organismo. Esta informaciéon es transmitida hasta nucleos supraespinales de
integracion sensorial, como la corteza somatosensorial, en donde se genera la

percepcion del dolor.
Dolor nociceptivo

Debido a que el dolor es una respuesta de integracidn sensorial, la correlacion
entre la nocicepcion y el dolor no siempre se expresa igual en todos los individuos. El
dolor también puede ser producido por dafos o alteraciones en las estructuras del
sistema nervioso involucradas en la percepcion del dolor, tanto en los nociceptores
como en neuronas de segundo orden que reciben contactos sinapticos de aferentes de
alto umbral, conocido como dolor neuropatico. Los nociceptores establecen contacto
sinaptico con neuronas de proyeccion y propioespinales del cuerno dorsal que se
ubican principalmente en las laminas superficiales I-Il de Rexed, asi como en la parte
profunda del cuerno dorsal en la ldamina V (Brown 1982; Cervero e Iggo 1980; Light y
Perl 1979a, b). Por lo tanto, es en la médula espinal en donde se hace la primera
integracion de la informacion nociceptiva en el sistema nervioso central, antes de
alcanzar centros superiores de integracién sensorial involucrados en la percepcion del
dolor (Fields y Basbaum 1978; Dubner y Bennett 1983). La actividad conjunta entre
nociceptores y mecanorreceptores permiten informar al organismo sobre la modalidad

del estimulo nocivo, asi como su intensidad y localizacion.
Modulacién del dolor nociceptivo

La evidencia de la modulacién del dolor surge de las observaciones en que soldados
con heridas graves reportaban bajos niveles de dolor durante situaciones de combate,
incluso en dafios como fracturas, o heridas en el abdomen, térax o craneo (Beecher
1946). Ahora se sabe que existe un sistema endégeno que modula la percepcion del
dolor a través de una inhibicién que tiene origen en estructuras supraespinales (Gebhart
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2004; Ossipov et al. 2010). La modulacion del dolor tiene origen en estructuras como el
hipotalamo, la amigdala y la corteza cingulada anterior, que activan a la sustancia gris
periacueductal, la cual a su vez estimula neuronas del nucleo del rafé magnus y de la
formacion reticular que envian proyecciones hacia el cuerno dorsal de la meédula
espinal, en donde de manera directa o indirecta aumentan o disminuyen la transmision
de la informacion nociceptiva, modificando la sensacion de dolor (Handwerker et al.
1975; Fields y Basbaum 1978; Ossipov et al. 2010). Estas influencias descendentes
también modifican la actividad de circuitos neuronales involucrados en la ejecucion de
movimientos y reflejos espinales, principalmente enfocados en evitar el dafo tisular
(Porreca et al. 2002).

Los estudios sobre el dolor y la nocicepcion se han abordado a partir de diversos
modelos experimentales. En preparaciones in vivo en animales y humanos, se ha
observado que la inyeccidon de agentes pro inflamatorios como la carragenina, el
adyuvante completo de Freund y la capsaicina, asi como la estimulacion eléctrica y
mecanica nociceptiva, incrementa las respuestas sinapticas de fibras aferentes
primarias (Lin et al. 2000), de neuronas espinales unicas y de poblaciones (Cervero et
al. 1991; Schaible et al. 1991), y de nucleos supraespinales y cortezas primarias y de
integracion sensorial (Derbyshire et al. 1997). Ademas, a nivel conductual, se ha
estudiado que la estimulacion nociceptiva aumenta las respuestas defensivas y
protectoras de los organismos (Grénroos et al. 1993), y en algunos casos inducen el
desarrollo de neuropatias como la hiperalgesia secundaria y la alodinia, fenbmenos
asociados con estados de sensibilizacion a nivel central (Sandkihler 2009; Dray 1992;
Campbell y Meyer 2006; Sluka 1997; LaMotte et al. 1991).

Efectos de la aplicacion directa de Capsaicina sobre las aferentes primarias

La capsaicina (CAP, 8-metil-N-vanillil-6-nonenamida) es el compuesto activo
causante del sabor picante y el efecto irritante de una variedad de pimientos rojos. A
partir de los trabajos realizados por Jancsé y Jancso-Gabor, en los afios 40s se
establecio que en animales adultos, los efectos inmediatos o agudos provocados por la
aplicacion de dosis unicas en concentraciones bajas (uM) de capsaicina eran
claramente diferenciables de aquellos ocasionados por su aplicacion durante tiempos
prolongados o crénicos (Jancso et al. 1967). Este grupo de trabajo también establecio
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que la aplicacion de capsaicina con altas concentraciones en animales neonatos
provoca la degeneracion rapida de poblaciones de fibras Ad y C de neuronas del
ganglio de la raiz dorsal (Nagy 1982).

Las fibras Ad y C sensibles a capsaicina, expresan tanto en sus terminales
periféricas como en las centrales el receptor TRPV1, que es un canal catiénico no
selectivo permeable principalmente a calcio y sodio. Al ser activado directamente por la
capsaicina, la entrada de Ca** en la terminal provoca la liberacién neuropéptidos pro-
inflamatorios, como la sustancia P y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP) de las terminales periféricas de estas fibras, provocando inflamacion
neurogénica local (Nemeth et al. 2003, Lin et al. 1999). Al mismo tiempo, la activacion
de estos receptores también provoca la liberacion al sistema circulatorio de
somatostatina, que ejerce efectos antiinflamatorios y antinociceptivos, inhibiendo
directamente la respuesta periférica de aferentes sensoriales nociceptivas (Carlton et
al., 2001a, b, 2003; Helyes et al. 2000, 2004; Szolcsanyi et al., 1998a, b; Heppelmann y
Pawlak 1997).

Esta bien establecido que en animales adultos, la inyeccion de capsaicina o
carragenina en la capsula articular de la rodilla induce estados de sensibilizacién central
que podrian estar implicados en la aparicion de respuestas anormales del sistema
nervioso ante estimulos periféricos nociceptivos e inocuos (Neugebauer y Schaible
1990; Cervero et al. 1991; Schaible et al. 1991). En la figura 8 se muestra el modelo de
la teoria de la compuerta del dolor, propuesta por Melzack y Wall en 1965, en donde
estan representadas las interacciones inhibitorias activadas por la estimulacién de fibras
mecanorreceptoras de bajo umbral de activacion (fibras AB) sobre las aferentes
nociceptivas (fibras C). Aunque este modelo ha sido discutido por algunos autores
como Burke, Rudomin y Vyklicky, quienes demostraron que la activacién por estimulos
nociceptivos de aferentes cutaneas finas mielinizadas con calor radiante despolarizan a
fibras gruesas mielinizadas (Burke et al., 1971). En condiciones de dafio en el tejido, un
aumento en la actividad de las neuronas inhibitorias, debido a la estimulacion de las
fibras AB provenientes de las areas adyacentes a la lesion tisular, producen una PAD
de mayor amplitud en las aferentes nociceptivas, lo cual es capaz de evocar potenciales
de accion en las fibras C. La conduccion antidromica en forma de reflejos de la raiz

dorsal (DRR) puede activar las terminales periféricas de fibras nociceptivas que inervan
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regiones distintas a las lesionadas (hiperalgesia secundaria), mientras que la
conduccion ortodrémica podria activar neuronas de segundo orden que normalmente
no son activadas por nociceptores (alodinia) contribuyendo al aumento de la
informacion nociceptiva transmitida hacia estructuras supraespinales (Melzack y Wall
1965; Cervero y Laird 1996).

Ademas del incremento en la actividad neuronal a nivel periférico y espinal, se ha
demostrado que la inflamacion articular produce un aumento en la actividad de nucleos
supraespinales que ejercen una accion inhibitoria sobre la transmision de la informacion
nociceptiva facilitada en un principio (Schaible et al. 1991a, b). Durante la inflamacion
articular, hay un incremento considerablemente de la actividad basal y provocada de las
neuronas espinales de segundo orden ipsilaterales a la inflamacion, y aumenta aun mas
durante el bloqueo espinal reversible (Cervero et al., 1991, Schaible et al. 1991). Esto
ha sido interpretado como un aumento en la inhibicion ténica descendente (TDI) sobre
neuronas de segundo orden que reciben informacidon proveniente de las articulaciones

durante el proceso inflamatorio (Cervero et al. 1991; Schaible et al. 1991).

Efectos de la aplicacion intradérmica de capsaicina sobre las aferentes

primarias

La inyeccion intradérmica de capsaicina provoca la despolarizacion de aferentes
primarias mielinicas delgadas Ad y amielinicas C, lo cual produce la generacion DRRs
en las estas fibras aferentes y no en aferentes de bajo umbral A (Willis et al. 2000, Lin
et al. 2003). Esta actividad contribuye al desarrollo de la inflamacion neurogénica
debido a la liberacién de elementos pro inflamatorios en la periferia como la substancia
P (Lembeck y Gamse 1982; Levine et al. 1985).

La inflamacion neurogénica puede participar a su vez en la generacién de dolor
neuropatico. Este tipo de dolor esta caracterizado por dafos en el sistema nervioso y
por cambios a nivel central que modifican el grado de sensibilidad. Los cambios a nivel
central en estados de dolor cronico pueden tener tres origenes distintos. El primero,
debido a un estado de sensibilizacion central persistente en respuesta al aumento de
informacion transmitida por fibras C proveniente del sitio del dafio tisular o de neuronas

DRG. El segundo, debido a un decremento en la inhibicion por dafo en la transmision
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como resultado de la disminucién de los niveles de GABA liberados o por la pérdida de
neuronas inhibitorias. El tercero, debido a la reorganizacion de las conexiones
sinapticas en la médula espinal, donde se sabe que existe un aumento en el numero de
terminales en las laminas superficiales del cuerno dorsal, principalmente en las laminas
| y Il, en donde se localizan las neuronas que normalmente reciben sinapsis de fibras
nociceptivas Ad y C, y de esta forma contribuir a la aparicién de alodinia (Woolf, 1995).
La actividad transmitida por las vias nociceptivas es transferida, después de un
procesamiento activo en el cuerno dorsal de la médula espinal, hacia el talamo, desde
donde se envia a la corteza somatosensorial en donde se percibe la sensacién de
dolor, ya sea directamente o a través de nucleos de relevo a nivel del tallo cerebral
(Willis y Coggeshall, 1991).

Efecto de la inyeccidon intradérmica de capsaicina sobre la actividad de
neuronas con entradas de aferentes articulares del PAN

La estimulacién eléctrica del PAN activa neuronas espinales a lo largo del cuerno
dorsal con las cuales establecen contacto sinaptico localizadas principalmente en las
laminas [, IV-VI y VIII. La actividad de estos grupos de neuronas puede ser registrada
desde la superficie de la médula espinal o intraespinalmente (Schaible et al. 1986,
Quevedo et al. 1993, Rudomin et al. 2007). Los potenciales de campo intraespinal
(IFPs) producidos por la estimulacion del PAN presentan varios componentes que
corresponden a la actividad de grupos de fibras de diferentes velocidades de
conduccion y umbral de activacion, llamados N1, N2 y N3, de acuerdo a su latencia. El
componente N1 es producido por la actividad de fibras con velocidad de conduccion de
70 a 120 m/s y con umbral de activacion periférico bajo, posiblemente se trate de fibras
del grupo | procedentes del musculo popliteo (Mclntyre et al. 1978). EI componente N2
es producido por la estimulacién de fibras con velocidad de conduccion de 35 a 70 m/s
y bajo umbral de activacién, caracteristicas de fibras mecanorreceptivas Af.
Finalmente, el componente N3 es generado por fibras con velocidad de conduccion de
9 a 35 m/s y umbral de activacion alto, por o que es muy probable se traten de fibras
nociceptivas Ad (Schaible et al. 1986, Quevedo et al. 1993, Rudomin et al. 2007).

En estudios previos de nuestro laboratorio se ha encontrado que la inyeccion
intradérmica de capsaicina en el cojinete central de la pata del gato anestesiado, facilita
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principalmente el componentes N3 de los IFPs producidos por la activacion de las
aferentes articulares alto umbral del PAN comparado con el ligero aumento producido
sobre del componente N2 provocado por la estimulacion de aferentes articulares de
menor umbral (figura 9, Rudomin y Hernandez, 2008). El aumento en la amplitud de los
IFPs del PAN es gradual y se presenta principalmente en el segmento espinal L6 en
comparacion con el segmento L7, siguiendo el curso temporal del proceso inflamatorio
y llegando a su maximo efecto alrededor de los 120 a los 180 minutos después de la
inyeccion de capsaicina (Figura 10). En estos experimentos, el PAN fue seccionado
antes de la inyeccion de la capsaicina, por lo que la facilitacion de los potenciales del
PAN fue atribuida a cambios sinapticos a nivel central en la médula espinal, y no a
cambios en las propiedades de los receptores en la periferia.

N3 Figura 9. La inyeccion intradérmica de capsaicina incrementa los
potenciales de campo del PAN producidos por la estimulacién de las
aferentes mielinizadas de intermedio y alto umbral. a La estimulacién
del PAN con pulsos unicos 3 xT produce CDPs e IFPs con diferentes
componentes N1, N2 y N3, como se indica en las lineas verticales
discontinuas. Los IFPs fueron registrados del segmento L6 rostral
dentro de la zona intermedia del cuerno dorsal. Los trazos en color
negro muestran las respuestas en condicion control. Los trazos en color
rojo fueron obtenidos a diferentes tiempos indicados después de la
inyeccién de capsaicina en el cojinete de la pata. Note que a los 180
min después de la inyeccidn de capsaicina, los componentes N2 y N3
han sido facilitados, mientras que el componente N1 sélo se ha
incrementado ligeramente. La facilitacién de los componentes N2 y N3
persiste por lo menos hasta los 285 min (Modificado de Rudomin vy
Hernandez, 2008).

Dentro de los primero 180 minutos, la facilitacion de los potenciales de campo del
PAN sigue el curso temporal del desarrollo de la inflamacion en la extremidad del gato
(figuras 10). Sin embargo, alrededor de los 190 y 330 minutos posteriores a la inyeccion
de la capsaicina, los componentes N2 y N3 de los potenciales de campo del PAN se

reducen en amplitud aun cuando la inflamacion cutanea de la extremidad persiste por
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un tiempo mas prolongado (figura 10). Es posible que la inhibicién de la actividad
sinaptica del PAN, previamente facilitada por la capsaicina, sea el resultado de la
activacion de circuitos supraespinales o segmentales que inhiban tanto a neuronas
espinales (inhibicion posinaptica), como directamente a las terminales de las fibras

aferentes primarias (inhibicion presinaptica).
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Figura 10. Cambios en los potenciales de campo N2 y N3 del PAN y en el grosor de la pata del animal a
diferentes tiempos después de la inyeccion intradérmica de capsaicina. a, b Promedio del curso temporal
de los efectos de la capsaicina inyectada en el cojinete central de la extremidad posterior izquierda sobre
la amplitud de los potenciales de campo N2 y Ne del PAN ipsilateral registrados a nivel segmental L6 y
L7, como se indica. En cinco experimentos, las respuestas fueron registradas simultaneamente de ambos
niveles L6 y L7, y en tres experimentos solo de L6. El promedio y el SEM son expresados como
porcentaje de cambio respecto al control y son agrupados en cuatro categorias de tiempo (10-30, 40-90,
100-180 y 190-330 min después de la inyeccion de la capsaicina). Los numeros en las cajas indican el
namero de muestras. ¢ Curso temporal de los incrementos inducidos por capsaicina en el grosor de la
pata del animal medidos en el sitio indicado por el asterisco en el diagrama. Los datos fueron obtenidos
de ocho experimentos diferentes. d El promedio y el SEM de los datos desplegados en ¢, agrupados en
cuatro diferentes grupos como se indica. Los corchetes con dos asteriscos indican diferencias
significativas entre las medias (P<0.05, Modificado de Rudomin y Hernandez, 2008).
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La capsaicina activa de forma selectiva receptores nociceptivos TRPV1 que se
expresan en fibras aferentes Ad y C (Nagy 1982; Winter et al. 1995; Lynn 1990;
Szolcsanyi 2004; Kenins 1982; Dray 1992; Baumann et al. 1991). Debido a la
proyeccion de estas fibras aferentes en la médula espinal, la inyeccién intradérmica de
capsaicina provoca un incremento en la actividad tanto de neuronas nociceptivas
especificas (NS) en las capas superficiales, como en neuronas de amplio rango
dinamico (WDR) en la parte profunda del cuerno dorsal (Simone et al. 1989; Sun et al.
2004; Winter et al. 1995; Dougherty y Willis 1992). Por lo tanto, es probable que la
facilitacion diferencial a nivel segmental de los potenciales de campo del PAN,
observada al inyectar capsaicina de forma intradérmica en el cojinete de la pata del
gato, sea derivado de la co-activacidon de neuronas espinales que reciben contacto
sinaptico tanto de fibras aferentes articulares como cutaneas, estas ultimas
provenientes de la regidn en donde se desarrolla la inflamacion por la inyeccion de
capsaicina, ya que existe una convergencia de sus terminales sobre neuronas de
segundo orden a nivel de la médula espinal (Craig 1988, Millan 1998, Rudomin et al.
2008).

Hasta ahora, se han reportado diversos mecanismos descendentes involucrados
en la modulacion (inhibicién/facilitacién) de neuronas espinales que participan en la
transmision de informacion nociceptiva de forma tonica o durante estados de
nocicepciéon (ver Millan 1998, Moreno-Lépez et al. 2013; Xian-Min 1990). Por ejemplo,
se sabe de la presencia de una inhibicidbn tonica descendente que actua sobre
neuronas espinales de segundo orden que reciben contacto sinaptico de aferentes
articulares, y que dicha inhibicion aumenta gradualmente durante la fase aguda del
desarrollo de la inflamacién articular (Cervero et al. 1991; Schaible et al. 1991). A nivel
de las aferentes primarias, se sabe que la inyeccion intradérmica de capsaicina
aumenta la aparicion de reflejos de la raiz dorsal principalmente en fibras aferentes Ad y
C durante el desarrollo de la inflamacién cutanea (Lin et al. 2000), lo que sugiere
cambios en las propiedades intrinsecas de membrana a nivel central, probablemente
asociado con mecanismos GABAérgicos sinapticos y extrasinapticos (Hernandez-Reyes
et al. 2019), que modifican el grado de excitabilidad de las terminales presinapticas. Sin
embargo, no hay evidencia experimental que muestre que existan cambios en los

patrones de PAD de las aferentes articulares durante estados de nocicepcion.
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Efectos de la capsaicina sobre los circuitos que modulan la eficacia

sinaptica de las aferentes articulares

Desde principios de los afos 60s se sabe que la despolarizacion de aferentes
primarias (PAD) esta asociada con la inhibicién presinaptica (Eccles y Krnjevic, 1959;
Eccles et al., 1961; Eccles et al., 1962a; b). Este mecanismo de control sinaptico fue
descrito por Frank y Fourtes en 1957 (Frank y Fuortes, 1957). El hecho de que la
inhibicion presinaptica se dé a través de sinapsis axo-axonicas entre interneuronas
especificas y las aferentes primarias hace de ella un mecanismo altamente selectivo
para el control del flujo de informacion, que es transmitida desde la periferia hacia el
sistema nervioso central, filtrando la informacion sensorial de las fibras aferentes antes
de que arribe a neuronas de segundo orden. La estimulacion de estructuras
supraespinales como el nucleo del rafé magnus (NRM) y la formacién reticular (FR), y
de algunos nervios musculares como el Biceps posterior y semitendinoso (PBSt), son
capaces de producir PAD en diferente medida sobre colaterales de una misma fibra
aferente (Rudomin et al., 2004; Rudomin y Lomeli, 2007). Es decir, no todas las fibras
aferentes, e incluso no todas las terminales de una misma fibra, estan sometidas al

mismo grado de inhibicion.

En particular, se sabe que las aferentes articulares son fuertemente
despolarizadas por la estimulacion de estructuras supraespinales como la formacion
reticular (RF) y el nucleo del rafé magnus (NRM), También, por la estimulacién de los
nervios cutaneos peroneo superficial (SP) y sural (SU), y musculares como el
cuadriceps (Qx) y el biceps posterior y semitendinoso (PBSt). En contraste a esta fuerte
despolarizacién, la estimulacion del nervio articular posterior (PAN) tiene escasos
efectos de PAD autogénica sobre las propias aferentes articulares (Jankowska et al.
1993; Rudomin y Lomeli 2007).

Contrario a la PAD autogénica, en muchos casos la estimulacion del PAN
produce la hiperpolarizacion de las aferentes articulares (Jankowska et al. 1993;
Rudomin y Lomeli 2007). La hiperpolarizacion de las aferentes primarias (PAH) puede
tener distintas interpretaciones. Por un lado, es posible que el potencial basal en la
terminal de la fibra se establezca en un valor mas negativo durante la hiperpolarizacion
y al arribar los potenciales de accion ortodrémicos a la terminal hay un aumento en su
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amplitud y como resultado una mayor liberacion de neurotransmisor (Eccles y Krnjevic
1959). Por otro lado, la hiperpolarizacion podria reflejar la inhibicion de alguna PAD
tonica de fondo que actua sobre las aferentes articulares (Rudomin y Lomeli 2007). En
ambos casos, la PAH estaria asociada con el aumento de la eficacia sinaptica
(Rudomin et al. 1974) y, por lo tanto, con la facilitacion de estas vias durante la

estimulacion autogénica.

De forma interesante, los escasos efectos de PAD autogénica en las aferentes
articulares contrastan con la fuerte despolarizacién producida por la estimulacién de
aferentes cutaneas y musculares. Esto plantea diferentes hipdtesis. En primer lugar,
que los circuitos interpuestos en la via de la PAD autogénica de las aferentes
articulares fueran de baja eficacia sinaptica. Dada la evidencia de la fuerte
despolarizacion ejercida por las aferentes articulares sobre aferentes musculares y
cutaneas, y también de la despolarizacion de aferentes cutaneas y musculares sobre
aferentes articulares (Jankowska et al. 1993, Quevedo et al. 1995; Rudomin y Lomeli
2007), es probable que haya un menor numero de aferentes articulares que activan los
circuitos de la PAD autogénica en comparacion con las aferentes articulares que

producen PAD sobre otras aferentes.

