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Introduccion 3

1.1. Sensibilidad nociceptiva en la cavidad oral

En todas las civilizaciones, en todos los paises y en todos los momentos
histéricos, el dolor ha sido el principal enemigo del hombre. Este se ha intentado
combatir y desterrar recurriendo para ello desde las soluciones mas simples, tales como
la practica de ritos (p. ¢j. los egipcios taponaban los orificios de la nariz y de los oidos a
sus muertos para evitar que los genios del mal penetraran en su interior y asi
preservarlos para su reencarnacion), hasta las técnicas mas sofisticadas de las que se
disponen actualmente.

Desde los inicios de la Humanidad, la inquietud por dar explicacion a qué y por
qué es el dolor ha sido manifiesta, aportandose teorias que, cuando menos, rondan lo
absurdo y son fruto de la carencia de una base cientifica. Los Babilonios otorgaron al
corazon el lugar donde se encontraban las sensaciones, considerando que el dolor era
provocado por malos espiritus que encendian fuegos en el interior del organismo.
Posteriormente, Alchaleén, el mayor representante médico de la escuela pitagorica,
demostré mediante disecciones anatomicas que las sensaciones residian en el cerebro;
siendo propuesto por Hipdcrates que el dolor era una manifestacion de la disarmonia de
los cuatro elementos fundamentales (calor, frio, humedad y sequedad) y de los cuatro
humores presentes en el cuerpo (moco, bilis negra, bilis amarilla y sangre). Sin
embargo, el mayor influjo que recibio la posterioridad fue a través de Platon y de
Aristoteles, para quienes el corazéon volvié a ser el centro de las sensaciones,
mientras que el cerebro lo era para los recuerdos y el raciocinio. Finalmente, fue
Descartes quien demostrd, de manera concluyente, que el dolor era transmitido a
través de los nervios periféricos hacia la médula, y por ella conducido a un centro
especial del cerebro. Sin embargo, cabe destacar que estos conceptos ya habian sido
brillantemente constatados en disecciones anatémicas por los médicos de la escuela
de Alejandria, encabezados por Herofilo y Erasistrato, quienes describieron los nervios
motores y los nervios sensitivos, localizando el alma en el cerebelo.

El dolor es definido por la Asociacion Internacional para el Estudio del dolor
como “una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con un dafio tisular
actual o potencial o descrito como tal” (Merkshey, 1979). Este presenta tres
dimensiones: la dimension sensoriodiscriminativa, que proporciona informacion sobre

la localizacion, intensidad, calidad y duracion del estimulo nocivo que lo evoca; la
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dimension afectiva, que le confiere su tonalidad desagradable y angustiosa y; la
dimension cognoscitiva, que incluye datos de memoria, reconocimiento y comparacion
(Wall y Melzack, 1984). La conjuncion de las tres dimensiones es la responsable de los
mecanismos reflejos (p. €j. la contractura de la musculatura lumbar ante una hernia
discal) y de los mecanismos conscientes (p. €j. el reposo ante la fatiga), mediante los
cuales se manifiesta la sensibilidad nociceptiva.

Cuando se habla de dolor, hay que hacer algunas distinciones porque existen
distintos tipos segun cual sea el origen y el tiempo de evolucidon de los mismos.

Atendiendo al origen, por una parte, se encuentra el dolor nocioceptivo, aquel
que tiene una causa que estimula las terminaciones nerviosas y las cuales llevan a los
centros conscientes cerebrales, las sensaciones cuya percepcion constituye lo que se
entiende por dolor; y por otra, se halla el dolor introceptivo, dolor intimo o dolor moral,
como el que se origina ante la pérdida de un ser querido, el cual desencadena
frecuentemente estados depresivos y cronificacion de los sufrimientos. Igualmente, en
relacion con el origen, Bell (1989) reconoce cuatro categorias de dolor: dolor somatico
superficial, somatico profundo, neurégeno y psicogénico. El dolor somatico superficial
y el somatico profundo pertenecen a dolores resultantes de estimulos sobre areas
inervadas por componentes neurales normales. El dolor somatico superficial emana de
estructuras superficiales (piel y mucosas externas), y el somatico profundo de
estructuras corporales profundas y visceras. El dolor neurdogeno se produce como
resultado de anormalidades en el sistema neural y, el dolor psicogénico como resultante
de ciertas influencias y condiciones fisicas.