También, seria posible que algunas estructuras supraespinales inhiban de forma
tonica estos circuitos neuronales. En experimentos realizados en gatos anestesiados,
se ha mostrado la presencia de un componente inhibitorio ténico descendente que
inhibe neuronas espinales que reciben contacto sinaptico de fibras aferentes articulares.
La inhibicibn se presenta tanto en neuronas superficiales como de las laminas
profundas del cuerno dorsal (Cervero et al. 1991; Schaible et al. 1991), y es probable
entonces que dentro de las neuronas inhibidas se encuentren algunas que participan en

la PAD autogénica de estas fibras aferentes.

Con base en estos antecedentes, es probable que durante la inflamacion
cutanea producida por la inyeccion intradérmica de capsaicina, haya un aumento en la
actividad de nucleos supraespinales con proyecciones a la médula espinal involucrados
en el control de la nocicepcion. Esta inhibicion descendente podria tener dos
componentes, el primero posinaptico que inhibe a neuronas nociceptivas de proyeccion,
y otro presinaptico, que inhibe a las propias aferentes articulares. En combinacion, esta
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modulacion descendente es capaz de revertir la facilitacion sinaptica de las aferentes
del PAN provocada en un principio por la inyeccién intradérmica de capsaicina
(Rudomin y Hernandez, 2008). Por lo tanto, es probable que durante este estado de
sensibilizacidon central se produzca la facilitacion sinaptica de los circuitos interpuestos
en la via de la PAD autogénica de las aferentes articulares (inhibicion presinaptica),
como uno de los posibles mecanismos capaz de filtrar la informacion probablemente
interpretada como nociceptiva, y evitar estados patolégicos de dolor cronico, como es el
caso de la hiperalgesia secundaria y la alodinia.

Ademas, la facilitacion de un mecanismo como la PAD autogénica es muy
interesante desde el punto de vista dinamico del sistema nervioso central. Esta
evidencia nos habla de su capacidad para activar circuitos neuronales especificos que
le dan al sistema la propiedad de autorregularse (en sistemas de control es conocido
como realimentacion o feedback negativo). En este caso, limitando la cantidad de
informacion que fluye desde la periferia hacia los nucleos de procesamiento sensorial
durante ciertas condiciones fisiolégicas como el dolor.

Cambios en la depresion post-activacion de las aferentes articulares

inducidos por la inyeccién intradérmica de capsaicina

Un resultado que sugiere cambios a nivel presinaptico de las aferentes
articulares, por la inyeccion intradérmica de capsaicina, es la reduccion en el tiempo de
recuperacion de la depresion post-activacion producida por la estimulacion de alta
frecuencia del PAN (Rudomin y Hernandez, 2008). Se sabe que la estimulacion a alta
frecuencia de aferentes musculares del grupo | reduce la amplitud del reflejo
monosinaptico (Lloyd y Wilson, 1957; Hultborn et al., 1996). Esta depresion ha sido
registrada también como una disminucion de los potenciales de campo intraespinal
producidos por la estimulacién de fibras musculares del grupo Il, cutaneas de bajo
umbral (Hammar et al., 2002) y articulares de alto umbral (Rudomin et al., 2007). En
todos los casos, esta depresion es dependiente de la frecuencia de estimulacion y
puede durar por varios minutos. Pero, la depresion post-activacion de las aferentes
primarias no se presenta en el mismo grado en diferentes niveles segmentales ni a
distintas profundidades de la médula espinal (Hammar et al., 2002; Rudomin et al.,
2007), esto llevd a sugerir que dicha depresion es un fenédmeno que depende de las
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caracteristicas intrinsecas de las terminales de las fibras aferentes (Hultborn et al.
1996). Por tanto, este fendmeno se ha atribuido a la disminucién en la probabilidad de
liberacion de neurotransmisor de las terminales como resultado de la activacion de las
fibras aferentes del grupo la a altas frecuencias, lo que implica que su caracter
inhibitorio se produce a nivel presinaptico (Hultborn y Nielsen 1998). Sin embargo,
aunque se ha propuesto que este mecanismo no esta asociado a la actividad de
interneuronas GABAérgicas que producen la despolarizacion de las aferentes primarias,
hay evidencia de algunos autores que sugieren que la depresion post-activacion puede

estar influenciada por elementos supraespinales o espinales (Rossi et al. 1988).
Vias descendentes involucradas en el control de la nocicepcion

En 1965, Melzack y Wall aportaron evidencia de que las vias involucradas en la
transmision nociceptiva proveniente de la piel, visceras y otros tejidos, que inciden
sobre el cuerno dorsal de la médula espinal modulan la informacion antes de
transmitirla hacia estructuras supraespinales (Melzack y Wall 1965). El modelo de la
compuerta del dolor probd la existencia de un procesamiento integrado en las
terminales de las fibras aferentes primarias, y en las neuronas de proyeccion con las
que establecen contacto sinaptico, modificando asi la informacidén nociceptiva antes de
alcanzar centros de integracion sensorial. En la figura 11 se muestran las posibles vias
involucradas en la facilitacion e inhibicion de la informacion nociceptiva con los
diferentes tipos de interacciones a nivel pre o posinaptico en cada uno de los elementos
implicados. Las vias mediadoras de la inhibicion descendente disminuyen la liberacion
de agentes pro-nociceptores de las fibras aferentes nociceptivas (acciones
presinapticas) y, directa o indirectamente (a través de interneuronas inhibitorias),
deprimen la actividad de las neuronas de proyeccion del cuerno dorsal (acciones
posinapticas). Dentro de los nucleos supraespinales con vias descendentes
involucrados en la inhibicion de la informacién nociceptiva se encuentra el nucleo
paraventricular (vasopresina, oxcitocina), posterior periventricular (dopamina) y arcuato
(B-Endorfina) del hipotalamo, el nucleo parabraquial, el nucleo del tracto solitario, la
region rostro ventromedial del tallo cerebral (acetilcolina), el nucleo del rafé magnus

(NRM, serotonina), la corteza cerebral y la sustancia gris periacueductal (Millan 2002).
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Rudomin y cols. han reportado que la estimulacion del NRM y la FR despolariza
las terminales intraespinales de las aferentes articulares a diferentes niveles
segmentales (L3 y L6-L7), aunque con efectos reducidos. Debido al aumento del flujo
de informacion a estructuras supraespinales por la inyeccion de capsaicina o
carragenina, es probable que durante la inflamacion la actividad de alguno de estos
nucleos se facilite y participe en el control de la actividad sinaptica de las aferentes
articulares a nivel presinaptico, disminuyendo directamente la eficacia sinaptica y/o
facilitando vias involucradas en la PAD de las aferentes articulares, contribuyendo asi al
control en el aumento de la informacion nociceptiva transmitida al sistema nervioso

central durante la inflamacion.
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Figura 11. llustracién esquematica de la relacion entre vias descendentes y poblaciones intrinsecas
involucradas en la transmision y modulacion de informacion nociceptiva. Las terminales de las vias
descendentes (DP) provenientes de la regién rostroventral (RVM) y otros nucleos del tallo cerebral, del
nucleo del tracto solitario (NTS), del nucleo parabraquial (NPB), del ndcleo dorso reticular (DRT), del
hipotalamo y de la corteza interactian con fibras aferentes (PAF), interneuronas (INs) y neuronas de
proyecciéon (PNs) en el cuerno dorsal. Las acciones en estos sitios, como una funcion de la influencia de
receptores individuales sobre la excitabilidad celular, suprime y potencia el paso de informacion
nociceptiva hacia la sustancia gris periacueductal (PAG), el talamo, el hipotalamo, PBN, NTS, la amigdala
y otras estructuras cerebrales involucradas en su procesamiento secundario. Estas estructuras transmiten
informacion nociceptiva a regiones corticolimbicas, e interactian con otros centros para modular la
actividad de las propias vias descendentes. Las vias descendentes modulan la actividad sinaptica
ejerciendo acciones sobre neuronas simpatéticas preganglionares (PreG) en las células de la columna
intermediolateral (IML). Después de una lesion de las aferentes primarias, eferentes simpatéticas
modifican las entradas nociceptivas del cuerno dorsal a través de acciones en los ganglios de la raiz
dorsal (DRG). Dentro del cuerno ventral, las acciones de las vias descendentes sobre las motoneuronas
(MN) pueden indirectamente modificar las entradas nociceptivas a través de la iniciacion de conductas
motoras apropiadas. Abreviaciones: NS, nociceptivo-especifico, WDR, amplio rango dinamico, ININ,
interneurona inhibitoria, EXIN, interneurona excitatoria (Modificado de Millan, 2002).
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Planteamiento del Problema

Estudios previos de nuestro laboratorio han mostrado que la inyeccion
intradérmica de capsaicina facilita los componentes N2 y N3 producidos por la
activacion de aferentes articulares intermedio y alto umbral del PAN, respectivamente.
Dicha facilitacion, registrada en la parte profunda del cuerno dorsal, se presento
principalmente en el componente N3, y fue mayor en el segmento espinal L6 en
comparacion con el segmento L7. El aumento en los IFPs del PAN inducido por la
capsaicina aumentd6 de forma gradual siguiendo el curso temporal del proceso
inflamatorio en la pata del gato, llegando a un su maximo efecto alrededor de los 120 a
los 180 minutos después de la inyeccion de la capsaicina (Rudomin y Hernandez,
2008). En estos experimentos, el PAN fue seccionado previo a la inyeccién de la
capsaicina, por lo que la facilitacion de los potenciales del PAN fue atribuida a cambios
sinapticos a nivel central en la médula espinal, y no a cambios en las propiedades de
los receptores en la periferia.

Se sabe que las fibras de bajo umbral del PAN, que producen los componentes
rapidos N1 y N2, transmiten informacidén propioceptiva, es decir, de la posicion de la
articulacion de la rodilla cuando se encuentra dentro de su rango de movimiento
(Burgess y Clarck 1969; O’Connor y Seipel 1982; Ferrell 1987). Por otro lado, las fibras
de alto umbral, que producen los componentes tardios N3, transmiten informacion
nociceptiva, activandose cuando el movimiento de la rodilla se encuentra fuera de su
rango natural de movimiento (Burgess y Clarck 1969; Quevedo et al. 1993; Messlinger
1996). Por lo tanto, los cambios observados en la actividad sinaptica en los
componentes N2 y N3 del PAN durante la inflamacién cutanea inducida por la
capsaicina (Rudomin y Hernandez, 2008), podrian estar asociados con alteraciones en
la ejecucion de movimientos en la extremidad y con alteraciones en la percepcion
sensorial en estados como la alodinia y la hiperalgesia secundaria (Neugebauer y
Schaible 1990; Cervero et al. 1991; Schaible et al. 1991).

De forma interesante, la facilitacion de los IPFs del PAN producida por la
inyeccion intradérmica de capsaicina disminuye gradualmente después de alcanzar su
maximo efecto a los 180 minutos, regresando incluso a valores control, a pesar de que

la inflamacién en la extremidad persiste por un tiempo mas prolongado (Rudomin y
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Hernandez, 2008). Estos resultados experimentales plantean la posibilidad que la
reversion de los efectos producidos por la capsaicina sobre las respuestas del PAN
podria deberse al aumento de un componente inhibitorio descendente con origen en
nucleos supraespinales involucrados en la modulacion de la informacion nociceptiva a
nivel de la médula espinal, como el nucleo del rafé magnus, la formacioén reticular y la

sustancia gris periacueductal (Gebhart 2004; Ossipov et al. 2010).

Evidencia experimental de otros grupos de trabajo ha mostrado que, durante
estados de sensibilizacion inducidos por la aplicacion de agentes nociceptivos o pro
inflamatorios, hay un aumento gradual de las influencias inhibitorias descendentes
sobre neuronas de la médula espinal. En preparaciones de ratas con inflamacion
articular producida por la inyeccion intra-articular de carragenina, se ha observado que
la actividad de neuronas espinales de segundo orden, que reciben contactos sinapticos
de las aferentes articulares de la rodilla, aumenta gradualmente durante la aplicacion de
bloqueos espinales sucesivos (Cervero et al. 1991; Schaible et al. 1991). Si bien estos
estudios han aportado informacién sobre la presencia de un tono inhibitorio
descendente, poco se sabe sobre la dinamica de estos procesos de modulacion
supraespinal, en particular del curso temporal del desarrollo de dicha inhibicion
descendente durante estados de nocicepcion (Cervero et al. 1991; Schaible et al.
1991), y el grado de selectividad en los mecanismos de accion ejercidos sobre las
distintas poblaciones de las neuronas espinales involucradas en la transmision de
informacion nociceptiva, tanto a nivel posinaptico sobre neuronas de segundo orden,

como a nivel presinaptico sobre las fibras aferentes primarias.

A nivel presinaptico, existen circuitos en la médula espinal que modulan la
eficacia sinaptica de las fibras aferentes. Uno de los mecanismos ampliamente
estudiados, por su alto grado de selectividad, es la despolarizacién de aferentes
primarias (PAD), el cual esta asociado a la inhibiciéon presinaptica (Eccles y Krnjevic,
1959; Eccles et al. 1961). Este mecanismo disminuye la eficacia sinaptica de las fibras
aferentes a través de circuitos neuronales que tienen como elemento de ultimo orden
interneuronas GABAérgicas que establecen contactos axo-axonicos con las propias
fibras aferentes. Al ser activadas, las interneuronas GABAérgicas despolarizan las
terminales de las fibras aferentes, reduciendo la cantidad de neurotransmisor liberado.

Estos circuitos neuronales, activados por la propias aferentes primarias, también
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pueden recibir influencias de nucleos supraespinales con proyecciones descendentes a
la médula espinal (Enriquez et al. 1996; Eguibar et al. 1997; Rudomin et al. 2004).

En particular, se sabe que las aferentes articulares son fuertemente
despolarizadas por la estimulacion de fibras cutaneas y musculares, y por estructuras
supraespinales como la formacién reticular y el nucleo del rafé magnus (Jankowska et
al. 1993; Rudomin y Lomeli 2007), probablemente modulando su actividad durante la
ejecucion de movimientos en las extremidades. Pero de forma interesante, las aferentes
articulares presentan efectos muy escasos de PAD autogénica. Esto contrasta con los
organos tendinosos (fibras musculares Ib), en los cuales esta caracteristica ha sido
propuesta como un mecanismo que contribuye al autocontrol de su eficacia sinaptica,
disminuyendo la inhibicion no reciproca que reciben las motoneuronas para permitir

contracciones musculares sostenidas (Lafleur et al. 1992; Zytnicki y Jami 1998).

Por lo tanto, en la presente Tesis nos hemos preguntado si la facilitacion del
componente N3 del PAN, inducida por la inyeccién intradérmica de capsaicina,
disminuye por el aumento de un tono inhibitorio descendente ejercido sobre las
neuronas del cuerno dorsal que reciben entradas sinapticas de aferentes articulares de
alto umbral. En estas condiciones, también es probable que sean facilitados los
circuitos interpuestos en la via de la PAD autogénica de las aferentes articulares. La
PAD autogénica podria participar como un sistema de autocontrol con retroalimentacion
negativa, capaz de reducir (filtrar) la informacién transmitida por el nervio articular antes
de activar neuronas de segundo orden, con lo cual se podria disminuir la cantidad de
informacion que es interpretada como nociceptiva, previniendo asi alteraciones en la
percepcion del dolor o el establecimiento de un estado de dolor crénico. Estos
resultados podrian indicar que los escasos efectos de PAD autogénica en las aferentes
articulares se deben a la inhibicion ténica y/o a la baja eficacia sinaptica de estos
circuitos, pero que pueden ser activados durante estados de sensibilizacion central, en
este caso producido por la estimulacion nociceptiva por la inyeccion de capsaicina.

54



Relevancia del Proyecto

La inyeccidn intradérmica de capsaicina facilita la actividad sinaptica de las fibras
aferentes articulares de intermedio y alto umbral del PAN (Rudomin y Hernandez 2008).
Este fendmeno podria estar relacionado con condiciones como la hiperalgesia
secundaria y la alodinia, estados asociados con dolor por alteraciones en la actividad de
neuronas del sistema nervioso central, involucradas en el procesamiento y la
transmision de la informacién nociceptiva. Estos estados se caracterizan por una
localizacién difusa del dolor e incluso puede estar referido a tejidos intactos (Helliwell y
Taylor 2005; Globe et al. 2009). La persistencia de la actividad nociceptiva por tiempos
prolongados podria generar incluso un estado de dolor crénico. A diferencia del dolor
agudo, el cual tiene la funcion de proteccion para el propio organismo, el dolor crénico
es considerado un estado patologico. Por lo tanto, el desarrollo de mecanismos de
inhibicion focalizados y especificos, como es la inhibicion presinaptica, a través del
mecanismo de la PAD, podrian ser blancos para investigaciones relacionadas con el
tratamiento y el control del dolor.

Actualmente, una de las terapias utilizadas para aliviar el dolor en pacientes
provocado por artritis, herpes zoster o neuropatico, consiste en la aplicacién topica en
dosis Unicas de capsaicina en altas concentraciones (Simpson et al. 2008; Anand y Bley
2011; Backonja et al. 2008), con lo cual existe una deplecion de terminales periféricas
de alto umbral y, por lo tanto, una reduccion en la entrada de informacion nociceptiva.
Otra terapia consiste en la aplicacion topica repetitiva de capsaicina en concentraciones
bajas (Derry y Moore 2012), lo cual reduce el dolor significativamente, pero en este
caso aun se desconoce el mecanismo de accion. Es probable entonces que el aumento
de la informacion nociceptiva en la piel active sinapticamente vias supraespinales
involucradas en la modulacién del dolor, y que dentro de estos circuitos también sean
facilitados los interpuestos en la via de la PAD de las fibras aferentes primarias,
favoreciendo la inhibicion de la informacién nociceptiva en aferentes de alto umbral a

nivel presinaptico.
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Hipotesis

1.- La estimulacion nociceptiva producida por la inyeccion intradérmica de

capsaicina produce un aumento gradual de la inhibicion ténica descendente.

Esta inhibicion afecta sobre todo las respuestas neuronales producidas en el
asta dorsal por la estimulacion de aferentes articulares de alto umbral (nociceptivos),
basicamente sin alterar las respuestas producidas por aferentes de bajo umbral
(propioceptivos).

2.- La PAD autogénica de fibras aferentes articulares de alto umbral es facilitada

durante el estado sensibilizacion central inducido por la inyeccion de capsaicina.

Objetivo

Investigar si la inyeccion intradérmica de capsaicina aumenta la inhibicion tonica
descendente ejercida sobre las fibras aferentes articulares del nervio articular posterior
(PAN) vy, si en estas condiciones de sensibilizacion central, son facilitados
sinapticamente los circuitos interpuestos en la via de la PAD autogénica (inhibicion
presinaptica) de las fibras aferentes articulares.

Objetivos Particulares

1. Analizar el curso temporal en los cambios producidos por la capsaicina sobre la

inhibicion tonica descendente ejercida sobre neuronas de segundo orden con
entradas sinapticas de aferentes articulares.
La magnitud de la inhibicion descendente sera inferida a partir de los cambios
producidos durante la aplicaciéon de bloqueos espinales aplicados antes y después
de la inyeccion de capsaicina sobre los IFPs y los CDPs provocados por la
estimulacion del PAN con distintas intensidades (1.2 - 5 xT).
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2. Analizar la selectividad de la inhibicion ténica descendente ejercida sobre las
diferentes poblaciones de neuronas de segundo orden con entradas sinapticas de
aferentes articulares (nociceptivas especificas y de amplio rango dinamico) a partir
de los cambios de amplitud de los distintos componentes de los IFPs y CDPs
producidos por la estimulacion del PAN a diferentes profundidades del cuerno
dorsal.

3. Estudiar los posibles cambios en los patrones de PAD y PAH del PAN durante el
estado de sensibilizacion central producido por la inyeccion intradérmica de
capsaicina, a partir de los cambios fasicos en el umbral de activacion intraespinal de
fibras aferentes articulares unicas producidos por la estimulacion condicionante

autogénica (PAN) y heterogénica de nervios cutaneos (SP, SU y Saph).

4. Caracterizar las aferentes articulares por en su velocidad de conduccion, umbral de
activacion periférico y posicion anatomica, para determinar si los cambios de
excitabilidad producidos por la inyeccion intradérmica de capsaicina estan

asociados a clases especificas de aferentes articulares.
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Metodologia
Preparacion

Todos los experimentos fueron realizados con la autorizacion del Comité de Etica
Institucional para la investigacion en Animales (Protocolo no. 126-03) en cumplimiento
con las politicas de ética y las regulaciones mexicanas (NOM-062-ZO0-1999). Los
experimentos fueron realizados en gatos adultos de entre 2.4 y 4.6 kg de peso. Los
animales fueron anestesiados inicialmente con Pentobarbital 40 mg/kg de forma
intraperitoneal. Dosis adicionales fueron aplicadas de manera intravenosa para
mantener al animal en anestesia profunda (2 mg/kg en una hora). La presion arterial y
la temperatura fueron monitoreadas de forma continua durante el experimento
manteniéndolas entre 100-120 mm Hg y 36 °C, respectivamente. Las venas radiales
fueron canuladas para suministrar dosis de anestésico adicional, solucion de
bicarbonato de sodio 100 mM y glucosa al 5% (0.03 ml/min) para prevenir la acidosis, y
bromuro de pancuronio 0.4 mg/kg para paralizar al animal. Cuando la presion arterial
disminuye, se administré por esta via dextran al 10% o etilefrina (Effortil, Boering-
Ingelheim) para mantener la presién arterial por arriba de 100 mm Hg. La arteria
carotida fue canulada para el registro de la presion arterial. Después de ser paralizado
muscularmente, el animal se mantuvo oxigenado con un ventilador artificial conectado
por una canula a la traquea. El volumen corriente fue ajustado para tener una
concentracion de CO; del 4% en el aire expirado. Se realizé una toracotomia bilateral
para evitar el movimiento de la médula espinal durante el experimento producido por la

ventilacion mecanica. La vejiga fue canulada para la liberacion de la orina.

La médula espinal fue expuesta por una laminectomia entre los niveles
segmentales S1 a T10. El animal fue fijado en un estereotaxico metalico. Para el
registro de los potenciales del dorso de la médula (CDPs) la duramadre fue expuesta.
Para prevenir la desecacion del tejido, las pocetas de la médula y la pata del animal
fueron llenadas con aceite mineral. Los nervios sural (SU), safeno (Saph), posterior
articular (PAN) y peroneo superficial (SP) del miembro posterior izquierdo fueron
disectados. Los nervios PAN y SU fueron seccionados. El segmento central del nervio
SU y los nervios SP y Saph fueron montados en un electrodo de gancho para su

estimulacion. El segmento central del PAN fue montado en un par de electrodos de
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gancho, uno para su estimulacion y el otro para el registro de las respuestas
antidromicas provocadas por microestimulacion intraespinal. El cojinete central de la
pata del gato fue estimulado con un par de electrodos de aguja insertados en la zona
donde se inyecta la capsaicina (figura 12).
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Figura 12. Diagrama esquematico del modelo experimental. PAA Potencial de acciéon antidromico. S
Electrodos de estimulacion periféricos. S1 'y S2 microelectrodos de estimulacion y registro. R Electrodo de
registro periférico. PAN Nervio Articular Posterior. SU Nervio Sural. SP Nervio Peroneo Superficial.
Laminectomia de los segmentos lumbares L5-L7 para el registro y estimulacién, y a nivel toracico T10
para el bloqueo espinal reversible. Revisar la metodologia para mas detalles.

Estimulacioén y registro

Los potenciales de campo intraespinales (IFPs) y del dorso de la médula (CDPs)
fueron registrados en la parte izquierda de la médula espinal, de forma ipsilateral a la
diseccion de los nervios. La estimulacion eléctrica de los nervios PAN, SU, SP, Saph y
el cojinete de la pata se produjo con pulsos unicos de 0.1 ms a diferentes intensidades,
referidos a la intensidad mas baja para producir una respuesta detectable o umbral (xT).
Los nervios sensoriales fueron estimulados con diferentes intensidades desde 1.2
hasta 10 xT, a una frecuencia de 1 Hz. Los CDPs fueron registrados con electrodos de

esfera de plata posicionados en contacto con la superficie de la médula espinal entre
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los niveles segmentales S1 a L4. Para el registro de los IFPs y para la estimulacion
intraespinal, se insertaron dos micropipetas con diametro de punta de 3 um y llenas con
una solucion de NaCl (2 M) en los segmentos donde los CDPs producidos por la
estimulacion del PAN fueron maximos (figura 13). Los IFPs fueron registrados a
diferentes profundidades del cuerno dorsal, utilizando un par de micromanipuladores
con una resolucion de avance y retroceso de 1 um. El registro de los CDPs e IFPs se
hizo con referencia a un electrodo ubicado entre los musculos paravertebrales y con un

filtro pasa-bandas entre 0.3 Hz y 10 kHz.
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Figura 13. Distribucion de las proyecciones segmentales e intraespinales de las aferentes articulares y
del nervio plantar. a CDPs producidos en los segmentos L4-S1 por la estimulacion ipsilateral del PAN y
del cojinete de la pata con pulsos unicos de intensidad 3 xT y 1.5 xT, respectivamente. La distancia en
milimetros es relativa al sitio donde los CDPs del PAN tuvieron la amplitud maxima. b CDPs e IFPs
producidos por la estimulacion del PAN con pulsos unicos 3 xT registrados a diferentes profundidades
dentro del cuerno dorsal en los segmentos L6 y L7 en donde los CDPs fueron maximos (trazos rojos).
Los trazos superpuestos de arriba muestran los CDPs en ambos segmentos.
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Para posicionar los microelectrodos de estimulacion en la vecindad de las
aferentes articulares estudiadas durante todo el protocolo de cada experimento, se
buscé la profundidad dentro del cuerno dorsal en donde la corriente de estimulacion
intraespinal para producir el potencial antidromico era minima. Para calcular el umbral
intraespinal de forma continua, se aplicaron pulsos de corriente de 0.1 ms a 1 Hz de
forma independiente y alternante en cada micropipeta, ajustando la intensidad (umbral)
de los pulsos de manera automatica por una computadora para producir en cada
terminal de las aferentes articulares un potencial antidromico con una probabilidad de
disparo del 50 por ciento. El umbral intraespinal de las aferentes articulares puede
cambiar al activar los circuitos interpuestos en la via de la PAD por la estimulacion
condicionante de las aferentes cutaneas o del propio nervio articular. Los estimulos
condicionantes de los nervios cutaneos SP, SU y Saph fueron aplicados con pulsos
unicos de 0.1 ms con intensidades de 1.2 - 10 xT, mientras que el PAN fue estimulado
con trenes de 4 pulsos a 700 Hz con intensidades entre 1.2 - 10 xT. Los estimulos
condicionantes fueron aplicados entre 35 y 45 ms antes de aplicar el estimulo de
prueba del umbral de activacion intraespinal.

Bloqueo espinal reversible

Para eliminar temporalmente las influencias entre estructuras supraespinales y
los circuitos segmentales de la médula espinal, se bloqued el paso de informacion
enfriando la médula espinal hasta el punto de congelamiento (figura 12). Para ello, se
colocd un termodo con laca aislante en contacto con la superficie de la médula espinal
a nivel segmental T10. El termodo tiene adherido un termopar que permite medir la
temperatura en la superficie de la médula. Un sistema de enfriamiento hace circular un
fluido a través del termodo que cambia su temperatura de 37 a -22 °C para disminuir la
temperatura de la médula entre 0 y -2.5 °C. Después del registro de los IFPs del PAN o
del umbral de activacion intraespinal de las aferentes articulares durante el bloqueo
espinal, la temperatura del tejido nervioso se regres6 a 37 °C al pasar un fluido caliente
a través del termodo. Esto restablece el paso de informacion a través de la médula
espinal en unos minutos (ver Quevedo et al., 1993). Dependiendo del protocolo
experimental, los bloqueos espinales duraron entre 5 y 20 minutos, aproximadamente.

Este método permite realizar varios bloqueos espinales sucesivos en el mismo

61



experimento (ver Laird and Cervero 1990; Cervero et al. 1991; Schaible et al. 1991;
Quevedo et al . 1993).

Inyeccién de capsaicina

Para estudiar los efectos de la capsaicina sobre la eficacia sinaptica de las
aferentes articulares, se inyectaron 30 ul de capsaicina en solucion al 1%, disuelta en
10% de Tween® y 90% de solucion salina, intradérmicamente en el cojinete central de
la pata del gato en la cual se practico la diseccién de los nervios (figura 12). La
capsaicina fue inyectada una sola vez en cada experimento para prevenir la
desensibilizacion de los receptores periféricos (Sorkin y McAdoo 1993; Sakurada et al.
2005).

Analisis de los datos

Para estudiar los cambios en la inhibicion descendente ejercida sobre las
neuronas que reciben contacto sinaptico de las aferentes articulares por la inyeccion
intradérmica de capsaicina, se analizaron los cambios en la amplitud de los
componentes N2 y N3 de los IFPs y CDPs producidos por la estimulacién del PAN
antes, durante y después de los bloqueos espinales reversibles. Los IFPs y CDPs
fueron registrados y almacenados digitalmente para su analisis fuera de linea. La
digitalizacion de los potenciales se hizo con una tarjeta de adquisicion de National
Instruments con frecuencia de muestreo de 10 kHz. Los cambios en el nivel de
inhibicion se calculan de manera relativa a la amplitud de los IFPs y CDPs previo a la

aplicacion del bloqueo espinal.

El grado de despolarizacién e hiperpolarizacién en cada terminal de las aferentes
articulares se determina a partir del cambio en la corriente minima (umbral) intraespinal
producido por la estimulacién condicionante de los nervios SP, SU, Saph y PAN, con
respecto a la corriente basal previa a la estimulacion condicionante (figura 14). Los
valores de corriente intraespinal son registrados y almacenados en una computadora
para su analisis fuera de linea. Por lo tanto, los cambios en el umbral de activacion
intraespinal de las fibras aferentes es una relacion expresada en el porcentaje de

cambio de dicha corriente.
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Figura 14. Diagrama del arreglo experimental. R, electrodo de registro del potencial de accidn
antidromico. S, electrodos de estimulacion intraespinal y periféricos. J, nervio articular. Discrim.
Discriminador del potencial de accién antidromico por amplitud. Computer control, sistema automatico de
ajuste de corriente de estimulacion intraespinal para encontrar el umbral intraespinal de forma
automatica. Modificado de Jankowska et al. 1993.
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La despolarizacion de una terminal aferente provoca una reduccion en el umbral
intraespinal y, por lo tanto, un porcentaje menor al 100%. La hiperpolarizacion de una
terminal aferente provoca un aumento en el umbral intraespinal y, por lo tanto, un
porcentaje mayor al 100%. Si la estimulacidon condicionante no tiene ningun efecto

sobre el umbral intraespinal de la terminal aferente, el porcentaje sera igual al 100%.

Expresar los cambios de excitabilidad de las aferentes articulares en funcién del
porcentaje y no del valor absoluto elimina el error producido por la variacion en el
umbral intraespinal provocado por el cambio en la distancia entre la micropipeta de
estimulacion y la terminal de la fibra aferente (Eguibar et al. 1997), debido a posibles
movimientos de la médula espinal provocados por la ventilacion mecanica artificial o por

los cambios en la presion arterial.

En cada experimento es posible registrar los cambios en el umbral de activacion
intraespinal de una o dos fibras aferentes de forma independiente. Una vez
seleccionadas las fibras en la condicidn control, la posicidn de los microelectrodos de
estimulacion se mantiene para registrar los cambios en el umbral de activacion
intraespinal de las aferentes articulares durante varias horas (aprox. 5 horas a partir del
registro control). Esto nos permite comparar los efectos de la estimulacion
condicionante sobre las terminales intraespinales de las mismas fibras articulares del
PAN en condiciones control, durante el bloqueo espinal reversible y posterior a la

inyeccion intradérmica de capsaicina en cada experimento.
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Calculo del umbral periférico de las aferentes articulares registradas

Para la identificacidon del tipo de aferente articular estudiada en cada experimento
de acuerdo a su umbral de activacion periférico, se realizdé su caracterizacién en funcion
de la prueba de colisiéon (figura 23). El protocolo consiste en aplicar un pulso de
corriente constante a 1 Hz a través de la micropipeta insertada en la médula espinal
suficiente para producir el potencial de accion antidromico en la aferente articular. Este
potencial es registrado en la periferia en el electrodo distal sobre el cual es montado el
nervio articular. Con el electrodo proximal se aplican estimulos condicionantes al PAN
con intensidades de estimulacion que se incrementan de manera gradual a partir de
valores subumbral. El estimulo condicionante se aplica alrededor de 2 ms previo al
estimulo de prueba intraespinal. La intensidad del estimulo periférico se incrementa
hasta alcanzar el umbral de activacion periférico de la misma fibra activada
intraespinalmente. Cuando la fibra articular es activada por el estimulo condicionante,
ésta se encuentra en estado refractario cuando se aplica el estimulo intraespinal. Por lo
tanto, la intensidad del estimulo periférico en el cual el potencial antidromico deja de ser
registrado es el valor del umbral de activacién periférico de la aferente articular

estimulada intraespinalmente.

Velocidad de conduccion

De forma complementaria al umbral periférico para la identificacién del tipo de
fibra aferente, se midid la velocidad de conduccién de cada aferente articular. Este
parametro se calculo con la relacion entre la distancia medida desde el nivel segmental
donde se aplicé la microestimulacion intraespinal hasta el punto de registro periférico
del potencial de accién antidromico en el nervio articular y el tiempo que le toma al

potencial de accidén antidromico recorrer dicha distancia.

Histologia

Al final del cada experimento, el animal de experimentacion fue sacrificado con
una sobredosis de anestésico. La meédula espinal fue removida dejando los
microelectrodos en su posicion. Después de fijar el tejido en formaldehido y
deshidratarlo, los segmentos de la médula espinal con los microelectrodos fueron
transparentados con salicilato de metilo. Subsecuentemente, la médula espinal fue

64



cortada para obtener las secciones que contenian las micropipetas de registro. El
recorrido dejado por las micropipetas fueron dibujadas en un microscopio éptico.

Analisis estadistico

Los registros de los IFPs y los CDPs producidos por la estimulacién con
diferentes intensidades (1.2-10 xT) fueron promediados en linea (32 muestras a 1 Hz) y
los resultados fueron almacenados para su procesamiento fuera de linea. Para evaluar
los efectos producidos por la capsaicina y el bloqueo espinal sobre la amplitud de los
componentes N2 y N3 del PAN, los IFPs de todos los experimentos producidos con las
diferentes intensidades (generalmente de 3-5 xT) fueron agrupados. Todos los valores
estan dados como la media + el error estandar de la media (SEM). Las pruebas t de
Student, t de Student pareado y U de Mann-Whitney fueron utilizadas para la
comparacion estadistica. Los valores de p<0.05 fueron considerados como
significativos y marcados en las figuras con asteriscos de la siguiente forma: * p<0.05,
** p<0.01y *** p<0.001.
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Resultados

En trabajo previo de nuestro laboratorio se encontr6 que la inyeccion
intradérmica de capsaicina en el cojinete central de la pata del gato anestesiado facilita
los potenciales de campo intraespinal (IFPs) producidos por la estimulacién eléctrica del
nervio articular posterior (PAN), principalmente del componente N3 en comparacién con
el componente N2, y en mayor medida a nivel segmental L6 en comparacion con el
segmento L7. Aproximadamente 180 minutos después de la inyeccion de la capsaicina,
esta facilitacion disminuye a pesar de que la inflamacion cutanea en la extremidad
persiste por un tiempo mas prolongado (Rudomin y Hernandez 2008). Debido a que la
facilitacion de los potenciales del PAN sigue el curso temporal del proceso inflamatorio
en la extremidad, los autores propusieron que la reversion tardia de la facilitacién podria
estar mediada por un mecanismo sinaptico, probablemente un componente inhibitorio

descendente.

Con el proposito de identificar la presencia de un componente inhibitorio
descendente facilitado por la estimulacion nociceptiva, hemos analizado los cambios en
los potenciales de campo del PAN durante la aplicacion de bloqueos espinales
reversibles, antes y después de la inyeccion intradérmica de capsaicina.

Seccion | Cambios en los potenciales de campo del PAN
inducidos por la inyecciéon intradérmica de capsaicina durante la

aplicacién de bloqueos espinales reversibles

Efecto de la aplicacion de bloqueos espinales sucesivos sobre las
respuestas producidas por la estimulacion de aferentes articulares

Para establecer un control, primero se realizaron bloqueos espinales sucesivos
antes de la aplicacion de la capsaicina. En la figura 15 se muestran los registros de los
CDPs vy los IFPs producidos por la estimulacion del PAN antes, durante y después de
tres bloqueos espinales reversibles de un experimento. Los potenciales fueron
producidos con tres intensidades de estimulacion distintas de 1.75, 2 y 3 xT, y
registrados tanto en la superficie de la médula como en la parte profunda del cuerno
dorsal del segmento L6, a 2.0 mm por debajo de la superficie de la médula. Los
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cambios fueron medidos como el porcentaje de cambio del componente N3 con

respecto a su valor en la condicion control (columna de la izquierda, trazos negros).

Durante la aplicacién de los bloqueos espinales (trazos azules), se observa que
el porcentaje de cambio de la amplitud de los potenciales del PAN es mayor con
intensidades de estimulacion bajas comparado con intensidades de estimulacion mas
altas, en este experimento de 219% para 1.75 xT, 152% para 2 xT y 140% para 3 xT,
probablemente por un fendmeno de saturacion en el componente N3 con intensidades
de estimulacion mayores. De forma interesante, la facilitacion de los IFPs y de los CDPs
durante cada bloqueo espinal alcanzé la misma magnitud con las tres intensidades de
estimulaciéon. Al retirar el bloqueo espinal, la amplitud del componente N3 vuelve a
valores control casi en todas las intensidades, lo que sugiere que se ha restablecido la
inhibicion descendente ejercida sobre las neuronas espinales con entradas de aferentes
articulares (figura 15).

Si bien estos resultados muestran que la facilitacion de los potenciales del PAN
es revertida cuando se retiran los bloqueos espinales de corta duracion
(aproximadamente 5 min), se observa que en los potenciales producidos con la
intensidad de estimulacion mas baja (1.75 xT) hay un ligero aumento en la amplitud
después de retirar el ultimo bloqueo espinal. Este cambio sugiere que la aplicacion
repetida de bloqueos espinales podria inducir cambios en la actividad de circuitos
neuronales a nivel de la médula espinal, provocados por la interrupcion de la

comunicacién de dichos circuitos con estructuras supraespinales.

Otra observacidon importante que surge de este experimento es que durante el
bloqueo espinal también hay un aumento en el componente positivo (onda positiva) de
los CDPs y de los IFPs del PAN al final del componente N3 (Quevedo et al. 1993). La
onda positiva, asociada con los potenciales de raiz dorsal (Barron y Matthews 1938;
Wall 1958), es producida por la activacion de neuronas GABAérgicas que despolarizan
a las fibras aferentes primarias (Eccles et al. 1961), indicando que también los circuitos
involucrados en modular la eficacia sinaptica de las fibras aferentes articulares por el
mecanismo de la inhibicibn presinaptica son controlados desde estructuras
supraespinales (Enriquez et al. 1996; Eguibar et al. 1997; Rudomin et al. 2004). Estos
resultados coinciden con estudios previos que muestran la presencia de un tono
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inhibitorio descendente ejercido sobre neuronas que reciben entradas sinapticas de las
aferentes articulares (Quevedo et al. 1993), dentro de los cuales se podrian encontrar
los circuitos de la PAD, lo que explicaria que los escasos efectos de la PAD autogénica
observados en el PAN (Jankowska et al. 1993; Rudomin y Lomeli 2007) se deben a su

inhibicion desde estructuras supraespinales.
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Figura 15. La inhibicién tonica descendente del PAN no aumenta por la aplicacion repetida de bloqueos
espinales reversibles. Potenciales del dorso de la médula (CDPs) producidos por la estimulacién del PAN
3xT y de campo (IFPs) producidos por la estimulaciéon del mismo nervio con diferentes intensidades 1.75,
2 y 3xT, registrados a una profundidad de 2.0 mm por debajo de la superficie de la médula espinal en el
segmento L7 (ver histologia). En azul se muestran los registros obtenidos durante tres bloqueos
espinales diferentes. Note que, aunque hay una clara facilitacion de los potenciales de campo del PAN,
esta facilitacion no aumenta entre los diferentes bloqueos espinales.

La facilitacion de las respuestas articulares inducida por capsaicina

aumenta en forma selectiva durante el bloqueo espinal

Con el proposito de comprobar si la inhibicion descendente ejercida sobre las
neuronas con entradas sinapticas del PAN es parte de un mecanismo inducido por la
capsaicina, se estudiaron los cambios en la amplitud de los potenciales de campo del
PAN durante la aplicacion de bloqueos espinales después de la inyeccion intradérmica
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de capsaicina. La figura 16 muestra los registros de los IFPs del PAN producidos con
una intensidad de estimulacion 5 xT a distintas profundidades del cuerno dorsal, en el
segmento espinal L6. Los registros fueron obtenidos en condicion control (trazos
negros), 160 minutos después de la inyeccion intradérmica de capsaicina (trazos rojos)
cuando se ha reportado que su efecto es maximo sobre las respuestas del PAN
(Rudomin y Hernandez 2008), durante el bloqueo espinal por frio (trazos azules) y
después de retirar el bloqueo espinal (trazos verdes). En condicion control, la amplitud
de los componentes N2 y N3 tienen sus maximos valores entre 1.2 y 1.6 mm (figura
16C, circulos blancos). Esta distribucién de la amplitud de los potenciales concuerda
con observaciones previas donde fueron utilizadas técnicas de marcaje anterdégrado
(Craig et al. 1988) y la estimulacion eléctrica con diferentes intensidades (Rudomin et
al. 2007), encontrando que las aferentes articulares de bajo umbral, que producen los
componentes N1y N2, proyectan principalmente en la parte profunda del cuerno dorsal,
entre las laminas Ill a VI; mientras que las aferentes articulares de alto umbral, que
producen el componente N3, proyectan a lo largo de todo el cuerno dorsal, teniendo un
maximo en la parte superficial, entre las laminas | y Il, y otro en la parte profunda,

alrededor de la lamina V (ver también figura 12).

A los 160 minutos después de la inyeccion intradérmica de capsaicina, es clara la
facilitacion del componente N3 desde la superficie hasta la zona intermedia del cuerno
dorsal (0.8 a 1.8 mm), en comparacion con los escasos efectos observados sobre el
componente N2, que solo se ven ligeramente facilitados en 0.8 y 1.4 mm (figura 16C,
circulos rojos). Es probable que la falta de efectos de la capsaicina sobre el
componente N2 se deba que estos circuitos no se encuentran bajo la accion de la
inhibicion ténica descendente facilitada por la capsaicina, o que se haya producido un
fenobmeno de saturacion en dicho componente debido a la alta intensidad de

estimulacion eléctrica del PAN (5 xT) utilizada en este experimento.

Posterior a este tiempo, alrededor de los 180 minutos de la inyeccion de la
capsaicina, se aplico el bloqueo espinal reversible por frio. Durante el bloqueo espinal,
la amplitud de los potenciales de campo del PAN aumentdé comparados con los
registros previos. El componente N2 se facilitd ligeramente en la parte profunda, entre
1.2 y 1.6 mm, mientras que el componente N3 aument6 en todas las profundidades del

cuerno dorsal, desde 0.6 hasta 1.8 mm (figura 16C, cuadros azules). Al retirar el
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bloqueo espinal, la amplitud de los potenciales de campo del PAN disminuyo,
regresando a sus valores previos en ambos componentes, practicamente en todas las

profundidades (figura 16C, circulos verdes).