Desde el punto de vista de la evolucion, hay que diferenciar el dolor agudo del
cronico (Pertes y Heir, 1991). El dolor agudo es un dolor de corta duracion, casi
siempre relacionado con una causa bien definida (una enfermedad o a un dafio
traumadtico), que presenta un curso caracteristico el cual desaparece al tratar el area
afectada. El cuadro agudo es un mecanismo de alerta y preservacion del individuo que
cumple una importante funcion defensiva, al advertirle acerca de la presencia de una
anormalidad. El dolor agudo frecuentemente puede asociarse con ansiedad. La
sobrevenida del mismo produce un comportamiento reactivo que origina actos muy
primitivos como son los gritos, los gemidos y los sollozos y, fendmenos vegetativos
como la midriasis, la taquicardia o la opresion. Cuando el dolor agudo persiste tras el
paso de un tiempo prudencial aparece el dolor cronico. El dolor crénico es el sintoma

mas amenazador y debilitante y el que mas confunde al clinico a la hora de establecer
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un diagnostico. El dolor crénico tiende a “internalizarse”, acentudndose los sentimientos
de soledad y mezclandolos con otras ideas, sentimientos y percepciones, que juntos
elevan la ansiedad y amplifican la experiencia dolorosa. Mientras que las terapéuticas
convencionales tales como los analgésicos, el reposo y la inmovilizacion suelen ser de
gran utilidad para combeatir el dolor algido, frecuentemente son inefectivas en el cronico
y a veces incluso estan contraindicadas. De la misma manera, los calmantes, los
hipnoéticos y los sedantes que se emplean en las fases agudas dolorosas, en las crénicas
disminuyen las funciones cognitivas, aumentan la inactividad y en conjunto favorecen
la depresion, rasgo importantisimo del dolor crénico. Precisamente el fin del dios
Hércules es un caso muy instructivo de como el dolor crénico le condujo al suicidio. La
esposa de Hércules, Deyanira, en un ataque de celos le envié una tinica a su esposo
para que festejara la victoria tras destruir la ciudad de Ecalia. Sin embargo, cuando se
encendid la hoguera ritual, la tinica que Deyanira habia impregnado con la sangre del
centauro Neso, se peg6d al cuerpo de Hércules quemandole vivo, y si intentaba
retirarsela, se arrancaba con ella pedazos de su propia piel, causandole tremendos
dolores. Hércules, convencido de que su dolor no tenia remedio, pues nada lograba
aliviarle, subi6 al monte Eta y haciendo una pira se suicid6 (unas leyendas dicen que
con la ayuda de su padre, mientras que otras comentan que fue Filoctetes).

En la extremidad cefélica, y concretamente en la region orofacial, se genera una
amplia gama de sensaciones: exteroceptivas, propioceptivas, interoceptivas y
sensoriales. Una de las sensaciones que mas preocupa al clinico es la nocicepcion, una
sensacion exteroceptiva que representa uno de los sintomas mas frecuentes y uno de los
motivos mas comunes por los que los pacientes acuden a consulta.

El area orofacial, territorio inervado por las fibras sensitivas del V par craneal, el
nervio trigémino, frecuentemente se ve comprometida por multiples patologias, entre las
que cabe destacar desde una simple odontalgia o dolores de origen mucoso, lingual o
glandular, a padecimientos mas complejos como son las neuralgias trigeminales; las
algias vasculares, entre las que se incluyen las cefaleas en racimos y el sindrome de
Tolosa-Hunt, entre otras y; la disfuncion de la articulacion temporomandibular.

Diariamente, el clinico se enfrenta al reto de paliar cuadros dolorosos, cuya
compleja resolucion muchas veces puede ser atribuible a que:

a) El dolor es una experiencia individual y subjetiva, que so6lo el paciente puede

experimentar y describir su extension, intensidad, duracion y naturaleza.



6 Introduccion

b) La reaccion al dolor varia ostensiblemente de un sujeto a otro y depende de su
estado emocional, como en el caso de las artralgias temporomandibulares, pudiendo
en algunos casos las experiencias dolorosas previas condicionar la actitud ante el
dolor actual.

¢) El dolor a menudo es difuso, irradiado y mal localizado. En este sentido cabe
destacar el dolor cardiaco irradiado, el cual es una consecuencia de las
interconexiones interneuronales entre las raices cervicales superiores y los niveles
medulares del nervio trigémino. En este cuadro, el dolor se localiza mas
frecuentemente en el &ngulo mandibular, que estd inervado por las raices cervicales
superiores C2 y C3 (Penarrocha et al., 1990).

d) Existen lagunas en el conocimiento actual de diversas disciplinas de las ciencias
basicas como la neuroanatomia, la neurofisiologia, la neuroquimica y la
neurofarmacologia.

De todo lo comentado anteriormente se deduce que, el ahondamiento en el
conocimiento de los mecanismos periféricos y centrales implicados en la produccion y
mantenimiento del dolor orofacial, contribuira a esclarecer con la maxima certeza la
causa que lo origina, pudiendo de esta forma establecer la terapéutica més adecuada que
permita subsanarlo. En este sentido, Meller (1994), en un articulo que versa sobre los
mecanismos del dolor afirmd: “en el tratamiento eficaz del dolor crénico y persistente,
es crucial comprender mejor los mecanismos que subyacen en los distintos tipos de
hiperalgesia”.

En la region orofacial, la via de la sensibilidad dolorosa, al igual que las
correspondientes a las de las otras sensaciones que se engloban dentro del denominado
sistema somatico aferente general (temperatura, presion y tacto), constan a nivel
periférico, de un receptor y de una neurona de primer orden situada en el ganglio de
Gasser. Estos elementos periféricos brindan la informacion sensoriodiscriminativa sobre
calidad, intensidad, ubicacion y duracion de un estimulo aplicado en la boca o cara.
Cuando un receptor es excitado por un estimulo, los impulsos aferentes son transmitidos
hacia los centros nerviosos de segundo orden (fundamentalmente hacia el complejo
nuclear sensitivo del trigémino) por las prolongaciones periférica y central de la primera

neurona.
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1.1.1. Fibras nerviosas periféricas

Las fibras nerviosas aferentes primarias que se hallan en los nervios periféricos
son distintas morfologica y funcionalmente. Las fibras nerviosas existen de todos los
tamafios comprendidos entre 0,5 y 20 um de didmetro, siendo los limites extremos de la
velocidad de conduccion 0,5 y 120 m/seg. Esto contemplado desde un punto de vista
practico equivaldria a decir que, en las fibras largas que presentan la mayor velocidad
de conduccion (120 m/seg), los impulsos recorren una distancia mayor a la de un campo
de fatbol en tan solo 1 segundo; mientras que las fibras de menor velocidad de
conduccion (0,5 m/seg), necesitan unos 2 segundos para pasar desde el dedo gordo del
pie hasta la médula espinal.

Es bien sabido que existe una estrecha relacion entre el didmetro de una fibra
nerviosa periférica y su velocidad de propagacion del impulso, en el sentido de que
cuanto mayor es el diametro, mas rapidamente conduce los potenciales de accion. Sin
embargo, hay que tener presente que para un mismo tipo de fibras, la velocidad de
conduccion es mayor en los vertebrados que en los animales inferiores. Hursh (1939)
profundiz6 mas en el tema y afirmé que, en las fibras mielinicas, la velocidad de
propagacion del impulso nervioso es aproximadamente 6 veces la del didmetro de la
fibra.

Resulta evidente que algunos tipos de informacion deben transmitirse al sistema
nervioso central muy rapidamente, ya que de lo contrario carecerian de utilidad. Un
ejemplo de ello son las senales que informan al cerebro de las posiciones momentaneas
de las piernas en cada fraccion de segundo cuando se realiza un ejercicio atlético. En el
otro extremo, algunas cualidades de la informacidn sensorial, como las descritas para el
dolor sordo y prolongado, no conllevan tal exigencia. En el primer caso, la informacion
logicamente, debe transmitirse por una fibra nerviosa de conduccion rapida y, por lo
tanto, gruesa; mientras que en el segundo, ésta puede transmitirse por una fibra de
conduccion lenta y, por consiguiente, delgada.