El aumento de los potenciales de campo del PAN durante la aplicacion de los
bloqueos espinales ha sido interpretado como la interrupcién de un componente
inhibitorio descendente que reciben neuronas del cuerno dorsal con entradas sinapticas
de las aferentes articulares. Esta inhibicion tonica, que controla la eficacia sinaptica de
las aferentes articulares en todo momento, puede aumentar entonces con la inyeccion
intradérmica de capsaicina para limitar la actividad de las neuronas que reciben

contactos sinaptico de las aferentes articulares de alto umbral.
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Figura 16. Aumento en la facilitacién producida por la inyeccidn de capsaicina sobre los IFPs del PAN
durante el bloqueo espinal reversible. A, B Registros de los CDPs e IFPs en condicién control (trazos
negros), después de 160 minutos de la inyeccion de capsaicina (trazos rojos), durante el bloqueo espinal
reversible (trazos azules) y al retirar el bloqueo espinal (trazos verdes). El tiempo posterior a la unica
inyeccién de capsaicina esta indicado en minutos. Los potenciales fueron producidos con una intensidad
de estimulacion de 5xT y fueron registrados a distintas profundidades a partir de la superficie de la
médula espinal cada 0.2 mm, en el segmento espinal L6. C Gréficas de los cambios en la amplitud de los
componentes N2 y N3 (marcados con lineas verticales en A y B).
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Curso temporal de los cambios en la inhibicion descendente inducida por la

inyeccidn intradérmica de capsaicina

Los resultados obtenidos a partir de los cambios en la amplitud de los
potenciales de campo del PAN durante los bloqueos espinales aplicados antes y
después de la inyeccion intradérmica de capsaicina plantean la pregunta si hay un
aumento en la inhibicion tonica descendente ejercida sobre las neuronas que reciben
entradas sinapticas del PAN por la estimulacion nociceptiva. Por lo tanto, para
responder esta pregunta, se analizaron los efectos producidos sobre los potenciales de
campo del PAN durante la aplicacion de bloqueos espinales sucesivos a diferentes
tiempos después de la inyeccion intradérmica de capsaicina.

En la figura 17 se observan los registros obtenidos en un experimento de forma
simultanea en dos niveles segmentales diferentes (L6 y L7), y a dos distintas
profundidades del cuerno dorsal, el primero en las laminas superficiales I-1l (0.6 mm) y
el segundo en las laminas profundas V-VI (2.0 mm). Durante el primer bloqueo espinal,
aplicado antes de la inyeccion de capsaicina, hay una ligera facilitacion de los
componentes N2 y N3, que se revierte al retirar el bloqueo espinal. De hecho, la
amplitud del componente N3 después de retirar el bloqueo es menor en comparacion
con la condicién control (ver figura 18, barras azules), probablemente como resultado
de un aumento en la inhibicion descendente después de realizar la desconexion
momentanea entre estructuras supraespinales y neuronas del cuerno dorsal debido al

boqueo del paso de informacién a través de la médula espinal.

A los 40 minutos de la inyeccidn de capsaicina, la amplitud de los potenciales del
PAN aument6 en comparacion con el registro control (figura 17), lo que sugiere que la
capsaicina facilité la actividad sinaptica de estos circuitos espinales. En esta condicion,
se aplicé un segundo bloqueo espinal a los 120 minutos de inyectar la capsaicina,
durante el cual la amplitud del componente N3 volvio a incrementar en ambas
profundidades de los dos segmentos espinales L6 y L7. Al retirar el bloqueo, el efecto
de la facilitacion se revirtio, y la amplitud del componente N3 disminuyé nuevamente por
debajo de la amplitud producida antes del bloqueo espinal. Finalmente, la amplitud del

componente N3 fue mucho mayor durante un tercer bloqueo espinal aplicado a los 200
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minutos después de la inyeccidon de capsaicina, comparado incluso con la facilitacion
observada durante la aplicacion del segundo bloqueo espinal.

PAN 3xT
L6 L7
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Figura 17. Aumento de la inhibicion tonica descendente sobre los IFPs del PAN por la inyeccion
intradérmica de capsaicina. A y B. Potenciales del dorso de la médula (CDPs) producidos por la
estimulaciéon del PAN con intensidad 3xT y registrados en dos niveles segmentales L6 y L7,
respectivamente. C y D. Potenciales de campo producidos por la estimulacion del PAN 3xT y registrados
a dos profundidades (0.6 y 2.0 mm) y a dos niveles segmentales (L6 y L7) de forma simultanea. El tiempo
después de la inyeccién intradérmica de Capsaicina se muestra en minutos. Los trazos para ambos
potenciales CDPs e IFPs muestran en color negro los registros en la condicién control. En color rojo
aparecen los registros producidos después de la inyeccion de Capsaicina. En azul se muestran los
registros en los diferentes bloqueos espinales, el primero previo, el segundo a los 100 min y el tercero a
los 180 min después de la inyeccion intradérmica de capsaicina. En color verde se muestran los registros
producidos después de retirar el bloqueo espinal. E. Las barras muestran las medidas de las amplitudes
de los componentes N2 y N3 en ambos sitios. Note que la facilitacion de los potenciales se presenta
principalmente en el segmento L6 y sobre todo en la parte profunda del cuerno dorsal (2.0 mm).
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El analisis cuantitativo (uV) de los cambios en la amplitud de los potenciales de
campo del PAN por la inyeccidn de capsaicina relativos al control representados en la
figura 17, muestra nuevamente que la facilitacion se presenta principalmente en el
componente N3 (barras rojas, figuras 18A-B), comparado con los escasos efectos
provocados sobre el componente N2 (barras rojas, figuras 18C-D). De forma
interesante, a diferencia del aumento de los IFPs del PAN hasta un valor constante
durante los tres bloqueos espinales sucesivos aplicados sin inyectar la capsaicina
(figura 15), la amplitud del componente N3 aumenté gradualmente durante cada
bloqueo espinal aplicado después de la inyeccidn de capsaicina, alcanzando hasta los
963 y 478 wV en la parte profunda de ambos segmentos L6 y L7, respectivamente

(barras azules, figura 18C-D).

Comparando los cambios porcentuales con los cambios absolutos en voltaje
(figura 18), se observa que a pesar de que la facilitacién de la amplitud del componente
N3 durante los bloqueos espinales fue mayor en el segmento L6 comparado con el
segmento L7 y también fue mucho mayor en las laminas profundas del cuerno dorsal
(2.0 mm) en comparacién con las laminas superficiales (0.6 mm), los cambios en el
componente N3 son muy similares en porcentaje, alcanzando niveles de facilitacién de
236 % y 256 % en la parte profunda de los segmentos L6 y L7, respectivamente (barras
azules, figura 18C-D). Estos resultados sugieren que la capsaicina facilita un
componente inhibitorio descendente que actua principalmente sobre una mayor
poblacidn de neuronas que reciben entradas del PAN en la parte profunda del cuerno
dorsal del segmento L6.

Adicionalmente, en este experimento también se observé un aumento en la onda
positiva durante los bloqueos espinales aplicados después de la inyeccién intradérmica
de capsaicina, tanto en los CDPs (figura 18A-B) como en los IFPs (figura 18C-D),
sugiriendo que hay un aumento en la actividad de los circuitos que median la PAD de
las aferentes articulares a nivel de la médula espinal y sean inhibidos por estructuras
supraespinales. Es probable que parte de estos circuitos sean los interpuestos en la via
de la PAD autogénica de las aferentes articulares, y son facilitados durante el estado de
nocicepcion inducido por la capsaicina.
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Figura 18. Cambios en la amplitud de los componentes N2 y N3 de los IFPs del PAN producidos durante
los bloqueos espinales reversibles aplicados antes y después de la inyeccion intradérmica de capsaicina.
Los datos fueron obtenidos del mismo experimento de la figura 16. a, b Efectos de la capsaicina y de la
espinalizacion reversible del componente N2 registrado en la parte superficial (0.6 mm) y profunda (2.0
mm) del cuerno dorsal en los segmentos L6 y L7. Los valores por encima de las barras indican el
porcentaje de cambio relativo a la amplitud del componente N2 registrado antes de cada bloqueo espinal.
Barras negras, respuestas control obtenidas antes y después del primer bloqueo espinal. Barras azules,
respuestas obtenidas durante cada bloqueo espinal reversible. Barras rojas, respuestas obtenidas a
diferentes tiempos después de la inyeccién Unica de capsaicina, indicados en minutos. ¢, d Lo mismo
pero para el componente N3. Barras verdes, respuestas de la onda positiva (p).

Este resultado experimental concuerda con la evidencia mostrada por Schaible y
cols., quienes encontraron que la actividad de neuronas espinales con entradas
sinapticas de aferentes articulares aumentaba de forma gradual durante la aplicacion de
bloqueos espinales reversibles debido a la inflamacion aguda inducida por la inyeccion
de carragenina en la capsula articular de la rodilla (Cervero et al. 1991; Schaible et al.
1991). Sin embargo, en estos experimentos desarrollados por Schaible y cols. no es

posible determinar el efecto provocado por la posible sensibilizacion de las aferentes
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articulares debido a su activacion directa con carragenina o por cambios producidos a
nivel central. En contraste, en nuestro modelo experimental, la capsaicina se inyecto
intradérmicamente en el cojinete de la pata una sola vez y, adicionalmente, el nervio
articular fue seccionado previo a la inyeccidn de la capsaicina, reduciendo la posibilidad
de un efecto de sensibilizacion periférica de los receptores. Esto sugiere que, tanto el
aumento de la actividad sinaptica de las neuronas con entradas de aferentes articulares
como el aumento de la inhibicion descendente sobre estas mismas neuronas

provocado por la inyeccidn de la capsaicina es un efecto producido a nivel central.

Distribucién intraespinal de los efectos producidos por la capsaicina y el
bloqueo espinal sobre los componentes N2 y N3 del PAN

Con el propédsito de estudiar si el aumento del tono inhibitorio descendente
facilitado por la inyeccion intradérmica de capsaicina se presenta en forma selectiva
sobre diferentes poblaciones de neuronas espinales con entradas sinapticas del PAN,
se analizaron los cambios en la amplitud de los componentes N2 y N3 de los IFPs del
PAN en diferentes regiones del cuerno dorsal durante la aplicacion de bloqueos
espinales reversibles antes y después de la inyeccion intradérmica de capsaicina.

Para este propdsito, los IFPs del PAN fueron separados en tres grupos. En el
primero grupo se analizaron los potenciales de campo registrados en las primeras
laminas del cuerno dorsal. Esta actividad esta relacionada principalmente con neuronas
nociceptivas especificas (NS) ubicadas en las laminas I-Il de Rexed que reciben
entradas sinapticas de aferentes de alto umbral (0.2 a 0.6 mm). En el segundo grupo se
analizaron los potenciales de campo registrados en la parte intermedia del cuerno
dorsal. Esta actividad esta relacionada con neuronas que reciben informacion
propioceptiva de aferentes de bajo umbral ubicadas en las laminas Ill-IV de Rexed (0.8
a 1.2 mm). En el tercer grupo se analizaron los potenciales de campo registrados en la
parte profunda del cuerno dorsal. En esta zona, la actividad esta relacionada con
neuronas de amplio rango dinamico (WDR) ubicadas en las laminas V-VI de Rexed que
reciben contactos sinapticos de fibras aferentes tanto propioceptivas como nociceptivas
(1.4 a 3.0 mm).
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En la figura 19 se observa que los cambios en la amplitud del componente N2
durante los bloqueos espinales reversibles son reducidos en la parte superficial y en la
zona intermedia del cuerno dorsal en comparaciéon con los efectos del componente N3.
Sin embargo, hay que notar que en la parte profunda del cuerno dorsal si hay un
aumento en la amplitud del componente N2 por la inyeccion intradérmica de capsaicina,
como habia sido reportado previamente por Rudomin y Hernandez (2008), y durante la

aplicacion de los bloqueos espinales.

En cambio, el componente N3 se facilita durante todos los bloqueos espinales
reversibles a lo largo de todo el cuerno dorsal. Antes de la inyeccion de la capsaicina, el
aumento del componente N3 llega aproximadamente a los mismos valores en la parte
superficial 176%, 155% y 163% y en la parte profunda de 194%, 183% y 172% durante
tres bloqueos espinales sucesivos, respectivamente; lo que sugiere que los efectos del
bloqueo espinal son reversibles y que el aumento de los IFPs del PAN durante los
bloqueos espinales este asociado a la inhibicion tonica descendente ejercida sobre un
numero relativamente constante de neuronas que reciben contactos sinapticos de
aferentes de alto umbral del PAN. Después de retirar el bloqueo espinal, la amplitud de
los potenciales del PAN regresa a valores control, indicando que las influencias
descendentes han sido restablecidas. Estos resultados sugieren que la aplicacién de
bloqueos espinales de corta duracién (aproximadamente 5 minutos) permiten la
completa reversibilidad de las condiciones previas al bloqueo, sin generar

aparentemente cambios significativos en la actividad de las neuronas del cuerno dorsal.

Después de la inyeccidn intradérmica de capsaicina, los potenciales N3 del PAN
aumentan de forma gradual durante cada bloqueo espinal subsecuente. Esta facilitacion
es mayor en la parte profunda del cuerno dorsal en donde alcanza valores de 186%,
291% y 523%; en comparacion con la zona intermedia que alcanza valores de 345%,
337% y 229%, y las laminas superficiales donde alcanza valores de 125%, 239% vy
343% para el primer, segundo y tercer bloqueo espinal, respectivamente (figura 19,
barras azules). De forma interesante, aun cuando el aumento en la amplitud del
componente N3 fue mayor en la parte profunda del cuerno dorsal, un analisis de los
cambios en porcentaje respecto a la condicion control muestra que en la region
superficial del cuerno dorsal (0.2 — 0.6 mm) también hay un efecto de facilitacion

sinaptica en las aferentes articulares por la inyeccion intradérmica de capsaicina vy,
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adicionalmente, que se encuentran sujetas a un componente inhibitorio descendente

que aumenta después de la estimulacion nociceptiva.
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Figura 19. Efectos sobre los componentes N2 y N3 de los potenciales de campo del PAN durante el
bloqueo espinal reversible, antes y después de la inyeccion intradérmica de capsaicina. Promedio y Error
Estandar expresado como el cambio en el porcentaje con respecto al control. Los potenciales de campo
fueron producidos por la estimulaciéon del PAN con pulsos Unicos con intensidades entre 1.5-10xT. Barras
negras, condicion control. Barras azules, mediciones obtenidas durante los diferentes bloqueos espinales
reversibles. Barras verdes, mediciones obtenidas después de retirar el bloqueo espinal previo a la
inyecciéon de capsaicina. Barras rojas, primeras cuatro horas posteriores a la inyecciéon de capsaicina.
Barras purpuras, mediciones obtenidas después de la seccion espinal. El conjunto de datos se obtuvo de
10 experimentos diferentes separados en tres grupos, el primero en la parte superficial (izquierdo), el
segundo en la zona intermedia (central) y el tercero en la parte profunda (derecho) del cuerno dorsal,
respectivamente (ver histologia).

Finalmente, en algunos experimentos se realizd una seccion espinal completa a
nivel segmental T4 al final de los bloqueos espinales reversibles, con el objetivo de
eliminar por completo las influencias descendentes. Se puede observar que tanto en el
componente N2 en la parte profunda del cuerno dorsal (1.4 — 3.0 mm), como en el

componente N3 a todas las profundidades, la seccion espinal produce una facilitacion
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de los potenciales de campo del PAN en forma similar al bloqueo espinal reversible. Sin
embargo, en la parte profunda del cuerno dorsal el aumento fue mayor (1.4 — 3.0 mm),
sugiriendo que existen tractos descendentes que viajan probablemente por la region
dorso lateral o ventral de la médula espinal que podrian no ser bloqueados por

completo durante la espinalizacion reversible por frio.

El aumento de los potenciales durante los bloqueos espinales tanto en la
superficie como en la parte profunda del cuerno dorsal coincide con la superposicién de
aferentes articulares y cutaneas en las laminas I-Il y IV-VI reportada previamente (Craig
et al. 1988; Millan 1998; Rudomin et al. 2007). Es probable entonces que la inhibicion
descendente actue principalmente sobre regiones de la médula espinal donde la
capsaicina aumenta la actividad sinaptica de neuronas espinales que reciben entradas

de aferentes cutaneas de alto umbral.

Para un analisis mas detallado del grado de inhibicion descendente sobre la
actividad sinaptica de las neuronas que reciben entradas sinapticas de aferentes de alto
umbral del PAN facilitada por la inyeccion de capsaicina, se midieron los efectos de los
bloqueos espinales reversibles en la amplitud del componente N3 de los IFPs del PAN
a distintas profundidades del cuerno dorsal del segmento L6. Para su analisis, las
respuestas de los IFPs del PAN fueron separadas en tres grupos, 1) comparando el
control contra el efecto del bloqueo espinal dentro de los primeros 120 minutos desde la
inyeccidon de capsaicina, 2) el control contra el bloqueo espinal dentro de los 120 a los
240 minutos posteriores a la inyeccion de la capsaicina y 3) comparando el control
contra la seccidén espinal dentro de los 240 a los 300 minutos de la inyeccion de la

capsaicina (figura 20).

En la figura 20 se observan los cambios producidos en los componentes N2 y N3
del PAN registrados desde 0.4 hasta 2.0 mm por debajo de la superficie de la médula
espinal en condicion control (barras negras), después de la inyeccidon de la capsaicina
(barras rojas) y durante el bloqueo espinal reversible (barras azules) o la seccion
espinal (barras purpuras). En condicién control, la amplitud del componente N3 tiene
dos maximos, uno a 0.6 mm y el segundo en un rango de 1.6 a 2.0 mm (ver Rudomin et
al. 2007). Estas profundidades corresponden a la actividad de las neuronas localizadas
en las laminas superficiales I-Il y en las laminas profundas V-VI del cuerno dorsal.
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Figura 20. La inhibicién tonica descendente aumenta principalmente en regiones de la médula espinal
donde hay una mayor facilitacion sinaptica producida por la inyeccién intradérmica de capsaicina. El
componente N3 de los potenciales de campo del PAN fue registrado durante el bloqueo espinal reversible
posterior a la inyeccion intradérmica de capsaicina a lo largo del cuerno dorsal. En la parte superior se
muestran la media y el error estandar de la amplitud del componente N3 registrada distintas
profundidades del cuerno dorsal en condicion control (negro), durante la segunda y tercera hora posterior
a la inyeccion de capsaicina (rojo) y durante un bloqueo espinal reversible subsecuente (azul). En la parte
inferior se muestran la media y el error estandar del cambio porcentual respecto a la condicion control del
mismo grupo de datos. La profundidad esta referida a la superficie de la médula espinal.

El analisis de los cambios en la amplitud indica que es en estas regiones en
donde hay un mayor aumento del componente N3 por la inyeccién intradérmica de
capsaicina, teniendo un efecto maximo entre 120 y 240 minutos posteriores a la
aplicacion del farmaco. En la parte superficial, los cambios en el componente N3 por la

estimulacién nociceptiva son de menor amplitud, probablemente porque la proporcion
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de las neuronas de las laminas I-ll es menor que las de las neuronas localizadas
principalmente en las laminas V-VI. Entre 240 y 300 minutos después de la inyeccion de
la capsaicina, se observa que la facilitaciéon producida por la capsaicina disminuye en
forma significativa, pero al realizar la seccion espinal se observa que el componente N3
se vuelve a facilitar, lo que poya la hipotesis que el regreso de la actividad de las
neuronas que reciben entradas sinapticas de aferentes articulares de alto umbral a
valores control se debe a una inhibicion descendente ejercida sobre las neuronas

espinales.
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Resumen de los cambios en los potenciales de campo del PAN inducidos
por la inyeccion intradérmica de capsaicina durante la aplicacion de bloqueos

espinales sucesivos
A) Previo a la inyeccién de capsaicina

1. La amplitud de los componentes N2 y N3 del PAN aumenta durante la aplicacion

de bloqueos espinales reversibles.

El aumento en la amplitud de los potenciales de campo del PAN durante el
bloqueo espinal tiene dos interpretaciones: 1) la supresion de una inhibicién
descendente ejercida directamente sobre neuronas de segundo orden o 2) la
supresion de una activacién de interneuronas que inhiben a las neuronas de

segundo orden.

En ambos casos, el aumento de las respuestas espinales del PAN durante la
aplicacion de los bloqueos espinales es interpretada como la supresion de una
inhibicion ténica descendente.

B) Después de la inyeccidn de capsaicina

1. Durante los bloqueos espinales sucesivos aplicados después de la inyeccidn
intradérmica de capsaicina, hubo un aumento gradual en la amplitud del
componente N3 del PAN, sin afectar en forma significativa la amplitud del

componente N2.

2. El'aumento del componente N3 del PAN durante los bloqueos espinales fue mayor
en regiones de la médula espinal donde la facilitacion de los IFPs del PAN
inducidos por la capsaicina fue también mayor, esto es en la parte profunda del

cuerno dorsal en el segmento espinal L6.

En conjunto, estos resultados sugieren que:
. La inhibicibn descendente es ejercida principalmente sobre neuronas del cuerno

dorsal con entradas de aferentes articulares de alto umbral, limitando la cantidad
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de informacién nociceptiva que llega a la meédula espinal, sin afectar las
respuestas producidas por la activacién de aferentes articulares de bajo umbral

que transmiten informacién de posicion articular.

El aumento de la inhibicion descendente es selectivo y dinamico, dirigiéndose
principalmente a neuronas que reciben informacioén nociceptiva localizadas en las
laminas V-VI del cuerno dorsal, en segmentos espinales en donde hay un mayor

efecto de facilitacion inducido por la inyeccidon de capsaicina.