El tamafio de las fibras tiene gran importancia clinica para comprender la
progresion del bloqueo de la conduccion en un nervio por accion de un anestésico o por
hipoxia. El bloqueo sigue un orden creciente, de modo que primero dejan de conducir

las fibras de menor calibre y en tltimo lugar las de mayor didmetro.
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Las diferencias morfologicas y funcionales que presentan las fibras nerviosas
aferentes primarias, condujeron a Erlanger y Gasser (1937) y a Lloyd (1943) a
clasificarlas atendiendo a su didmetro, presencia de mielina, velocidad de conduccién y
tipo de sensibilidad que transmiten. Erlanger y Gasser (1937) dividieron las fibras
nerviosas en tres grupos: fibras A, By C.

Las fibras A son fibras mielinizadas, de un didmetro comprendido entre 2-20
um y una velocidad de conduccion del impulso nervioso entre 12-120 m/seg. Estos
axones son las fibras habituales de los nervios espinales que unen los centros a los
musculos esqueléticos y a los 6rganos de los sentidos. A su vez, las fibras A
comprenden 4 subtipos, que de mayor a menor velocidad de conduccion son: Aa, AP,
Ayy Ad.

- Las fibras A« presentan un grosor de 12 a 20 um y conducen el impulso nervioso a
una velocidad de 70-120 m/seg. Son responsables de transmitir impulsos
propioceptivos, vibracion e impulsos motores. En el sistema eferente, constituyen
los axones que salen de las motoneuronas para inervar las fibras musculares
extrafusales del musculo estriado esquelético. En el sistema aferente, son las fibras
que inervan los husos neuromusculares y los 6rganos tendinosos de Golgi, también
localizados en el musculo esquelético (Brodal, 1981; Brown, 1981). En la
clasificacion de Lloyd (1943) las fibras Aa del sistema aferente equivalen al Grupo
I, dentro del cual se distinguen atendiendo a su destino, dos subgrupos: fibras la y
fibras Ib. Las fibras Ia empiezan en la periferia, en las terminaciones anuloespirales
de los husos neuromusculares. A pesar de presentar un diametro medio de
aproximadamente 17 um, diversos estudios electrofisiologicos realizados en el gato
(Matthews, 1963; Brown, 1981) indican que las fibras Ia pueden conducir el
impulso a una velocidad igual o superior a 80 m/seg, lo que significa que el limite
de 70 m/seg no constituye una separacion nitida entre las fibras Ao y las demas. Las
fibras Ib inervan los 6rganos tendinosos de Golgi y son tan abundantes como los
anteriores. Presentan un didmetro medio de 16 um, por lo que tienen una velocidad
de conduccion algo mas lenta que las fibras Ia.

- Las fibras AP miden 5-12 pum de didmetro y conducen el impulso nervioso a una
velocidad de 30-70 m/seg. En el sistema eferente, constituyen las colaterales de las
fibras Ao que van a inervar las fibras musculares intrafusales. En el sistema

aferente, se corresponden con el Grupo II de la clasificacion de Lloyd (1943), las
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cuales forman las terminaciones secundarias (terminaciones en flor o en ramillete)
de los husos neuromusculares y transmiten los impulsos que determinan los reflejos
flexores. Otras fibras que conducen en el rango A se relacionan con los receptores
tactiles de la piel mas diferenciados, transmitiendo sensaciones tales como el tacto,
la presion o la vibracion.

- Las fibras Ay tienen un didmetro de 3-6 um y una velocidad de propagacion del
impulso nervioso de 15-30 m/seg. En el sistema eferente, son los axones que inervan
las fibras musculares intrafusales y que nacen de las motoneuronas y. En el sistema
aferente, a pesar de que se les ha relacionado con fibras que conducen el tacto
(Brown, 1981), Shorland et al. (1989) investigando la velocidad de transporte de las
fibras mecanorreceptoras, consideraron que todas eran del tipo Af.

- Las fibras A3 miden 2-5 pm de didmetro y conducen el impulso nervioso a una
velocidad de 12-30 m/seg. Son las fibras mielinicas que presentan el menor grosor y
todas ellas pertenecen al sistema aferente, incluyéndose en el Grupo III de la
clasificacion de Lloyd (1943). Estas fibras principalmente transmiten el dolor rapido
y punzante (Brodal, 1981), aunque también se les ha relacionado con la recepcion de

cambios de temperatura (Darian-Smith y Johnson, 1977; Brown, 1981).