El aumento de menor amplitud del componente N3 registrado en la parte
superficial comparado con la parte profunda del cuerno dorsal durante los
bloqueos espinales, puede ser debido a una menor poblacion de neuronas NS
localizadas en la zona marginal y la substancia gelatinosa en comparacion con la

poblacion de neuronas WDR localizadas en la zona intermedia del cuerno dorsal.
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Seccion Il Cambios en los patrones de umbral intraespinal de
aferentes articulares inducidos por la inyeccién intradérmica de

capsaicina

La inhibicién ténica descendente de los potenciales de campo del PAN, facilitada
por la inyeccion intradérmica de capsaicina, podria tener dos componentes. El primero
a nivel de las neuronas de segundo orden que reciben contactos sinapticos de las
aferentes articulares (inhibicion posinaptica) y el segundo a nivel de las terminales
intraespinales de las propias aferentes articulares (inhibicidon presinaptica). Se sabe que
las fibras aferentes articulares son despolarizadas por la estimulacion de fibras
aferentes cutaneas, musculares y, con efectos muy escasos, por las propias aferentes
articulares, este ultimo denominado PAD autogénica. También, las aferentes articulares
son despolarizadas por estructuras supraespinales con proyecciones descendentes
hacia la médula espinal como la formacion reticular y el nucleo del rafé magnus
(Jankowska et al. 1993; Rudomin y Lomeli 2007).

Con base en el aumento de la onda positiva de los potenciales de campo del
PAN observado durante los bloqueos espinales reversibles aplicados después de la
inyeccion de capsaicina (ver figuras 15 y 17), es razonable pensar que ciertas
estructuras supraespinales modulen la actividad de los circuitos interpuestos en la via
de la PAD de las aferentes articulares y, que al inyectar la capsaicina, su actividad sea
facilitada como un mecanismo para prevenir el aumento de la informacion transmitida
por aferentes de alto umbral, tanto en neuronas de segundo orden como en las
terminales de las aferentes articulares, con el propésito de reducir la eficacia sinaptica
de las neuronas que trasmiten informacién nociceptiva. Este hecho seria relevante pues
en condiciones control las aferentes articulares tienen una escasa PAD autogénica,
pero podria aumentar en un estado de sensibilizacion central como un mecanismo de

control.

Para determinar si existen cambios en la eficacia sinaptica de las aferentes
articulares por la inyeccion intradérmica de capsaicina, se registraron los cambios en el
umbral de activacion intraespinal de aferentes articulares unicas provocados por la

estimulacion condicionante de los nervios cutaneos sural (SU), peroneo superficial (SP),
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safeno (Saph) y del nervio articular posterior (PAN), antes y a distintos tiempos después

de la inyeccion intradérmica de capsaicina.

Cambios en los patrones de PAH y PAD autogénica de las aferentes

articulares inducidos por la inyeccién intradérmica de capsaicina

En la figura 21 se muestran los registros continuos de los cambios en el umbral
intraespinal de una fibra articular provocados por la estimulacién de los nervios SP y
PAN. En la condicion control, la estimulacion condicionante del nervio SP produjo una
reducciéon en el umbral intraespinal, mecanismo asociado a la despolarizacién de la
aferente articular. Por el contrario, la estimulaciéon condicionante del PAN provocd un
aumento en el umbral intraespinal, fendmeno que algunos autores han asociado a la

hiperpolarizacién de la fibra aferente (figura 21A).

Contrario a la despolarizacion, la hiperpolarizacién de aferentes primarias (PAH)
es un mecanismo que ha sido asociado con el aumento de la eficacia sinaptica de la
fibra aferente, ya sea por una hiperpolarizacién directa de la terminal, lo cual aumenta la
amplitud del potencial de accion que llega a la terminal axénica, o por una inhibicion de
neuronas espinales que producen una PAD tdnica sobre las aferentes primarias, en
ambos casos la PAH se traduce en una mayor liberacion de neurotransmisor y en el
aumento de la eficacia sinaptica de la fibra aferente (Eccles y Krnjevic 1959; Mendell y
Wall 1964; Mendell 1972; Levy y Anderson 1974; Rudomin et al. 1974; Barber et al.
1977).

Durante el bloqueo espinal, la PAH autogénica fue abolida, mientras que la PAD
producida por la estimulacion del nervio SP no cambié (figura 21B). Después de retirar
el bloqueo espinal, la PAH autogénica se recupero, sugiriendo que los cambios
observados durante el bloqueo fueron reversibles (figura 21C). Este hecho es
interesante pues podria ser evidencia de que la hiperpolarizacion puede ser modulada
por circuitos neuronales, tal vez de origen supraespinal, y no ser un aumento en el
umbral de activacion como resultado de la estimulacién a alta frecuencia de las fibras
aferentes. Este mecanismo, conocido como potenciacién post-tetanica, fue descrito en
el reflejo monosinaptico (Lloyd 1949). Durante la estimulacion tetanica, se presentaba la
hiperpolarizacion de las terminales de las fibras aferentes, probablemente por la

acumulacion de potasio en la vecindad de la terminal (Kuno et al 1970), lo que produce
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potenciales de accion con amplitudes mayores, haciendo la transmision sinaptica mas

efectiva (Eccles y Krnjevic 1959).

Después de retirar el bloqueo espinal, se inyectd capsaicina de forma
intradérmica en el cojinete central de la pata del gato. En esta fibra articular, los
cambios en los patrones de excitabilidad no se modificaron con respecto a la condicion
control de inmediato (figura 21D). Sin embargo, una hora después la PAH autogénica
desaparecié mientras que la PAD provocada por la estimulacién del nervio SP se
mantuvo (figura 21E). Dos horas después de la aplicaciéon de la capsaicina, la
estimulaciéon condicionante del PAN con bajas intensidades ahora provocé PAD
autogeénica (figura 21F). Los resultados hasta esta fase del experimento parecen ser
registrados en la misma fibra, pues el umbral intraespinal cambio muy poco después de
la inyeccion de capsaicina comparado con otros experimentos (ver mas adelante),
pasando de 5.2 uV en la condicion control a 4.9 uV a los 120 minutos de la inyeccion de
la capsaicina. Ademas, la PAD producida por la estimulacion del nervio SP también se
mantuvo en un rango de valores casi constantes. Tres horas después de la inyeccion
de capsaicina, la estimulacion del PAN produjo una marcada PAD autogénica desde las
intensidades mas bajas de estimulacion (figura 21G), pero en este estado el umbral
intraespinal se elevd hasta 9.5 uV. El aumento en el umbral podria implicar la
estimulacién de mas fibras aferentes en la vecindad, por lo que es probable que en ese
tiempo los cambios registrados del umbral puedan deberse a una aferente articular
diferente a la registrada en tiempos previos.

Debido a la incertidumbre de registrar los efectos en las mismas aferentes
articulares obtenidos durante las 5 o 6 horas de registro continuo de cada, y que en
algunos experimentos el umbral de activacion intraespinal cambié gradualmente
después de la inyeccion de la capsaicina (ver figura 26), se analizaron las
caracteristicas de los potenciales de accion antidromicos para corroborar que los
resultados obtenidos provienen de los cambios en el umbral intraespinal de las mismas
aferentes articulares. En la figura 21 se muestran los potenciales de accion
antidromicos registrados en las distintas fases del experimento, en donde se observa
una reduccioén en la amplitud del potencial del 20% y un ligero acortamiento en la
latencia de 1.2 ms a los 120 minutos después de la inyeccion de la capsaicina. Es
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probable que estos cambios estén asociados con la degeneracion de las aferentes

articulares después de varias horas de la seccién distal del PAN, por lo que es

razonable pensar que hasta este punto, los resultados obtenidos de la facilitacién de la

PAD fueron registrados en la misma aferente articular
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Figura 21. Cambio de PAH a PAD autogénica en una aferente articular por la inyeccion intradérmica de
capsaicina. En la parte superior se muestran los registros de los cambios en el umbral intraespinal de una
aferente articular producidos por la estimulacién condicionante del PAN y del SP con distintas
intensidades. Los niumeros muestran los cambios en porcentaje del umbral de activacion intraespinal. El
registro de la corriente de estimulacion intraespinal se obtuvo en condiciones control, durante el bloqueo
espinal reversible y a distintos tiempos después de la inyeccién intradérmica de capsaicina. De forma
interesante la PAH autogénica es abolida durante el bloqueo espinal y a los 120 minutos después de la
inyeccion de capsaicina se transforma en PAD autogénica. Note que hasta los 120 minutos el valor del
umbral intraespinal, asi como la PAD producida por la estimulacién del nervio SP se mantuvieron en

valores casi constantes.

La reduccion de la PAH autogénica de esta aferente articular, mecanismo

asociado con la facilitacion sinaptica de las fibras aferentes, y su transformacion PAD

autogeénica después de la inyeccion intradérmica de capsaicina puede ser evidencia de
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que la actividad de circuitos que modulan la eficacia sinaptica de las fibras aferentes es
dinamica, aumentando la inhibicidon presinaptica para disminuir la actividad de vias
aferentes facilitadas durante estados de sensibilizacion central inducidos por la

estimulacién nociceptiva.

En otro experimento, la estimulacién del PAN y de los nervios cutaneos SP, SU y
Saph no provocd cambios en umbral intraespinal de la fibra aferente articular durante la
condicion control (figura 22). Como ha sido propuesto anteriormente, los escasos
efectos de PAD autogénica en las aferentes articulares sugieren que estos circuitos
puedan ser inhibidos por estructuras supraespinales o ser de baja eficacia sinaptica.
Por tal motivo, se continu6 con el registro de los cambios en la excitabilidad esta
aferente articular. A los 120 y 180 minutos después de la inyeccion de capsaicina, la
estimulacién del nervio articular ahora provocé una marcada PAD autogénica con
intensidades de estimulacion desde 2 hasta 10 xT, y aunque en este experimento la
corriente estimulacién intraespinal subié de 13 a 27 uA, no hubo un cambio perceptible
en la latencia del potencial de accién antidromico, aunque si se observd una

disminucién en la amplitud después de tres o cuatro horas de registro.

Ademas de la facilitacion de la PAD autogénica, otro cambio en la fibra aferente
articular fue la facilitaciéon de la PAD heterogénica producida por la estimulacion de los
nervios cutaneos (figura 22C), de forma muy notable por la estimulacion del nervio SP y
ligeramente por la estimulacion del nervio SU, ambos con intensidades de estimulacion
entre 2 y 5 xT. Pero la estimulacion del nervio Saph no tuvo efecto sobre esta aferente
articular, ni antes ni después de la aplicacion de capsaicina, incluso con intensidades de
estimulacién de 5 xT. Este resultado es interesante, pues aun cuando hubo una
facilitacion de la PAD heterogénica producida por la estimulacion condicionante de
diferentes nervios cutaneos, fue selectiva hacia ciertas vias sensoriales. Una
explicacion razonable es que los nervios SP y SU inervan regiones de la piel en donde
se produce la inflamacién cutanea por la inyecciéon de la capsaicina (Bernard et al.,
2007). Ademas, a nivel de la médula espinal, existe una superposicién de entradas
sinapticas sobre neuronas espinales del PAN y de los nervios cutaneos SP y SU
(Rudomin y Hernandez, 2008). Por lo tanto, el aumento en la actividad sinaptica de

estas neuronas espinales como resultado de la inyeccion de capsaicina, puede facilitar
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la actividad de los circuitos que median la PAD en las aferentes articulares activados
por otro tipo de aferentes primarias y quizas de estructuras supraespinales.
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Figura 22. Facilitaciéon de la PAD autogénica y heterogénica por la inyeccion intradérmica de capsaicina.
Registros continuos del cambio en el umbral intraespinal de una fibra articular. Después de 120 minutos
de la inyeccidn intradérmica de capsaicina, la estimulacién del PAN incluso con intensidades por debajo
del umbral periférico de la fibra (4 xT) provocé PAD autogénica. También, en esta fibra se facilité la PAD
por la estimulacién de los nervios cutaneos SU y SP, mientras que la estimulacion del nervio Saph con
alta intensidad (5 xT) no produjo ningun efecto sobre la terminal de esta fibra aferente.

En un tercer experimento, se registraron los cambios en la excitabilidad de dos
aferentes articulares de forma independiente en dos niveles diferentes del segmento L6
(figura 23). Durante la condicién control, la PAD autogénica solo fue producida con
intensidades de estimulacién por arriba del umbral periférico, para una fibra de 2.5 xT y
para otra de 4 xT, ambas asociadas a la activacion de aferentes articulares de alto
umbral, pues en este experimento el componente N3 es producido a partir de la
intensidad de estimulacion con 2.5 xT del PAN.
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Figura 23. Facilitacion de la PAD autogénica en las aferentes articulares por la inyeccién intradérmica de
capsaicina. En la parte superior se muestran los registros continuos de los cambios en el umbral
intraespinal de dos aferentes articulares diferentes registrados en un mismo experimento. Abajo se
muestran las pruebas de colisién para determinar el umbral de activacion periférico de cada fibra (ver
metodologia) S.E. Sin estimulo del nervio articular. Los registros de los CDPs muestran que el
componente N3 es producido a partir de la estimulacién 2.5 xT del PAN. Del lado izquierdo se observa
una fibra con PAD autogénica en condiciones control con intensidades de estimulacion por arriba de su
umbral periférico 2.5xT. En el lado derecho se observa una fibra que parece responder muy poco a la
estimulacion del nervio articular con una intensidad de estimulacion 5xT. En ambas fibras la PAD
autogénica se facilita a los 60 minutos de la inyeccién de capsaicina y es producida con intensidades de
estimulacion por debajo de su umbral periférico, pero de forma interesante la magnitud de dicha PAD no
aumenta con intensidades de estimulaciéon mayores.
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La PAD producida por intensidades de estimulacion por arriba del umbral
periférico de las aferentes articulares podria tener dos explicaciones, una es que los
circuitos de la PAD sean activados por la misma fibra articular, es decir, una PAD
autogénica. Por otro lado, es probable que debido a la baja eficacia sinaptica de los
circuitos interpuestos en la via de la PAD autogénica de las aferentes articulares
encontrado en condiciones control, sea necesario una mayor intensidad de estimulacion
para activar los circuitos de la PAD a través de una mayor cantidad de aferentes

articulares reclutadas del mismo tipo.

Después de la inyeccion de capsaicina, la PAD autogénica se facilito en ambas
fibras con intensidades de estimulacion del PAN por debajo de su respectivo umbral
periférico. En la aferente articular con umbral periférico de 2.5 xT, se produjo PAD
autogénica con intensidades de estimulacion del PAN de 2 y 1.5 xT a partir de los 60
minutos de la inyeccidn de capsaicina, mientras que en la aferente articular con umbral
periférico de 4 xT, se produjo PAD autogénica con la intensidad de estimulacion del
PAN de 3 xT a los 120 minutos después de la inyeccion de la capsaicina. Sin embargo,
la PAD producida con intensidades de estimulacién mas altas en realidad no aumento.
Es probable que el numero de interneuronas GABAérgicas interpuestas en la via de la
PAD autogénica del PAN sean pocas en comparacion con otras vias. Esto coincide con
la evidencia experimental que muestra que las aferentes articulares tienen muy poca
PAD autogénica, aun con intensidades de estimulacion alta hasta 10 xT, en
comparacion con la PAD gradual producida por intensidades de estimulacion bajas de
aferentes musculares y cutaneas (Jankowska et al. 1993; Rudomin y Lomeli 2007).
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Resumen de los efectos producidos sobre la PAH y la PAD autogénica de

aferentes articulares por la inyeccion intradérmica de capsaicina

1. La PAH autogénica se perdi6é después de la inyeccion intradérmica de capsaicina.
En algunas aferentes articulares incluso se transformo en PAD autogénica

En figuras 24A, B, F y G se muestran ejemplos de fibras articulares en las cuales
se presentaron estos fendmenos. En 4 aferentes articulares hubo una reducciéon o
pérdida de la PAH autogénica, y en otras 3 fibras la PAH producida por la

estimulacion del PAN cambi6 a PAD autogénica (figura 24H).

2. La PAD autogénica se facilito después de la inyeccion intradérmica de capsaicina
en aferentes articulares que presentaban escasos efectos de despolarizacion

durante la condicién control.

En las figuras 24C, D y E se muestran experimentos en donde la PAD autogénica
aumenta entre 60 y 120 minutos de la inyeccién de la capsaicina. En total se

registré el aumento de la PAD autogénica en 7 aferentes articulares (figura 24H).

3. Los cambios en los patrones de PAD y PAH autogénica fueron registrados en 32
aferentes articulares, de las cuales en 14 hubo un aumento de la PAD autogénica
después de la inyeccion intradérmica de capsaicina, mientras que en 18 fibras
estos patrones no cambiaron después de la aplicacién de la capsaicina con

respecto a la condicion control.

4. LA PAH autogénica se reduce durante el bloqueo espinal aplicado antes de la

inyeccion de capsaicina .

En los experimentos ilustrados en las figuras 24A y B, la PAH autogénica
producida en condicion control fue abolida durante el bloqueo espinal, sugiriendo
que la hiperpolarizacién de las aferentes articulares es provocada por la actividad
de circuitos neuronales con influencias descendentes, y no por cambios del umbral

intraespinal producido por la estimulacidén con alta frecuencia de la fibra aferente.
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LA PAD autogénica facilitada por la inyeccion de capsaicina se redujo durante la

aplicacion del bloqueo espinal.

En las mismas fibras ilustradas en las figuras 24A y B, la PAD autogénica inducida
por la capsaicina se redujo durante un segundo bloqueo espinal en ambas
aferentes articulares, y solo se mantuvo con intensidades de estimulacion de 3y 5
xT, respectivamente. Sin embargo, la PAD autogénica no se recuperé de forma

inmediata al retirar el bloqueo espinal.

En 4 aferentes articulares, el bloqueo espinal aplicado antes y después de la
inyeccion de la capsaicina redujo la PAH o la PAD autogénica, mientras que en 21
aferentes articulares no tuvo ningun efecto sobre los patrones de PAH y PAD

autogeénica

En las figuras 24D, E y G se muestran experimentos en que no hubieron cambios
en los patrones de PAH o PAD autogénica durante el bloqueo espinal aplicado
antes y después de la inyeccidn de capsaicina, esto sugiere que son escasas las

influencias descendentes directas sobre estos circuitos.
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Figura 24. Cambios en los patrones de PAH y PAD autogénica por la inyeccion intradérmica de
capsaicina en aferentes articulares unicas. Porcentaje de cambio en el umbral de activacion intraespinal
por la estimulacién condicionante del PAN con diferentes intensidades (desde 1xT hasta 10xT). Las
barras azules muestran los momentos en donde se aplicaron bloqueos espinales y las barras rojas el
momento de la inyeccién de capsaicina. En estas aferentes articulares hay una marcada tendencia al
aumento de la PAD o la pérdida de la PAH después de la inyeccidon de capsaicina. Note que en muy
pocos casos los efectos de PAD o PAH son modificados durante el bloqueo espinal.
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Cambios producidos en los patrones de la PAD autogénica vs la PAD
heterogénica en aferentes articulares después de la inyeccion intradérmica de

capsaicina

Con el propésito de identificar cambios en los patrones de PAD en las aferentes
articulares producidos por la estimulacion de nervios cutaneos durante la inflamacion
inducida por capsaicina, se registraron los cambios en el umbral intraespinal en
aferentes articulares del PAN producidos por la estimulacion condicionante de los
nervios cutaneos SP, SU y Saph (Rudomin et al. 2007), los dos primeros que inervan
regiones donde se produce la inflamacién cutanea y el ultimo con proyecciones
alejadas de los sitios de inyeccion e inflamacion. En la figura 22 se observa un
experimento en que la PAD producida por la estimulacion de los nervios SU y SP se
facilitd durante el desarrollo de la inflamacion cutanea, aumentando gradualmente
desde los 120 hasta los 180 minutos posteriores a la inyeccion de la capsaicina,
mientras que el nervio Saph no tuvo ningun efecto sobre el umbral intraespinal de la

aferente articular, ni antes ni después de la aplicacién de la capsaicina.

Debido a que la estimulacion condicionante del nervio SP tiene un mayor efecto
de despolarizacion sobre las aferentes articulares, en comparacion con los nervios SU y
Saph, analizamos la relacidon entre los cambios producidos en el umbral intraespinal de
las aferentes articulares por la estimulacion condicionante de los nervios PAN y SP. En
la figura 25, cada punto representa la combinacion del cambio en el umbral intraespinal
producido con la misma intensidad de estimulacion condicionante entre 1.2 y 10 xT de

ambos nervios.

Como ha sido reportado previamente, en condicién control se observa que la
estimulaciéon del PAN produce en algunas aferentes articulares una marcada PAH
autogeénica, en pocas una marcada PAD autogénica y en la mayoria una escasa PAD o
ningun efecto sobre su umbral intraespinal (Jankowska et al. 1993; Rudomin y Lomeli
2007). Por otro lado, la estimulacion del nervio SP produce PAD en la mayoria de las
aferentes articulares.

Durante el primer bloqueo espinal y a los 10 minutos de la inyeccién de la

capsaicina, no hay un cambio perceptible en los patrones de PAD y PAH autogénica y
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de PAD heterogénica. Sin embargo, a los 60 minutos después de la inyeccién de
capsaicina es notable la reduccién de la PAH autogénica, que se mantiene hasta a los
120 minutos. Entre 180 y 240 minutos, algunas aferentes articulares ya presentan una
marcada PAD autogénica. En contraste, los efectos producidos por la estimulacion del
nervio SP son menos notables. Si bien en algunas aferentes articulares se facilita la
PAD heterogénica (figura 22), parece que no hay un aumento significativo de esta PAD
inducido por la capsaicina en la poblacion de aferentes articulares, en cambio una PAH

heterogénica aparece a los 120 y 180 minutos de la inyeccion de capsaicina.

Finalmente, durante el bloqueo espinal aplicado después de la inyeccion de
capsaicina tampoco se observa un cambio notable en los patrones de PAD y PAH
autogénica y de PAD heterogénica, lo que sugiere que las influencias descendentes

sobre estos circuitos son escasas.
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Figura 25. Relacion entre el porcentaje de cambio en el umbral intraespinal producido por la estimulaciéon
autogénica del PAN (ordenadas) respecto al porcentaje de cambios en el umbral intraespinal producido
por la estimulacion heterogénica del nervio SP (abscisas). Condicion control (circulos blancos), bloqueo
espinal antes de la inyeccién de capsaicina (circulos azules), a los 10 minutos (triangulos rojos), 60
minutos (cuadros rojos), 120 minutos (rombos rojos) y 180 minutos (estrellas rojas) después de la
inyeccién de la capsaicina, bloqueo espinal después de capsaicina (cuadros azules) y al retirar el bloqueo
espinal a los 240 minutos de capsaicina (cruces rojas). Los cambios en el umbral por arriba del 100%
indican PAH, los cambios en el umbral por debajo del 100% indican PAD y el 100% indica que el umbral
intraespinal no cambid por la estimulaciéon condicionante.
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Caracterizacion funcional y localizacion de las terminales de las aferentes
articulares que presentaron cambios en los patrones de PAD y PAH autogénica

por la inyeccidn intradérmica de capsaicina

A partir de la caracterizacion funcional de las aferentes articulares y de la
posicion anatomica de las terminales intraespinales donde se analizaron los cambios en
el umbral intraespinal, se buscé determinar si el aumento de la PAD autogénica
inducida por la inyeccion de capsaicina se produjo en aferentes articulares con
caracteristicas asociadas a la transmision de informacidon propioceptiva o nociceptiva
(ver Tabla 1 Anexo A vy figura 26). De las 32 aferentes articulares analizadas, 19
tuvieron velocidades de conduccion entre 22 'y 35 m/s y 13 entre 36 a 50 m/s. En cuanto
al umbral periférico, 11 eran de bajo umbral entre 1 y 2 xT, mientras que 15 tuvieron
umbrales entre 2.5y 7xT y en 6 no fue calculado.

Las posiciones anatdomicas indican que 12 de las 14 terminales intraespinales en
las cuales la capsaicina redujo la PAH autogénica o indujo el aumento de la PAD
autogeénica se encontraban en la parte profunda del cuerno dorsal, entre 1.2 y 2.0 mm
por debajo de la superficie de la médula espinal. Por otro lado, las velocidades de
conduccion de 12 de las 14 aferentes articulares con cambios inducidos por la
capsaicina se encontraron entre 23 y 35 m/s. Finalmente, el umbral periférico de 7
estuvo por arriba de 3 xT, en 4 se encontré entre 1 - 2.5 xT y en otras 4 no fue medido.

Adicionalmente, encontramos que en 5 fibras la estimulacion condicionante del
PAN produjo PAD autogénica unicamente con intensidades de estimulacion por arriba y
no por debajo del umbral periférico de la aferente articular, mientras que en 4 fibras con
PAD autogénica solo se estimulo el PAN con intensidades por arriba del umbral
periférico. Esto sugiere que intensidades de estimulacion mayores son mas eficaces
para producir la PAD autogénica, probablemente para superar el umbral periférico de la
misma fibra o porque es necesario reclutar mas fibras articulares que activen los

circuitos de la PAD autogénica.
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Figura 26. Caracterizacién funcional y ubicacion anatomica de las aferentes articulares analizadas.
Graficas de velocidad de conduccion vs profundidad y velocidad de conduccion vs umbral periférico. Las
fibras tuvieron una velocidad de conduccion entre 23 y 50 m/s, umbrales periféricos entre 1-7xT y fueron
registradas entre 0.6 y 2.2 mm por debajo de la superficie de la médula espinal. Los puntos rojos
muestran las fibras en donde la PAD autogénica se facilité o la PAH autogénica desaparecié después de
la inyeccion intradérmica de capsaicina. Los puntos negros muestran las fibras que no presentaron
cambios después de la maniobra. Los circulos rellenos son fibras en las que no se calculé el umbral
periférico. Las histologias muestran los puntos en donde se encontraban los microelectrodos de
estimulacion intraespinal. A la izquierda se muestran las ubicaciones de las fibras que presentaron PAD
autogénica con cambio en el umbral por debajo de 90%, en el centro las fibras con PAH autogénica con
un cambio por arriba de 110% y a la derecha las fibras con escasos efectos por la estimulacion del nervio
articular (menor al 10%). Note que no hay una distribucidon anatomica especifica entre los diferentes
grupos.

Las 18 aferentes articulares que no presentaron cambios en sus patrones de
PAD o PAH autogénica después de la inyeccion intradérmica de capsaicina tuvieron
velocidades de conduccién entre 22 y 50 m/s, sus posiciones anatomicas estuvieron
entre 1.0 y 2.2 mm por debajo de la superficie de la médula espinal y el umbral
periférico de 8 estuvo entre 1y 2 xT, en 7 se encontré entre 3y 7 XT y en otras 2 no se

midio.

Estos resultados indican que la poblacion analizada fue principalmente de
aferentes articulares delgadas mielinicas A9, que junto con las aferentes amielinicas
97



constituyen aproximadamente el 80% de las fibras aferentes del PAN. En un subgrupo
de estas aferentes articulares, la PAD autogénica aumento por la inyeccion intradérmica
de capsaicina, sugiriendo que la facilitacion de la inhibicion presinaptica en las
aferentes articulares del PAN tiende a limitar la transmision de informacion nociceptiva a
nivel presinaptico, disminuyendo a su vez la activacion de neuronas de segundo orden

en la parte profunda del cuerno dorsal.

La inyeccion intradérmica de capsaicina aumenta gradualmente el umbral

intraespinal de las aferentes articulares

En condiciones normales, la activacion de receptores GABAA ha sido asociada a
la antinocicepcion por inhibicidn presinaptica de las fibras aferentes, a través del
mecanismo de la PAD. Sin embargo, en condiciones de dafo en el tejido o en los
nervios, la activacion de receptores GABAA ha sido asociada a la nocicepcién. Esto ha
sido explicado por diferentes mecanismos. Por un lado, la activacion sostenida de
receptores GABAa despolariza las fibras aferentes hasta superar su umbral de
activacion, produciendo potenciales de accion antidromicos o reflejos de raices dorsales
(DRRs), lo cuales participan en el establecimiento de la inflamacién neuropatica (Willis
1999). Por otro lado, la despolarizacién sostenida de las fibras aferentes puede ser
explicado por un cambio en el potencial de equilibrio del ion cloruro debido a la
desregulacion en la expresion de los co-transportadores de CI' NKCC1 y KCC2 (Price et
al. 2009). Finalmente, la despolarizacion ténica de las aferentes primarias también se
ha asociado a la activacién de receptores GABAa extrasinapticos, lo que modula la
excitabilidad de las fibras aferentes primarias (Bravo-Hernandez et al. 2016).

En animales con diabetes, la activacion de receptores 5GABAj extrasinapticos
esta asociada a estados de nocicepcion como la alodinia. Sin embargo, la modulacion
tonica de las fibras aferentes asociada a la actividad de receptores GABAa
extrasinapticos no modifica los cambios de excitabilidad fasica producidos por la
estimulacion condicionante de nervios sensoriales (Hernandez-Reyes et al. 2019). La
evidencia experimental muestra que un agonista inverso de los receptores asGABAAa
extrasinapticos aumenta gradualmente el potencial de accion antidromico compuesto
(cAP) registrado en nervio tibial, sin modificar el aumento del cAP producido por la
estimulacién condicionante de los nervios cutaneos sural y peroneo, es decir, la PAD
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fasica. Por lo tanto, la actividad ténica de los receptores asGABAA extrasinapticos
podria estar involucrada en la modulacion de la excitabilidad de las fibras aferentes que
pueden modificar las respuestas nociceptivas en animales con dolor neuropatico, sin
modificar el control sobre el flujo de informacion sensorial sobre las terminales aferentes
que es transmitido a neuronas de segundo orden para la modulacion de reflejos

espinales.

Como fue mencionado en secciones previas de esta Tesis, la inyeccion
intradérmica de capsaicina aumenta gradualmente el umbral de activacién intraespinal
de algunas fibras aferentes articulares, fendmeno que puede observarse en los
experimentos ilustrados en las figuras 21, 22 y 23. El aumento tonico de la corriente
intraespinal después de la inyeccion intradérmica de capsaicina no tiene el mismo curso
temporal en todas las aferentes articulares. Por ejemplo, en el experimento de la figura
21, el umbral intraespinal cambia de 5.2 a 9.5 uA hasta los 180 minutos después de la
inyeccion de capsaicina, mientras que en los experimentos ilustrados en las figuras 22 y
23, el aumento del umbral intraespinal es inmediato a la inyeccidn de la capsaicina y, en
ambos casos, la corriente se duplica a los 120 minutos de la inyeccion de la capsaicina,
pasando de 14 a 27 uA y de 13 a 24 uA, respectivamente. Sin embargo, los cambios
tonicos en la excitabilidad de las aferentes articulares inducidos por la inyeccidén de
capsaicina podrian no modificar los cambios de excitabilidad fasicos producidos por la
estimulacion condicionante de los nervios sensoriales (Hernandez-Reyes et al. 2019).

En la figura 27 se muestran los registros continuos de las corrientes de
estimulacién intraespinal y los cambios fasicos producidos por la estimulacion
autogeénica en tres experimentos en los que se registraron los cambios en los umbrales
de activacion intraespinal de dos aferentes articulares. En la figura 27A se observan los
cambios del umbral intraespinal de la fibra ilustrada en la figura 21 junto con los

cambios del umbral intraespinal registrados en otra fibra durante el mismo experimento.
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Figura 27. Cambios fasicos y ténicos de la excitabilidad de aferentes articulares unicas por la inyeccion
intradérmica de capsaicina. A, B Registros continuos de la corriente de estimulacion intraespinal aplicada
en la parte rostral y caudal del segmento L6 para producir un potencial de accién antidrémico con un
porcentaje de aparicion del 50% en fibras aferentes articulares unicas. C cambios en el umbral de
activacion intraespinal producidos sobre las aferentes articulares del PAN por la estimulacién autogénica.
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El umbral intraespinal de esta aferente articular 1 es estable en gran parte del
experimento, alrededor de 5 uA hasta los 200 minutos después de la inyeccion de la
capsaicina cuando aumenta a 9.5 uA; mientras que los cambios fasicos muestran que
la PAH autogénica se transform6 en PAD autogénica a partir de los 60 minutos de la
inyeccion de la capsaicina (figura 27B, eje de las ordenadas). En cambio, el umbral
intraespinal de la fibra aferente 2 aumenta inmediatamente después de la inyeccion de
capsaicina, pasando de 1.5 uA a 13.9 pA en 180 minutos; sin embargo, la PAD

autogénica cambié muy poco, e incluso se redujo (figura 27B, eje de las abscisas).

En la figura 27C se muestra un segundo experimento en el cual la aferente
articular 1 tiene un aumento gradual tonico del umbral intraespinal por la inyeccién de la
capsaicina de 12.8 uA a 18.5 yA en 100 minutos, sin cambios en la ligera PAH
autogénica durante todo el experimento (figura 27D, eje de las ordenadas). En la
aferente articular 2, hay un aumento transitorio del umbral intraespinal inmediato a la
inyeccion de capsaicina, para luego regresar a un valor cercano al control en 15 uA,
mientras que tiene una ligera facilitacion de la PAD autogénica inducida por la

capsaicina a los 120 minutos (figura 27D, eje de las abscisas).

En la figura 27E se observa que en ambas aferentes articulares hay un aumento
del umbral intraespinal inmediato a la inyeccion de capsaicina, de 8.8 uA a 13.4 uA en
la fibra 1 y de 12 uA a 18 pA en la fibra 2. En cuanto a la PAD autogénica, en la fibra 1
aumenta ligeramente (figura 27F, eje de las ordenadas), mientras que en la fibra 2
reduce el umbral intraespinal hasta el 70% después de 120 minutos de la inyeccion de
capsaicina (figura 27F, eje de las abscisas).

En general, el umbral de activacion intraespinal de las aferentes articulares
aumenta a diferentes tiempos después de la inyeccion intradérmica de capsaicina,
aunque en algunos casos no aumenta o incluso disminuye. En la figura 28 se muestran
cuatro grupos en los que fueron separadas las aferentes articulares con base en el
cambio del umbral intraespinal inducido por la inyeccion de capsaicina. El primer grupo
son aferentes articulares con umbrales de activacién bajos, en las cuales el umbral
intraespinal cambia muy poco después de mucho tiempo de la inyeccion de capsaicina,

no cambia o se incluso se reduce. El segundo grupo son aferentes articulares con
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umbrales de activacion bajos, menores a 5 uA, que tienen un aumento lento en el
umbral intraespinal después de la inyecciéon de la capsaicina. El tercer grupo son
aferentes articulares con umbrales de activacidén bajo, cercano a 5 uA con un aumento
inmediato por la inyeccidn de la capsaicina alcanzando valores de 10 a 15 uA. El cuarto
grupo son aferentes articulares con umbrales intraespinales altos, entre 10 y 15 uA, que
tienen un aumento inmediato a la inyeccion de la capsaicina y alcanza valores maximos
alrededor de 25 uA.
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Figura 28. Cambios ténicos del umbral de activacion intraespinal de las aferentes articulares inducidos
por la inyeccion intradérmica de capsaicina. Corriente de estimulacion intraespinal registrada en
condiciones basales, es decir, sin estimulaciéon condicionante de las aferentes sensoriales. La flecha roja
indica el instante en que se inyecté la capsaicina. Cada punto indica el registro del umbral intraespinal
registrado a 60, 120 y 180 minutos posterior a la inyeccion de capsaicina. n es el nimero de aferentes
articulares.
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Discusion

Aumento de la inhibicion ténica descendente sobre los potenciales de

campo del PAN inducido por la inyeccion intradérmica de capsaicina

En el presente trabajo de Tesis hemos encontrado que la amplitud del
componente N3 del PAN, producido por la activacion de aferentes articulares de alto
umbral, aumenta en forma gradual durante los bloqueos espinales sucesivos aplicados
a diferentes tiempos después de la inyeccién intradérmica de capsaicina, aumento que
no ocurre durante los bloqueos espinales aplicados antes de la inyeccion. El aumento
en la amplitud de los potenciales de campo del PAN durante la aplicacion de bloqueos
espinales reversibles ha sido interpretado como la supresién de una inhibicion tonica
descendente (Quevedo et al. 1993), que en condiciones normales reduce la actividad

sinaptica de las fibras aferentes articulares.

Si bien, en estudios realizados por diferentes grupos de trabajo se ha encontrado
que la estimulacidn nociceptiva producida por la inyeccién de agentes pro inflamatorios
como la carragenina, la capsaicina o el adyuvante completo de Freund, o la
estimulacion cutanea con altas temperaturas (40-56 °C), aumenta la actividad de
neuronas con entradas de fibras aferentes de alto umbral durante la aplicacion de
bloqueos espinales (Dickhaus et al. 1985; Schaible et al., 1991; Ren y Dubner, 1996),en
dichos experimentos no es posible separar los efectos de facilitacion sinaptica
producidos a nivel central de los efectos producidos por la sensibilizacion de los
receptores a nivel periférico, pues las respuestas fueron analizadas en neuronas

espinales con entradas de fibras aferentes activadas por el mismo estimulo nociceptivo.

Debido a que en nuestros experimentos la capsaicina fue inyectada
intradérmicamente en la pata del gato y que el PAN estaba seccionado, hemos
interpretado que el aumento de la respuestas N3 producidas por las aferentes
articulares de alto umbral es un fendmeno inducido por cambios en la actividad de
neuronas espinales a nivel central y no por la sensibilizacion de las aferentes
articulares. Con base en estos resultados, el aumento de la de los potenciales de
campo N3 del PAN principalmente en la parte profunda del cuerno dorsal del segmento
espinal L6, ha sido interpretado como el aumento de la inhibicion descendente de
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neuronas en donde convergen entradas sinapticas de aferentes articulares y cutaneas
de alto umbral, estas ultimas que inervan el area donde se produce la inflamacion por la
inyeccion de capsaicina (Schaible et al. 1986; Julius y Basbaum 2001; Basbaum et al.
2009; Todd 2010). sugiriendo que existe un acople funcional entre la médula espinal y
los nucleos supraespinales, a través de un sistema de retroalimentacion que ajusta en
forma selectiva la facilitacion y la inhibicién de la informacion nociceptiva trasmitida a

nivel de la médula espinal.

A este respecto, en estudios recientes de nuestro laboratorio hemos encontrado
que durante el estado de sensibilizacion central producido por la inyeccion intradérmica
de capsaicina hay un aumento en la correlacion de los potenciales espontaneos del
dorso de la médula (CDPs) registrados entre diferentes niveles segmentales,
principalmente en los segmentos espinales L5 y L6 (figura 29). También, hemos
encontrado que el aumento de la correlacion de los potenciales de campo
intraespinales (IFPs) espontaneos es mayor en la parte profunda del cuerno dorsal en
comparacién con las laminas superficiales (Contreras-Hernandez et al. 2018; Martin et
al. 2019).

La correlacion es una medida de similitud entre dos sefales, este valor es
maximo cuando las sefales se parecen en forma y estan en fase o sincronizadas. La
correlacion normalizada de Pearson toma valores entre -1 y 1. El valor negativo maximo
(-1) indica que una sefial es totalmente opuesta a la otra, mientras que el valor positivo
maximo (+1) indica que ambas sefales son idénticas. Por lo tanto, el aumento inducido
por la capsaicina de la correlacion entre potenciales espontaneos registrados en
diferentes niveles segmentales del dorso de la médula ha sido interpretado como un
aumento en la sincronizacion de potenciales con la misma forma, lo que podria
representar un aumento en la conectividad funcional de las neuronas del cuerno dorsal
(Contreras-Hernandez et al. 2018; Martin et al. 2019).
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Figura 29. La aplicacion sistémica de lidocaina revierte el incremento en la correlacion inducida por la
capsaicina de la actividad espontanea entre diferentes segmentos de la médula espinal. A-F, CDPs
registrados del segmento caudal L5 y del segmento rostral L6 en ambos lados de la médula espinal y los
IFPs registrados a dos diferentes profundidades en el segmento L6 caudal izquierdo, antes y después de
la inyeccién de capsaicina, lidocaina y la espinalizacién, como se indica. La deflexién hacia arriba
muestra la negatividad de los CDPs y hacia abajo la negatividad de los IFPs. La histologia de la izquierda
muestra la localizacion de los sitios de registro de los IFPs. G, cambios producidos por la capsaicina, la
lidocaina y la espinalizacion, en la correlacion entre pares de registros de CDPs obtenidos de un arreglo
de 12 electrodos posicionados a lo largo de los segmentos L4-L7 de ambos lados de la médula espinal.
El conjunto completo de coeficientes de correlacion obtenidos durante los 10 minutos de registro del
Control 0 es desplegado en orden descendente como una columna vertical. Los coeficientes de
correlaciéon obtenidos de 10 minutos de registros independientes hechos a tiempos subsecuentes son
desplegados manteniendo el mismo orden como en los coeficientes del Control 0. Los colores muestran
la magnitud de la correlacion (ver escala). Las flechas muestran el tiempo de aplicacién de la capsaicina
y la lidocaina, asi como de la espinalizacién. H e |, arreglos equivalentes de los coeficientes de
correlacion de los S-IFPs (superficiales) y los D-IFPS (profundos) con los CDPs registrados de diferentes
segmentos, como se indica. Modificado de Contreras-Hernandez et al. 2018.

Estos cambios en la correlacidon de los potenciales espontaneos inducidos por la
capsaicina mantienen configuraciones estables durante el tiempo de accion del farmaco

(figura 29) y siguen el mismo curso temporal del aumento en las respuestas del PAN
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producidos por la inyeccion intradérmica de capsaicina (Rudomin y Hernandez 2008).
Por lo tanto, el aumento en el grado de conectividad entre neuronas del cuerno dorsal
en forma estructurada puede explicar el aumento selectivo de la actividad sinaptica de
neuronas con entradas de aferentes articulares de alto umbral inducido por la
capsaicina, sin modificar de forma significativa la actividad de neuronas que reciben

entradas de aferentes articulares de bajo umbral.

Una observacion adicional de estos experimentos es que estos cambios
inducidos por capsaicina sobre la correlacion de los potenciales espontaneos del dorso
de la médula cambian por la administracion sistémica de lidocaina, regresando a
valores de correlacion parecidos a los obtenidos en la condicién control (figura 29). La
lidocaina es un anestésico utilizado clinicamente para prevenir o tratar el dolor. Su
mecanismo de accion esta asociado a la reduccién de la transmision de informacion
nociceptiva por el bloqueo de canales de sodio en fibras aferentes primarias de alto
umbral C (Woolf y Wiesenfeld-Hallin 1985; Lai et al. 2003). Por lo que estos cambios en
correlacion inducidos por la lidocaina podrian representar su efecto antinociceptivo,
modificando la conectividad de las neuronas del cuerno dorsal que lleva al sistema
nervioso central a un estado que representa la ausencia de nocicepcién, probablemente

parecido a la condicion previa a la inyeccion de capsaicina.

Adicionalmente, los experimentos realizados por Rudomin y cols. han mostrado
que la espinalizacibn modifica los cambios en la correlacion de los potenciales
espontaneos del dorso de la médula producidos por la capsaicina y la lidocaina, lo que
sugiere la participacion de influencias descendentes en los cambios de la conectividad
funcional entre neuronas espinales producidos por la inyeccion de capsaicina y la
administracion sistémica de lidocaina (Contreras-Hernandez et al. 2018; Martin et al.
2019). Esto apoya la hipotesis que las estructuras supraespinales influyen en el
establecimiento del estado de sensibilizacion central inducido por la estimulacion
nociceptiva a nivel de la médula espinal, y ademas sugiere que parte de los
mecanismos de accion de los farmacos antinociceptivos, utilizados como analgésicos,
pueden actuar sobre estructuras supraespinales, probablemente a nivel del tallo
cerebral, aumentando la actividad de neuronas con proyecciones descendentes que
inhiben, a través de interneuronas, a neuronas espinales que transmiten informacion

nociceptiva conocidas como “células OFF” (Tasker et al. 1987; Saadé et al. 2012).
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Aunque con el bloqueo espinal no es posible determinar el origen de la inhibicion
descendente, se sabe que estructuras del sistema nervioso central como la amigdala, el
hipotalamo, la substancia gris periacueductal, el nucleo del rafé y la formacion reticular,
participan en conjunto para modular la actividad de neuronas de la médula espinal
involucradas en la trasmision de la informacion sensorial a través de diferentes
mecanismos (Osipov et al. 2010; Gebhart 2004). Las vias involucradas en la inhibicion
descendente pueden modular la nocicepcion a diferentes niveles, por ejemplo, sobre las
terminales de las fibras aferentes primarias, en neuronas de segundo orden del cuerno
dorsal que reciben entradas de aferentes nociceptivas, en interneuronas inhibitorias y
excitatorias que modulan la actividad de estos circuitos (Willis and Coggeshall, 1991;
Fields and Basbaum, 1999; Millan, 1999, Millan 2002).