Las fibras B son, al igual que las precedentes, fibras mielinizadas pero que
presentan un didmetro menor (generalmente inferior a 3 pm) y una velocidad de
conduccion mas lenta (3-15 m/seg) que aquellas. Comprende las fibras preganglionares

simpaticas o fibras eferentes mielinicas del sistema autonomo (Brodal, 1981).

Las fibras C son los axones de menor diametro (0,5-2 pm), carecen de mielina y
conducen los impulsos nerviosos a escasa velocidad (0,5-2,3 m/seg). Su pequefio grosor
ha sido causa de que su abundancia haya pasado inadvertida durante muchos afios, y en
consecuencia, haya dificultado el conocimiento de su funcion. Constituyen tanto fibras
sensoriales del sistema somatico aferente general, donde se corresponden con el Grupo
IV de la clasificacion de Lloyd (1943), como fibras autdnomas postganglionares. En las
raices posteriores, su numero es 3 6 4 veces mayor que el de fibras mielinicas. En los
nervios cutdneos aproximadamente hay el mismo niumero de unas que de otras, y en el
nervio neumogastrico constituyen el 75% del total en el segmento cervical y, el 90% en

el segmento abdominal del nervio. En el sistema somatico aferente general, las fibras



10 Introduccion

amielinicas son las que forman parte de las terminaciones libres en la piel alcanzando la
epidermis. A pesar de que durante mucho tiempo se asignd a las fibras C la unica
funcion de transmitir impulsos nociceptivos, especialmente de tipo lento (Brodal, 1981),
actualmente también se piensa, dado el numero tan alto de estas fibras que hay en los
nervios cutaneos, que transmiten otras formas de sensibilidad como la temperatura, el
picor y el tacto grosero.

Generalmente, se ha visto que el tamafio del cuerpo neuronal de las células que
originan fibras Aa-Ay, presenta una correlacion positiva con el diametro de los axones;
es decir, cuanto mayor es el didmetro mayor soma neuronal presentan, y viceversa
(Harper y Lawson, 1985; Cameron et al., 1986; Lee et al., 1986; Mense, 1990). Esto
significa que las neuronas de mayor tamafio conducen mas velozmente el impulso
nervioso (Lee et al., 1986). Por el contrario, esta relacion entre el tamafio del soma y la
velocidad de propagacion del impulso nervioso, no se observa en las neuronas
ganglionares que originan fibras nociceptivas, es decir, fibras Ad y C (Lee et al., 1986;

Hoheisel y Mense, 1987; Mense, 1990), aunque suelen ser de pequefio tamao.

1.1.2. Receptores

Las ramas periféricas de los axones de las neuronas de primer orden que se
sitian en el ganglio trigeminal, una vez alcanzan la superficie externa del organismo
forman estructuras especiales denominadas receptores exteroceptivos, los cuales se
encargan de percibir estimulos del medio ambiente. Desde un punto de vista fisioldgico,
los receptores cutaneos del sistema exteroceptivo se clasifican en: mecanorreceptores,
termorreceptores y nociceptores, siendo unicamente a estos ultimos a los que nos

referiremos por el tema que nos atafie.

Nociceptores

A partir de los estudios realizados por Perl y colaboradores realizados a finales
de la década de los 60 del siglo pasado (Burgess y Perl, 1967; Perl, 1968; Bessou y Perl,
1969), se sabe que existen nociceptores cutdneos especificos en numerosas especies
animales, aunque similares tipos de receptores también se han identificado en otras

areas tales como las mucosas externas y las articulaciones (Brodal, 1981).
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Los nociceptores pueden clasificarse atendiendo a la velocidad de conduccion de
sus axones periféricos asi como, en funcion de su respuesta a diferentes formas de
estimulacion. El nombre de los diversos tipos de receptores del dolor se deriva de estos
dos rasgos. Generalmente, los nociceptores se relacionan con las fibras mielinizadas
(fibras Ad) y con las no mielinizadas (fibras C) de didmetro pequefio. Teniendo en
cuenta el tipo de estimulo, algunos nociceptores responden sélo a estimulos mecénicos;
otros a estimulacién mecanica, térmica y quimica; mientras que otros s6lo lo hacen a

estimulos térmicos y mecanicos.

Nociceptores mecdnicos

Los nociceptores mecéanicos, también conocidos como mecanorreceptores de
alto umbral, mecanorreceptores de presion moderada o mecanorreceptores de baja
sensibilidad, responden so6lo a estimulos mecénicos moderadamente intensos 0 nocivos.
Sin embargo, se ha visto que algunos también son activados por estimulacion térmica
tras una exposicion repetida al calor, razon por la cual Campbell et al. (1979) se refieren
a éstos como receptores mecanotérmicos.

Los nociceptores mecanicos mielinizados fueron descritos por primera vez con
detalle en el tegumento de las extremidades del gato (Burgess y Perl, 1967) y mono
(Perl, 1968), siendo posteriormente también demostradas en la piel facial del mono y
gato (Dubner y Hu, 1977; Hu y Sessle, 1980), en las extremidades del conejo
(Fitzgerald y Lynn, 1977) y en el antebrazo del hombre (Adriaensen et al., 1981).

Los nociceptores mecéanicos mielinizados generalmente tienen velocidades de
conduccion en el rango de las fibras Ad. Sin embargo, en algunos articulos (Burgess y
Perl, 1973; Campbell et al., 1979) se habla de nociceptores mecanicos con velocidades
de conduccion en el rango de las fibras AP, localizados en la region cutanea de las
extremidades del gato y mono.

Los nociceptores mecéanicos mielinizados, aunque rara vez son activados por un
estimulo térmico inicial en el rango de 45-55°C, con frecuencia responden al calor tras
una estimulacion repetitiva (Burgess y Perl, 1973). Resulta de gran interés, sin embargo,
que a pesar de esta sensibilizacion al calor, estos nociceptores no presentan una
alteraciéon en la respuesta a la estimulacion mecanica (Fitzgerald y Lynn, 1977,

Campbell et al., 1979).
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Mucho menos se sabe acerca de nociceptores mecanicos amielinicos. Este tipo
de nociceptor parece ser que inerva las extremidades del gato y mono (Bessou y Perl,
1969; Georgopoulos, 1976), sin embargo en este tltimo so6lo representa un 10-15% de la
poblacion de fibras C. Se ha visto que algunas de estas neuronas en el gato pueden
responder a estimulos frios nocivos, por lo que deberian ser clasificados como

nociceptores mecanotermicos (Price y Dubner, 1977).

Nociceptores polimodales

Los nociceptores polimodales responden a estimulos mecéanicos y térmicos
nocivos, al mismo tiempo que muchos de ellos también pueden ser excitados por
irritantes quimicos. Los nociceptores polimodales se han identificado en la piel de
numerosas especies animales y representan una importante proporcion de la poblacion
de fibras C. Concretamente en el mono se ha visto que el 80-85% de las fibras C son
nociceptores, predominantemente del tipo polimodal.

Estos receptores fueron descritos por primera vez con detalle en el gato (Bessou
y Perl, 1969), pero posteriores estudios también los han identificado en las extremidades
del mono (LaMotte y Campbell, 1978), en la cara del mono y gato (Beitel y Dubner,
1976; Hu y Sessle, 1980), en las extremidades del conejo (Fitzgerald, 1979) y en el
humano (Torebjork y Hallin, 1974). Igualmente también existe una importante
poblacion en el musculo esquelético del perro (Kumazawa y Mizumura, 1977) y en la
piel escrotal (Kumazawa y Mizumura, 1980), aunque en esta tltima la mayoria de los
nociceptores polimodales son fibras AJ.

La sensibilidad de los nociceptores polimodales a los estimulos térmicos ha sido
examinada cuantitativamente en numerosos estudios. Estas fibras tienen umbrales que
varian de 38 a 49°C, aunque siempre presentan una sensibilidad méaxima en el rango de
45 a 51°C (LaMotte y Campbell, 1978).