De forma interesante, la inhibicion descendente preferentemente suprime la
actividad de entradas nociceptivas transmitida por fibras aferentes C y Ad (Hentall y
Fields 1979; Dickhaus et al. 1985; Moreno-Lopez et al. 2013). Este mecanismo de
control selectivo ha sido asociado a la actividad de dos grupos de neuronas del tallo
cerebral con proyecciones descendentes denominadas células ON y células OFF, las
cuales son reclutadas por diferentes estructuras supraespinales para aumentar o inhibir
la percepcion del dolor, respectivamente (Porreca et al. 2002; Heinricher et al. 2009).
Los cambios dinamicos entre estados de facilitacion e inhibicion con origen en el tallo
cerebral tienen un papel importante en el procesamiento de la informacidén nociceptiva,
estableciendo con el sistema de control el nivel de ganancia de la entrada nociceptiva,
lo cual contribuye a la respuesta conductual adecuada durante estados de dolor o al

establecimiento de estados patologicos como el dolor cronico.

Por lo tanto, el aumento en la inhibicién descendente ejercida sobre las neuronas
espinales activadas por aferentes articulares de alto umbral del PAN, y no sobre
neuronas con entradas de aferentes articulares de bajo umbral, podria tener
implicaciones funcionales. Por un lado, la inhibicion descendente del componente N3
del PAN tenderia a limitar la cantidad de informacién nociceptiva facilitada por la
inyeccion intradérmica de capsaicina que es transmitida desde la médula espinal hasta
nucleos supraespinales de integracion sensorial. Por otro lado, los escasos efectos

sobre el componente N2 del PAN inducidos por la capsaicina podria indicar la
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importancia de transmitir sin alteraciones la informacién propioceptiva de posicion
articular a la médula espinal, para la correcta ejecucion de movimientos voluntarios

durante estados de nocicepcion.

Ademas del aumento en los componentes negativos, en la presente Tesis hemos
encontrado que la onda positiva producida por la estimulacién del PAN durante el
bloqueo de la médula espinal (Quevedo et al. 1993), aumenta de amplitud después de
la inyeccion intradérmica de capsaicina. La onda P ha sido asociada a la generacion de
potenciales de la raiz dorsal (DRPs) y a la despolarizacién de las aferentes primarias
(PAD), lo que plantea la pregunta si la facilitacion de la onda P después de la inyeccion
de capsaicina indica el aumento de la actividad de los circuitos espinales interpuestos
en la via de la PAD de las aferentes articulares, probablemente como un mecanismo de
control selectivo del flujo de informacion nociceptiva, en adicion a la inhibicion a nivel
posinaptico de neuronas de segundo orden con entradas de estas mismas aferentes
articulares de alto umbral.

Cambios producidos en los patrones de PAD y PAH autogénica en

aferentes articulares por la inyeccion intradérmica de capsaicina

Para responder a la pregunta si durante el estado de sensibilizacién central
inducido la inyeccién intradérmica de capsaicina aumenta la actividad de circuitos que
median la PAD en aferentes articulares de alto umbral, como un mecanismo de
inhibicion que limita la entrada de informacion nociceptiva antes de ser transmitida a
neuronas de segundo orden; en el presente trabajo de Tesis hemos investigado los
efectos de la inyeccion intradérmica de capsaicina sobre los patrones de PAD
producidos en aferentes articulares por la estimulacion condicionante de nervios

cutaneos y del PAN.

A este respecto, en estudios realizados en el gato anestesiado, se ha encontrado
que las terminales intraespinales de aferentes articulares del PAN son fuertemente
despolarizadas por la estimulacion condicionante de fibras aferentes musculares y
cutaneas, asi como por la estimulacion de estructuras supraespinales como la
formacion reticular y el nucleo de rafé magnus. En contraste, la estimulacion

condicionante del PAN produce en algunas aferentes articulares un aumento en el
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umbral intraespinal, es decir, hiperpolarizacion autogénica; y en otras, la estimulacion
del PAN produce una escasa PAD autogénica (Jankowska et al. 1993; Rudomin y
Lomeli 2007).

Los escasos efectos de PAD autogénica en las aferentes articulares contrasta
con las aferentes musculares Ib, en las cuales este mecanismo reduce la actividad del
reflejo tendinoso, disminuyendo la inhibicion en las motoneuronas de los musculos
homonimos y sinergistas, por una reduccion en la eficacia sinaptica de las aferentes Ib
que activan a las interneuronas inhibitorias (Lafleur et al. 1992; Zytnicki y Jami 1998).
Esto ha llevado a los autores a proponer la PAD autogénica de los érganos tendinosos
como un mecanismo de autorregulacion que filtra la informacién de tension muscular, lo
que permitiria contracciones musculares sostenidas. Por este motivo, la escasa PAD
autogénica encontrada en las aferentes articulares en condiciones control ha sido
interpretada como la preservacion de la informacion de posicion articular, lo que permite
un ajuste correcto de la posicion de la extremidad durante la ejecucion de movimientos.

Esto sugeriria que las aferentes articulares de bajo umbral carecen de PAD autogénica.

En este sentido, los resultados de la presente Tesis muestran que los patrones
de PAH y PAD autogénica de las fibras aferentes de alto umbral del PAN si cambian
durante el estado de sensibilizacidn central inducido por la inyeccion intradérmica de
capsaicina. En siete aferentes articulares encontramos el aumento en la PAD
autogénica, que en condiciones control no existia o era escasa. En cuatro aferentes
articulares encontramos una disminucién de la PAH autogénica y en otras tres
encontramos que, durante el curso temporal de la inflamaciéon inducida por la
capsaicina, esta PAH se transformé incluso en PAD autogénica. En este grupo de
catorce aferentes articulares, la PAD autogénica se produjo con intensidades de
estimulacién del PAN entre 1.2 y 10 xT. Finalmente, en dieciocho aferentes articulares
no se registraron cambios en los patrones de PAD o PAH autogénica después de la

inyeccion de capsaicina.

En condicion control, la PAD autogénica es producida generalmente con
intensidades de estimulacion condicionante por arriba del umbral periférico de la
aferente articular estudiada. Después de la inyeccidon de la capsaicina, la PAD
autogénica facilitada es producida incluso con intensidades de estimulacién por debajo
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de su umbral periférico, sin aumentar la PAD producida con intensidades de
estimulacién mas altas. Podemos interpretar que la facilitacion de la PAD autogénica
del PAN por la inyeccion intradérmica de capsaicina se debe al aumento en la actividad
sinaptica de los circuitos espinales interpuestos en la via de la PAD autogénica de las
aferentes articulares, probablemente por un aumento en las influencias descendentes o

segmentales que reciben dichos circuitos.

A partir del analisis de la caracteristicas funcionales de las aferentes articulares
estudiadas, podemos concluir que la facilitacion de la PAD autogénica inducida por la
inyeccion de capsaicina se presenta en aferentes con velocidades de conduccion entre
24 y 40 m/s y la mayoria con umbrales de activacion entre 2 y 7 xT. Si bien estas
caracteristicas sugieren que la mayoria de las aferentes articulares estudiadas tienen
una relacion de velocidad de conduccion baja y umbral periférico alto, lo que caracteriza
a las afrentes delgadas mielinizadas Ad, algunas aferentes articulares estudiadas
podrian pertenecer a fibras de bajo umbral Ap. Sin embargo, en el gato se ha
encontrado que una proporcion de nociceptores Ad tienen umbrales de activacion
mecanicos bajos y velocidades de conduccion en el rango de fibras AB; y en el mono,
las aferentes nociceptivas del tipo AMH Il (mechano-heat afferents A type Il), con
velocidades de conduccion en el rango de fibras Ad responden a estimulos térmicos de
baja intensidad (Djouhri y Lawson 2004). Esto sugiere que incluso las aferentes
articulares con umbrales bajos en las que fue facilitada PAD autogénica por la inyeccion
de capsaicina podrian ser aferentes Ad involucradas en la transmisién de informacion

nociceptiva.

El aumento en la inhibicion también puede inferirse incluso de la reducciéon de la
PAH autogénica, que contrario a la despolarizacion, ha sido relacionada a la facilitacion
sinaptica de las fibras aferentes, tanto por una mayor liberacion de neurotransmisor
debido al aumento de amplitud del potencial de accion que llega a la terminal del axén,
como por la supresion de una PAD toénica ejercida sobre las fibras aferentes (Eccles y
Krnjevic 1959; Rudomin et al. 1974). Por lo que es probable que ambos fenédmenos
sean producidos por circuitos independientes y que exista un balance de excitacion e
inhibicion sobre la eficacia sinaptica de las neuronas involucradas en la transmision de

informacion nociceptiva. Entonces, los cambios de PAH a PAD autogénica podrian
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tratarse de un balance entre facilitacion e inhibicion ejercidas sobre las terminales
intraespinales de las aferentes articulares a través de diferentes circuitos. En este
sentido, la facilitacion sinaptica de los circuitos interpuestos en la via de la PAD
autogénica del PAN por la inyeccion de capsaicina podria anular el efecto de la PAH

autogeénica y, al aumentar su actividad gradualmente, transformarla en PAD autogénica.

Efecto del bloqueo espinal sobre los patrones de PAD y PAH autogénica de
las aferentes articulares

Para determinar la posible influencia descendente sobre la PAD autogénica
facilitada en las aferentes articulares, se analizaron los cambios en los patrones de PAD
y PAH autogénica durante bloqueos espinales reversibles, aplicados antes y después
de la inyeccion de capsaicina. En nuestros experimentos, encontramos que durante el
bloqueo espinal aplicado antes de la inyeccion de la capsaicina la PAH autogénica se
redujo en tres aferentes articulares, mientras que en ninguna hubo cambios de la PAD

autogenica.

Por un lado, la reduccion en la PAH autogénica durante el bloqueo espinal
sugiere que la facilitacion sinaptica de las aferentes articulares producida por la
estimulacion del PAN es mediada por circuitos neuronales (Rudomin et al. 1974), que
reciben influencias descendentes desde estructuras supraespinales, y no
necesariamente ser una hiperpolarizacién producida por la estimulacién de las fibras
aferentes a altas frecuencias, como ha sido propuesto por otros investigadores (Ignelzi
y Nyquist 1979; Morita et al. 1993).

Por otro lado, la PAD autogénica facilitada por la inyeccidn de capsaicina
también se redujo durante el bloqueo espinal. Al parecer, esta PAD s6lo se mantuvo
con intensidades de estimulacion por arriba del umbral periférico de la fibra, lo que
sugiere que la facilitacion descendente de estos circuitos inducida por la capsaicina fue
eliminada y solo intensidades de estimulacion altas, que activan a la misma fibra o
fibras del mismo tipo, son capaces de producir PAD autogénica en las aferentes
articulares.

Finalmente, al retirar el bloqueo espinal aplicado después de la inyeccion de

capsaicina, la PAD autogénica facilitada no se recuperd. Este hecho plantea varias
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hipotesis, una posibilidad es que la larga duracion de los bloqueos espinales (mayor a
20 minutos) provocé un dafo en la médula espinal, interrumpiendo la comunicacion de
las vias descendentes y eliminando la facilitacion de la PAD desde estructuras
supraespinales. Otra posibilidad seria que el bloqueo espinal provoque cambios en la
actividad sinaptica de los circuitos de la PAD autogénica del PAN facilitados por la
capsaicina, y que la inhibicion de la PAD autogénica provocada por la interrupcion de
las influencias descendentes persista por un tiempo mas prolongado que los registrados

en el experimento.

Cambios producidos en los patrones de PAD heterogénica en aferentes

articulares por la inyeccion intradérmica de capsaicina

Adicional al estudio de los cambios en la PAD autogénica, analizamos los
cambios en los patrones de PAD heterogénica producida en las aferentes articulares
por la estimulacion de los nervios cutaneos SP y SU, los cuales inervan la region de la
pata donde se desarrolla el proceso inflamatorio inducido por la capsaicina, y del nervio
Saph, que inerva regiones mas distales del sitio de inyeccion (Rudomin et al. 2007). En
nuestros resultados encontramos que la PAD producida por la estimulacién de los
nervios SU y SP se facilit6 después de la inyeccion de la capsaicina y aumento
gradualmente con el desarrollo de la inflamacion, mientras que el nervio Saph no tuvo
ningun efecto sobre el umbral intraespinal de la aferente articular ni antes ni después de

la inyeccion de la capsaicina.

Al comparar los cambios producidos en los patrones de PAH y PAD de las
aferentes articulares provocados por la estimulacion condicionante del PAN y del nervio
SP, el cual tiene mayor efecto sobre la excitabilidad de las aferentes articulares
comparado con los nervios SU y Saph, encontramos que a diferencia de la reduccion
de la PAH autogénica y la facilitacion gradual de la PAD autogénica provocados por la
inyeccion de capsaicina, la PAD producida por la estimulacion del nervio SP aumenta
ligeramente en las aferentes articulares después de la estimulacion nociceptiva. En la
tabla 2 se muestran los casos en que la PAD heterogénica aumenta en cinco aferentes

articulares, en seis disminuye y en dieciséis no cambia.
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El aumento en la PAD heterogénica y autogénica en las aferentes articulares
producido por la inyeccion intradérmica de capsaicina implicaria que estos circuitos son
comunes para la misma fibra. Por lo tanto, la facilitaciéon sinaptica a nivel central,
inducida por la estimulacién cutanea nociceptiva, puede aumentar la actividad de los
circuitos neuronales que median la PAD de las aferentes articulares en regiones de la
meédula espinal donde convergen entradas sinapticas del PAN y de aferentes cutaneas
que inervan regiones donde se produce la inflamacion por capsaicina. Funcionalmente,
este fenbmeno podria implicar que hay un aumento generalizado en la inhibicién de
aferentes primarias que transmiten informacién nociceptiva, aunque esto parece poco
probable debido a la alta selectividad de la inhibicion presinaptica por el mecanismo de
la PAD.

Estos resultados plantean la pregunta si el aumento en la PAD heterogénica de
las aferentes articulares producidos por la estimulaciéon de aferentes cutaneas por un
aumento en la inhibicién presinaptica, probablemente producido por la facilitacion de la
PAD autogénica de las propias aferentes cutaneas. Aunque se sabe que la estimulacion
nociceptiva aumenta la despolarizacion de las aferentes cutaneas de fibras aferentes
nociceptivas Ad y C (Willis et al. 2000, Lin et al. 2003), el fenédmeno de la PAD
autogeénica en aferentes cutaneas no ha sido reportado hasta ahora. Este mecanismo
podria limitar la transmision de informacion nociceptiva proveniente de regiones de
hiperalgesia primaria y secundaria inducidas por la inyeccion de capsaicina, en forma
analoga al aumento de la PAD autogénica de las aferentes articulares de alto umbral.

Cambios ténicos de la excitabilidad de aferentes articulares producidos por

la inyeccién intradérmica de capsaicina

Otra observacion que surge de esta serie de experimentos es que la inyeccion
intradérmica de capsaicina aumenta gradualmente el umbral intraespinal de las fibras
aferentes articulares Ad. Este fendbmeno podria estar mediado por diferentes
mecanismos. Por ejemplo, la disminucion en la excitabilidad de las aferentes articulares
podria estar asociado a mecanismos GABAérgicos a través de la activacion sostenida
de receptores GABAA por un aumento en la actividad de interneuronas inhibitorias
GABAérgicas involucradas en el control de la nocicepcion. Una mayor liberacion de
GABA al espacio sinaptico podria activar tonicamente receptores GABA ionotropicos y
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GABAg metabotropicos expresados en las sinapsis establecidas entre las neuronas
GABAérgicas y las terminales de las fibras aferentes, produciendo en un inicio la
despolarizacién de la fibra aferente (Rudomin et al. 1981; Stuart y Redman 1992;
Ovsepyan y Vesselkin 2002), pero de manera tardia un incremento en el umbral
intraespinal y una reduccién de la despolarizacién de la terminal intraespinal (Capek y
Esplin 1982; Curtis et al. 1982; Carstens et al. 1987).

También, la despolarizacion sostenida de las fibras aferentes por la liberacion de
GABA activa fibras aferentes Ad y C produciendo potenciales de accién antidromicos o
reflejos de raices dorsales (DRRs), lo cual contribuye con el proceso de inflamacion
cutanea neurogénica provocada por la liberacion de péptidos como la substancia P y el
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (Willis 1999; Lin et al. 1999, 2000;
Wang et al. 2004; Ren et al. 2005). El aumento en la concentracion de substancia P en
el cuerno dorsal ha sido asociado a la reduccion de la excitabilidad de las fibras

aferentes primarias de alto umbral Ad y C (Randi¢ et al. 1982)

Otro mecanismo podria ser monoaminérgico, producido por cambios en la
actividad de nucleos supraespinales involucrados en la modulacion de circuitos que
median la PAD, como la formacion reticular y el nucleo del rafé, a través de la liberacion
de serotonina (5-HT), dopamina (DA) y noradrenalina (NA) que actuan sobre receptores
GABAérgicos a nivel presinaptico (Oksamitnyl y Tamarova 1987; Crunelli y Giovanni
2014; Garcia-Ramirez et al. 2014). El mecanismo de accién esta asociado a la
modulacion de la actividad de receptores NMDA, por lo que la activacion de receptores
5-HT; por serotonina (Carstens et al. 1987; Lopez-Garcia 2006) y de noradrenalina
(Carstens et al. 1987; Jeftinija et al. 1981) pueden reducir la exocitosis de
neurotransmisor y, por lo tanto, una reduccion en la excitabilidad de las aferentes

primarias.

Finalmente, la despolarizacion tonica de las aferentes primarias también se ha
asociado a la activaciéon de receptores GABAa extrasinapticos (Bravo-Hernandez et al
2016), asociados a la modulacién de la actividad de neuronas mediante el control de
corrientes ionicas sostenidas a través de la membrana, lo que despolariza a las
terminales en forma tonica (Jia et al. 2005; Kullmann et al. 2005; Connelly et al. 2013).
Este mecanismo podria explicar que los cambios de excitabilidad ténicos observados
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en las aferentes articulares no estén relacionados con los cambios de excitabilidad
fasicos provocados por la activacion de receptores GABAa sinapticos, debido a la
estimulacién condicionante del nervio articular y de los nervios cutaneos, como lo

muestra la figura 27.

Los receptores 5GABAa extrasinapticos producen alodinia en animales con
diabetes y modulan la excitabilidad de las aferentes primarias. En estos experimentos
realizados por Delgado y cols. se ha encontrado que el aumento en la excitabilidad de
las fibras aferentes, producido por la despolarizacion tonica de las terminales
intraespinales, esta asociada a la actividad de receptores GABAa extrasinapticos, y de
forma interesante, este fendbmeno no modifica los cambios de excitabilidad fasica
producidos por la estimulacion condicionante de nervios sensoriales (Hernandez-Reyes
et al. 2019). La evidencia experimental muestra que un agonista inverso de los
receptores asGABAA extrasinapticos aumenta tonicamente el potencial de accion
antidromico compuesto (CAP) registrado en nervio tibial, sin modificar el aumento del
cAP producido por la estimulacion condicionante de los nervios cutaneos sural y
peroneo, es decir, la PAD fasica. Por lo tanto, la actividad tonica de los receptores
asGABAA extrasinapticos podria estar involucrada en la modulacién de la excitabilidad
de las fibras aferentes que pueden modificar las respuestas nociceptivas en animales
con dolor neuropatico, sin modificar el control sobre las vias que regulan el control de

reflejos espinales.

Limitaciones metodolégicas en la medicion de los cambios del umbral de

activacion intraespinal de aferentes articulares unicas

Un inconveniente del método utilizado para determinar los cambios en el umbral
intraespinal de aferentes articulares unicas inducidos por la capsaicina es el tiempo
necesario para que los efectos producidos por la inyeccion intradérmica de capsaicina
se establezcan a nivel central. Con base en los resultados obtenidos sobre los cambios
en los potenciales de campo del PAN (Rudomin y Hernandez 2008) y de las
correlaciones entre la actividad de neuronas del cuerno dorsal (Contreras-Hernandez et
al. 2018), sabemos que la capsaicina tarda entre 60 y 180 minutos para llegar a su
maximo efecto. Por lo tanto, el registro continuo de la corriente de estimulacion
intraespinal y de los potenciales de accion antidromicos en el nervio se encuentra entre
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5 y 6 horas, desde la condicion control, el bloqueo espinal reversible, al retirar el
bloqueo espinal, durante 3 horas después de la inyeccién de la capsaicina y, en
algunos experimentos, durante y después de un segundo bloqueo espinal reversible.

Por lo tanto, es posible que durante el transcurso del experimento puedan
perderse las fibras estudiadas, lo que termina el experimento pues no es posible
comparar los efectos de la inyeccion de capsaicina sobre el umbral de otra fibra
articular con su condicion control. Otra posibilidad es que la despolarizaciéon de las
terminales aferentes provoque que nuevas aferentes articulares puedan ser activadas
en el cuerno dorsal con intensidades de estimulacion mas bajas y que durante el

experimento se estimule mas de una fibra aferente.