Los nociceptores polimodales fibras C son sensibilizados cuando se aplica una
estimulacion térmica repetitiva (Bessou y Perl, 1969; Fitzgerald, 1979), y de manera
similar a lo comentado con relacion a los nociceptores mecanicos Ad, la exposicion al
calor no sensibiliza los nociceptores polimodales a posteriores estimulos mecéanicos
nocivos (Bessou y Perl, 1969). Sin embargo, se ha visto que la sensibilizacion
secundaria a una estimulacion repetitiva por calor de los nociceptores polimodales sélo
es una posible consecuencia. Cuando un estimulo es aplicado repetidamente en la

misma localizacion, también se puede observar el fenomeno de fatiga o de supresion
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temporal (Bessou y Perl, 1969; LaMotte y Campbell, 1978). La extension de la fatiga
depende de la intensidad y de la frecuencia del estimulo repetitivo, y parece ser
caracteristica de las poblaciones de fibras de conduccion lenta (Price ef al., 1977). Un
tercer efecto de la estimulacion por calor repetitivo es la inactivacion parcial o la
depresion. La estimulacion por calor nocivo intenso puede dafiar la piel o el receptor,
produciendo una reduccion en la respuesta que puede durar horas. La sensibilizacion
puede ser seguida de depresion si el calentamiento repetido es excesivo (Beitel y
Dubner, 1976; Fitzgerald y Lynn, 1977). Un calentamiento intenso inicial también
puede producir depresion sin que se observe ninguna sensibilizacion. Teniendo en
cuenta lo comentado anteriormente, se comprueba que las consecuencias del

calentamiento repetitivo de los nociceptores polimodales pueden ser muy variables.

Nociceptores mecanotermicos mielinizados

Los nociceptores mecanotermicos mielinizados, también denominados
nociceptores térmicos o nociceptores del calor, son receptores que responden a
estimulos mecénicos y térmicos en ausencia de sensibilizacion.

A pesar de que este tipo de nociceptores ha sido descrito en el mono (Burgess y
Perl, 1973; Georgopoulos, 1976) y en humanos (Adriaensen et al., 1981), durante
mucho tiempo ha existido una gran controversia acerca de la existencia de los mismos,
debido a la posibilidad de confusiéon con los nociceptores mecanicos mielinizados
sensibilizados. Sin embargo, el hecho de que la latencia del primer dolor, que algunas
veces se observa tras la aplicacion de calor nocivo en humanos, sea demasiado corta
como para ser justificado por la actividad de fibras C, o demasiado larga como para que
el impulso sea transmitido por nociceptores mecéanicos mielinizados incluso tras la
sensibilizacion (Price et al., 1977; Campbell et al., 1979), constituia un indicio que
abogaba a favor de la existencia de los mismos.

Actualmente se sabe que, los nociceptores mecanotermicos mielinizados se
diferencian de los nociceptores mecanicos por presentar un menor umbral al calor, una
mayor sensibilidad al calor nocivo y una latencia de respuesta mas corta que estos

ultimos (Dubner et al., 1977, Adriaensen et al., 1981).



14 Introduccion

1.1.3. Neuronas de primer orden (Ganglio de Gasser)

El ganglio trigeminal o ganglio de Gasser presenta una forma semilunar y se
localiza en la fosa de igual nombre, situada en la porcion interna de la cara cerebral del
penasco del temporal.

Las neuronas trigeminales tienen forma esférica u ovoidea, poseen bastante
citoplasma y un nucleo claro y redondeado. Estas neuronas, y en general las localizadas
en cualquier ganglio periférico del sistema somatico aferente general, presentan un
soma muy variable, lo que ha conducido a Sommer et al. (1985) en la rata y a Andres
(1961) y Lieberman (1976) en otros mamiferos, a clasificarlas al menos en tres tipos en
funcién a su tamafo: grandes o medianas de citoplasma claro (tipo A), medianas o
pequenas de citoplasma oscuro (tipo B) y las mas pequeiias (tipo C).

Las neuronas gasserianas, al igual que las de los ganglios raquideos, son células
monopolares, cuyo unico axén se divide en dos prolongaciones: una periférica y otra
central, no sin antes seguir un trayecto tortuoso o irregular constituyendo los
denominados glomérulos de Cajal (Cajal, 1909). Una idea ampliamente difundida es
que las prolongaciones periférica y central de las células ganglionares que presentan
fibras mielinizadas, son de igual calibre; mientras que en las neuronas que poseen fibras
amielinicas, la prolongacion central es mas fina que la periférica (Gasser, 1955;
Lieberman, 1976). Sin embargo, investigaciones posteriores demuestran lo contrario en
relacion con las neuronas que presentan fibras mielinicas, tanto del ganglio de la raiz
dorsal (Suh et al., 1984; Lee et al., 1986; Hoheisel y Mense, 1987) como del ganglio
trigeminal (Terashima y Liang, 1991).