Por este motivo, en los experimentos se compararon las formas de los
potenciales de accion antidromicos registrados durante las diferentes maniobras
experimentales para cada una de las aferentes articulares. Esto nos ayudo a observar
que después de un largo tiempo de registro, las caracteristicas de los potenciales de
accion tienen cambios graduales en amplitud, duracion y latencia. Los cambios en
amplitud y duracion del potencial de accidn antidrémico podrian estar asociados a
efectos de degradacion por dafos del tejido producidos por la seccion del nervio
articular con algunas horas antes del inicio del registro de los potenciales antidromicos
(Cragg y Thomas 1961; Stohr et al. 1977; Wall et al. 1992). Los cambios en latencia
podrian deberse a la variacion de la intensidad de estimulacién intraespinal necesaria
para producir el potencial de accién antidromico, el aumento de la corriente de
estimulacién podria reducir el tiempo para superar el voltaje de umbral y activar la fibra
mas rapidamente. Por lo tanto, es razonable pensar que en los experimentos se
registraron los cambios en el umbral intraespinal de las mismas aferentes articulares a
pesar de que existan ligeros cambios en las caracteristicas del potencial de accion

antidromico.
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Discusion general

En el presente trabajo de Tesis hemos encontrado que la facilitacion inducida por
la inyeccidn intradérmica de capsaicina sobre los potenciales de campo N3 del PAN
aumenta de forma gradual durante la aplicacion de bloqueos espinales sucesivos. Este
resultado ha sido interpretado como el incremento gradual y selectivo de un
componente inhibitorio descendente ejercido sobre neuronas espinales que reciben
entradas sinapticas de aferentes articulares de alto umbral (Ad) del PAN. Este aumento
de la inhibicion descendente tiende a limitar la facilitacién de la informacion nociceptiva
en regiones de la médula espinal en donde el aumento de la actividad sinaptica de
neuronas del cuerno dorsal inducida previamente por la capsaicina es mayor, esto es
en la parte profunda del cuerno dorsal en el segmento espinal L6 (Rudomin vy
Hernandez 2008). En contraste, la inhibicion descendente no afecta de manera
significativa a las neuronas que reciben informacion de aferentes articulares de bajo
umbral (Ap) del PAN, probablemente para transmitir la mayor cantidad de informacion
propioceptiva utilizada por el sistema para la correcta ejecucion de movimientos de la

extremidad en estados de dolor causados por inflamacién.

A este respecto, se ha encontrado que en los barorreceptores que transmiten la
informacion de presion arterial desde la aorta no presentan ningun tipo de control a
nivel presinaptico, lo que sugiere que la informacion transmitida por estas aferentes
primarias vagales es importante para el correcto ajuste de los parametros del sistema
autonomo, regulando la presion arterial a través de la frecuencia cardiaca y la
resistencia vascular sistémica por la activacion del reflejo barorreceptor (Jordan y Spyer
1979; Richter et al. 1986). También, se sabe que las vias descendentes que controlan
la excitabilidad del reflejo monosinaptico, modulando la actividad de aferentes
musculares del grupo la, no tienen modulacion presinaptica, lo que sugiere que los
comandos descendentes tienen prioridad en el comando de la ejecucion de
movimientos voluntarios sobre la ejecucion de movimientos reflejos (Rudomin et al.
1975; Rudomin et al. 1991).

Adicionalmente, hemos encontrado la inyeccion intradérmica de capsaicina
aumenta la PAD autogénica y heterogénica en aferentes articulares de baja velocidad
de conduccion y alto umbral de activacion periférico, es decir, hay una facilitacion de la
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inhibicion presinaptica de aferentes articulares Ad. En algunas aferentes articulares, se
ha facilitado la PAD autogénica después de la inyeccion intradérmica de capsaicina con
intensidades de estimulacion que no fueron efectivas para producirla en condiciones
control. Por otro lado, en otras aferentes articulares hemos encontrado que la inyeccion
intradérmica de capsaicina reduce la hiperpolarizacién autogénica (PAH) producida por
la estimulacion del PAN, mecanismo asociado a la facilitacion sinaptica por algunos
autores (Eccles y Krnjevic 1959; Mendell y Wall 1964; Mendell 1972; Levy y Anderson
1974; Rudomin et al 1974; Barber et al. 1977), e incluso tiempo después dicha PAH se
transformé en PAD autogénica, lo que ha sido interpretado con un cambio en el balance
de facilitacion e inhibicion inducido por la inyeccion intradérmica de capsaicina,
disminuyendo la eficacia sinaptica de aferentes articulares de alto umbral Ad a nivel

presinaptico.

El curso temporal del aumento de la PAD autogénica en las aferentes articulares
por la inyeccion de capsaicina sugiere que es un mecanismo facilitado a nivel central
durante el desarrollo de la inflamacion y no por la activacion cutanea per se. Es
probable que, el aumento de la actividad de neuronas que reciben entradas sinapticas
de aferentes cutaneas de alto umbral facilite los circuitos espinales involucrados en la
modulacion de la transmision de informacion nociceptiva, dentro de los cuales se

encuentran los circuitos interpuestos en la via de la PAD autogénica.

El aumento de la PAD autogénica de aferentes Ad del PAN es interesante desde
el punto de vista de la capacidad del sistema nervioso para activar mecanismos de
auto-regulacion sinaptica en forma dinamica y selectiva, con el propdsito de limitar, en
este caso, la informacion nociceptiva facilitada durante estados de inflamacion
producidos por la estimulacion nociceptiva, antes de ser transmitida a estructuras de
integracion sensorial en el sistema nervioso central, sin afectar la transmision de
informacion propioceptiva necesaria para la correcta ejecucidon de movimientos

voluntarios durante estados de nocicepcion e inflamacion.

Por este motivo, seria importante en trabajo futuro analizar los efectos
producidos por la inyeccion intradérmica de capsaicina sobre los patrones de PAD
autogeénica y heterogénica de aferentes del PAN con velocidades de conduccién mas

altas o activadas por estimulos inocuos, con el propésito de determinar si este
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mecanismo de autocontrol es diferencial y actua principalmente sobre aferentes

nociceptivas Ad sin afectar aferentes propioceptivas Ap.

Circuito neuronal que podrian explicar los procesos de facilitacion e
inhibicion sinaptica de las fibras aferentes articulares del PAN producidos por la

inyeccion intradérmica de capsaicina.

En la figura 30 estan representados los circuitos neuronales que son parte del
sistema somatosensorial. Las neuronas de proyecciéon del cuerno dorsal reciben
entradas sinapticas de fibras aferentes cutaneas y articulares, y transmiten la
informacion sensorial a nucleos supraespinales como el talamo, la formacion reticular y
la sustancia gris periacueductal, a través de los tractos espino-talamico, espino-reticular
y espino-mescencefalico. La informacion sensorial llega finalmente a estructuras de
integracion como la corteza somatosensorial, a través de conexiones talamo-corticales,
en donde se procesa la informacion para determinar la localizacion y la intensidad del
estimulo, y a otras regiones en donde se procesa la informacion sobre el caracter
aversivo y emocional del estimulo, como la amigdala, la corteza cingulada y la corteza

insular (Basbaum et al. 2009).

La figura 30 también muestra los circuitos interpuestos en la via de la PAD
heterogénica de las aferentes articulares y cutaneas. La estimulacion de estos nervios
sensoriales activa los circuitos de la PAD que tienen como elementos de ultimo orden
interneuronas GABAérgicas que establecen contacto axo-axénico con las terminales
intraespinales de las fibras aferentes. La activacion de los receptores GABAA provoca la
despolarizacion de las terminales aferentes, lo que explica la PAD producida en las

aferentes articulares por la estimulacion de fibras cutaneas y viceversa.

Dentro de los circuitos representados, también se encuentra el circuito de la PAD
autogénica de las aferentes articulares. Nuestra hipdtesis es que las aferentes
articulares tienen escasos efectos de PAD autogénica en condiciones control debido a
que estos circuitos son de baja eficacia sinaptica, lo que requiere para su activacion
intensidades de estimulacion altas (>2 xT), superando el umbral periférico o para activar
mas aferentes articulares, o con estimulos con trenes de pulsos de alta frecuencia

aumentando la eficacia sinaptica por sumacién temporal (Jankowska et al. 1993;
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Rudomin y Lomeli 2007). Otra posibilidad es que los circuitos de la PAD autogénica del
PAN sean inhibidos tonicamente por estructuras supraespinales. Sin embargo, nuestra
evidencia experimental muestra que durante la aplicacion de bloqueos espinales hay
pocos cambios en los patrones de PAD autogénica de las aferentes articulares, lo que
sugiere que las influencias descendentes inhibitorias sobre estos circuitos también son

escasas.
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Figura 30. Circuito representativo del sistema somatosensorial. CUT, fibras cutaneas. PAN, nervio
articular posterior. NS, neuronas nociceptivas especificas. WDR, neuronas de amplio rango dinamico.
ON, células ON. OFF, células OFF. INEx, interneuronas excitatorias. INInPos, interneuronas inhibitorias
posinapticas. INInPre, interneuronas inhibitorias presinapticas. PAG, substancia gris periacueductal.
NMR, ndcleo del rafé magnus. FR, formacion reticular. Note, los circuitos de la PAD autogénica son de
baja eficacia sinaptica, por lo que son representados en lineas punteadas. Mas explicaciones en el texto.

La inyeccion intradérmica de capsaicina activa aferentes cutaneas de alto umbral
Ad y C que expresan el receptor TRPV1. Estas aferentes cutaneas establecen contacto
sinaptico con neuronas nociceptivas especificas (NS) en las laminas superficiales |-l y
con neuronas de amplio rango dinamico (WDR) en la lamina V del cuerno dorsal
(Basbaum et al. 2009). Estas neuronas también reciben entradas sinapticas de
aferentes articulares del PAN, principalmente entre los niveles segmentales L5 a L7

(figura 31).
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Figura 31. Estimulaciéon nociceptiva por la inyeccion intradérmica de capsaicina. CUT, fibras cutaneas.
PAN, nervio articular posterior. NS, neuronas nociceptivas especificas. WDR, neuronas de amplio rango
dinamico. ON, células ON. OFF, células OFF. INEXx, interneuronas excitatorias. INInPos, interneuronas
inhibitorias posinapticas. INInPre, interneuronas inhibitorias presinapticas. PAG, substancia gris
periacueductal. NMR, nucleo del rafé magnus. FR, formacién reticular. Mas explicaciones en el texto.

La activacion de las aferentes cutaneas Ad y C por la estimulacion nociceptiva
induce un estado de sensibilizacién central que incrementa de forma gradual la
actividad de neuronas de segundo orden NS y WDR, provocando a su vez la facilitacion
de las respuestas espinales del PAN, principalmente del componente N3 producido por
la activacion de aferentes articulares de alto umbral, y en mayor medida en las
respuestas registradas en la parte profunda del cuerno dorsal (laminas V-VI) del
segmento L6. Esto representaria un aumento en la actividad de neuronas WDR por la

activacion de aferentes articulares (figura 32).

El incremento en la actividad de las neuronas de proyeccion NS y WDR
(Basbaum y Jessell 2000), aumenta la actividad de nucleos talamo-corticales
involucrados en el procesamiento de la informacién nociceptiva. El sistema talamo-
cortical lateral esta integrado por los nucleos de relevo laterales del talamo y las areas
de la corteza somatosensorial SI y Sll. En este sistema se procesa la localizacion,
duracion e intensidad de los estimulos nociceptivos, es decir, los aspectos subjetivos de
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la percepcion del dolor. El sistema talamo-cortical medial esta integrado por los nucleos
de relevo centrales y mediales del talamo, y por la corteza cingulada anterior, la corteza
prefrontal, la corteza insular y la amigdala. En este sistema se genera el componente
afectivo o emocional del dolor (Schaible et al. 2006, Basbaum et al. 2009).
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Figura 32. Aumento de la actividad de neuronas de proyeccién por la estimulacion nociceptiva. CUT,
fibras cutaneas. PAN, nervio articular posterior. NS, neuronas nociceptivas especificas. WDR, neuronas
de amplio rango dinamico. ON, células ON. OFF, células OFF. INEX, interneuronas excitatorias. INInPos,
interneuronas inhibitorias posinapticas. INInPre, interneuronas inhibitorias presinapticas. PAG, substancia
gris periacueductal. NMR, nucleo del rafé magnus. FR, formacion reticular. Mas explicaciones en el texto.

Este aumento de la informacion ascendente puede a su vez activar en forma
directa o indirecta, a través de nucleos supraespinales como la corteza somatosensorial
o el hipotalamo, a nucleos supraespinales a nivel del tallo cerebral con proyecciones
descendentes involucrados en la modulacion del dolor a nivel del cuerno dorsal. Dentro
de estos nucleos se encuentran la formacion reticular y el nucleo del rafé, con
proyecciones descendentes a través del foniculo dorso-lateral. En el nucleo del rafée,
aumenta en primera instancia la actividad de neuronas que facilitan las respuestas

nociceptivas a nivel de la médula espinal denominadas “células ON” (figura 33). Esto
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facilita un circuito de retroalimentacion positiva que aumenta la actividad de neuronas
de segundo orden, facilitando en forma gradual las respuestas espinales producidas por
la activacion de las fibras aferentes del PAN.
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Figura 33. Estado de sensibilizacién central facilitado por el aumento en la actividad de células ON. CUT,
fibras cutaneas. PAN, nervio articular posterior. NS, neuronas nociceptivas especificas. WDR, neuronas
de amplio rango dinamico. ON, células ON. OFF, células OFF. INEX, interneuronas excitatorias. INInPos,
interneuronas inhibitorias posinapticas. INInPre, interneuronas inhibitorias presinapticas. PAG, substancia
gris periacueductal. NMR, nucleo del rafé magnus. FR, formacion reticular. Mas explicaciones en el texto.

El aumento en la actividad de neuronas ON puede desencadenar la activacion de
mecanismos de inhibicion que tiendan a limitar el estado de sensibilizaciéon central
inducido por la estimulacién nociceptiva. Por un lado, a través del incremento en la
actividad de neuronas del mismo nucleo del rafe, denominadas “células OFF”, que
inhiben a neuronas espinales activadas por aferentes articulares de alto umbral del
PAN. Por otro lado, el aumento en la actividad de neuronas espinales puede facilitar
sinapticamente la despolarizacién de aferentes primarias (PAD), reduciendo la eficacia
sinaptica de las terminales de las aferentes articulares del PAN.

Dentro de los circuitos facilitados se encontrarian los involucrados en la via de la

PAD autogénica del PAN (figura 33 y 34). Este mecanismo podria autorregular el
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aumento en la eficacia sinaptica de las aferentes articulares de alto umbral Ad, inducido
por la estimulacién nociceptiva, sin alterar probablemente la eficacia sinaptica de
aferentes articulares de bajo umbral Ap. Esta modulacion diferencial en la eficacia
sinaptica de las aferentes articulares podria tener implicaciones funcionales, limitando la
cantidad de informacion que puede ser interpretada como nociceptiva antes de ser
transmitida a neuronas de segundo orden en el cuerno dorsal, y manteniendo intacta la
informacion propioceptiva necesaria para el correcto posicionamiento de la articulacion
durante la ejecucion de movimientos de la extremidad en estados de inflamacion y
dolor. Ambos componentes pre y posinapticos reducirian la cantidad de informacion
nociceptiva enviada a estructuras supraespinales, manteniendo en el sistema un estado

de equilibrio y previniendo estados patoldégicos como el dolor cronico.
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Figura 34. Aumento he la inhibicion descendente por el aumento de células OFF y facilitacion sinaptica
de los circuitos interpuestos en la via de la PAD autogénica de aferentes articulares de alto umbral. CUT,
fibras cutaneas. PAN, nervio articular posterior. NS, neuronas nociceptivas especificas. WDR, neuronas
de amplio rango dinamico. ON, células ON. OFF, células OFF. INEX, interneuronas excitatorias. INInPos,
interneuronas inhibitorias posinapticas. INInPre, interneuronas inhibitorias presinapticas. PAG, substancia
gris periacueductal. NMR, nucleo del rafé magnus. FR, formacion reticular. Mas explicaciones en el texto.
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Perspectivas y trabajo futuro

El presente trabajo de Tesis muestra que, durante el estado de sensibilizacion
central inducido por la inyeccidn intradérmica de capsaicina, hay un aumento en el tono
inhibitorio descendente ejercido sobre neuronas del cuerno dorsal con entradas
sinapticas de aferentes articulares de alto umbral del PAN. Esta inhibicion actua
principalmente en la parte profunda del cuerno dorsal (laminas V-VII) a nivel segmental
L6, region de la médula en donde hay convergencia de entradas sinapticas de aferentes
articulares del PAN y de aferentes cutaneas con proyecciones periféricas en regiones
donde se produce la inflamacion inducida por la capsaicina. Adicionalmente, hemos
encontrado que la inyeccidon de capsaicina aumenta la PAD autogénica de las aferentes
articulares Ad, fenbmeno que ha sido propuesto como un sistema de autocontrol que
limita el paso de informacion nociceptiva que es transmitida por aferentes articulares de
alto umbral antes de alcanzar neuronas espinales de segundo orden. Finalmente,
encontramos que la inyeccion de capsaicina aumenta gradualmente el umbral
intraespinal de las fibras aferentes articulares, lo que ha sido interpretado como una
reduccién en la excitabilidad de las fibras aferentes articulares, probablemente como un
mecanismo alterno de control de la eficacia sinaptica durante estados de sensibilizacion

central.
Derivado de esta investigacion surgen las siguientes preguntas:

1) A partir de la suposicion que la PAD autogénica se facilita sobre aferentes
articulares de alto umbral para disminuir la transmision de informacion nociceptiva,
es importante investigar cual es el efecto de la inyeccion intradérmica de
capsaicina sobre los patrones de despolarizacion de aferentes articulares de bajo
umbral Ap, involucradas en la transmision de informacion propioceptiva.

2) La evidencia del aumento de la PAD autogénica y heterogénica sugiere la
activacion de circuitos que son comunes para ambas vias a nivel espinal; sin
embargo, es importante esclarecer cual es la contribucion de estructuras
supraespinales a través de influencias descendentes en este aumento de la

inhibicion presinaptica.
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3)

Finalmente, seria muy importante estudiar cuales son los mecanismos asociados
al aumento de la PAD y al umbral intraespinal inducidos por la inyeccion
intradérmica de capsaicina en aferentes articulares de alto umbral del PAN.
Utilizando técnicas farmacologicas se podria investigar la posible participacion de
receptores GABAérgicos, serotoninérgicos, dopaminérgicos, noradrenérgicos, o
peptidérgicos involucrados en el control de la eficacia sinaptica de las fibras

aferentes primarias.
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Apéndice

. Latenua.del Umbral Velocidad de Nivel Dlstanc.la del .
Experimento | Potencial es s ., Nervio al Profundidad
. Periférico | Conduccién | Segmental .
Antidrémico Microelectrodo
26-ago-10 (5.2 ms NC 36.5 m/s Caudal L5 19 cm 1.8 mm
26-ago-10|4.2 ms NC 45.2 m/s Rostral L6 19cm 1.8 mm
18-nov-10|5.2 ms NC 31.1 m/s Medial L6 16.2 cm 1.25 mm
18-nov-10 | 6.1 ms NC 26.5m/s Caudal L6 16.2 cm 1.86 mm
25-nov-10| 6.1 ms NC 27.8 m/s Medial L6 17 cm 1.3 mm
25-nov-10|4.9 ms NC 34.7 m/s Medial L6 17 cm 1.9 mm
07-dic-10 | 5.7 ms 3xT 27.7 m/s Rostral L6 15.8 cm 1 mm
07-dic-10 | 6.5 ms 5xT 24.3 m/s Medial L6 15.8 cm 0.75 mm
01-mar-11|4.8 ms 1xT 40 m/s Caudal L5 19.2 cm 1.9 mm
01-mar-11{5.9 ms 1.5xT 32.8 m/s Rostral L6 19.4 cm 1.5mm
08-mar-11 | 4.6 ms 1xT 40.6 m/s Caudal L5 18.7 cm 1.7 mm
08-mar-11{8.1 ms 3xT 23 m/s Medial L6 18.7 cm 1.5 mm
24-may-11 | 8.8 ms 4 xT 23.3 m/s Caudal L5 20.5cm 0.6 mm
24-may-11|7 ms 3xT 28.7 m/s Rostral L6 20.1cm 1.8 mm
02-jun-11 (4.2 ms 1.5xT 48.2 m/s Caudal L5 18 cm 1.5 mm
02-jun-11 | 6 ms 3xT 29 m/s Medial L6 17.4 cm 1.18 mm
04-ago-11|4.7 ms 1.5xT 38.5m/s Rostral L6 18.1cm 0.95 mm
04-ago-11 (5.2 ms 2 xT 34.4 m/s Caudal L6 17.9cm 1.4 mm
18-oct-11 |4 ms 3xT 50 m/s Rostral L6 20 cm 1.5mm
18-oct-11| 6.4 ms 2 xT 30.7 m/s Medial L6 19.7 cm 1.5 mm
14-dic-11|5.2 ms 5xT 36.1 m/s NL 18.8 cm 1.6 mm
14-dic-11 | 5.4 ms 7 xT 34.8 m/s NL 18.8 cm 1.5mm
31-ene-12 (5.4 ms 1xT 34 m/s Medial L6 18.4 cm 1.58 mm
27-mar-12 | 6.4 ms 5xT 28.9 m/s Rostral L6 18.5cm 1.8 mm
27-mar-12 | 5.6 ms 4 xT 33 m/s Caudal L6 18.5cm 2.0 mm
17-abr-12 {5 ms 1xT 37 m/s Rostral L6 18.5cm 2.0 mm
17-abr-12 | 4.4 ms 1xT 42 m/s Caudal L6 18.5cm 1.9 mm
24-may-12 | 4.8 ms 4 xT 37.5m/s NL 18.0cm 1.4 mm
24-may-12 |4 ms 1xT 45 m/s NL 18.0cm 1.8 mm
07-jun-12 | 5.6 ms 4 xT 31.25 m/s Caudal L5 17.5 cm 2.2 mm
20-jun-13|5.6 ms 2.5xT 32.1 m/s Caudal L5 18 cm 1.36 mm
20-jun-13 {6 ms axT 30 m/s Rostral L6 18 cm 1.9 mm

Tabla 1. Caracteristicas de las aferentes articulares. NC, no calculado.
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