La prolongacion periférica de las neuronas trigeminales de primer orden emana
del borde convexo del ganglio, alcanzando el area orofacial tras organizarse en tres
ramas: rama oftdlmica de Willis, rama maxilar y rama mandibular; las dos primeras
exclusivamente sensitivas y la ultima de caracter mixto. Los somas de origen de las
ramas oftdlmica y maxilar se sitian en la parte frontal del ganglio de Gasser, mientras
que los correspondientes al componente sensitivo de la rama mandibular se localizan en
el area occipital del ganglio. La rama oftdlmica inerva el tegumento de la frente, el
parpado superior, la piel del dorso de la nariz, la mucosa de la porcion anterosuperior
del septo nasal, la mucosa de la porcion anterior de los cornetes medio e inferior, los

senos frontal y esfenoidal, las celdillas etmoidales posteriores, el globo ocular, las vias
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lacrimales y el contenido de la fosa orbitaria. La rama maxilar se distribuye por la piel
del pémulo, la porcion anterior de la fosa temporal, el parpado inferior, las alas de la
nariz, el labio superior, la mucosa de la regidon posterior de los cornetes y suelo de las
fosas nasales, la mucosa del septo nasal, la mucosa de los senos esfenoidales, las
celdillas etmoidales posteriores, el seno maxilar, la mucosa palatina y los dientes, el
periodonto y la encia maxilares. El componente sensitivo de la rama mandibular inerva
la region mentoniana, el labio inferior, las regiones geniana, maseterina, parotidea y
temporal, el oido externo, la region gingivodentaria de la mandibula, la mucosa
vestibular, la mucosa del suelo de la boca y la mucosa de la lengua por delante de la V
lingual.

El tamafio de los campos receptivos periféricos de las neuronas trigeminales
varia de acuerdo con su localizacion proximodistal en la region facial, de tal forma que,
las neuronas que proyectan a regiones anteriores o proximales de la cara (p. ej. nariz,
labios) presentan campos receptivos pequeios, mientras que las que inervan areas
posteriores o distales (p. ej. cuero cabelludo y frente) poseen campos receptivos
mayores, tendiendo a localizarse las neuronas en el primer caso, ventralmente y en el
segundo caso, dorsalmente dentro del ganglio (Kerr y Lysak, 1964).

La prolongacion central de las neuronas trigeminales de primer orden abandona
el ganglio por su lado concavo, y pasa a formar parte de la raiz sensitiva o mayor del
nervio trigémino, ocupando las fibras del nervio mandibular la posicion mas lateral y las
del nervio oftalmico la mas medial. Posteriormente, estas fibras penetran en el espesor
del puente, donde adoptan una trayectoria ascendente o descendente, en este ultimo caso
conformando el tracto espinal o descendente (fractus spinalis) del nervio trigémino,
para establecer sinapsis con neuronas de segundo orden. Estudios clinicos basados en
secciones del tracto espinal trigeminal en casos de neuralgia grave (Smyth, 1939;
Falconer, 1949), han confirmado que dicho tracto estd organizado somatotdpicamente
de modo que, las fibras procedentes de la rama oftdlmica son las mas ventrales y
descienden mas caudalmente; las procedentes de la rama mandibular son las mas
dorsales y rostrales, y las de la rama maxilar ocupan una posicion intermedia. Estos
datos tienen gran interés médico ya que, permiten realizar tractotomias selectivas en
casos de neuralgia del trigémino que no responden a otros tratamientos.

En el ganglio trigeminal, es posible establecer subclases neuronales atendiendo a

su contenido en neuropéptidos, siendo los mas importantes en relacion con el estudio de
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la nocicepcion: el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y la
sustancia P.

La primera evidencia que se tiene acerca de la presencia de CGRP en neuronas
sensitivas primarias fue aportada por Rosenfeld er al. (1983), constatandose
posteriormente en numerosos estudios su presencia tanto en neuronas del ganglio de la
raiz dorsal (Ju et al., 1987; Price y Flores, 2007) como del ganglio trigeminal (Fried et
al., 1989; Yasuhara et al., 2007). Concretamente, se ha observado que el 50% y el 30%
de las neuronas aferentes espinales (Ju et al., 1987) y trigeminales (Fried et al., 1989),
respectivamente, son CGRP inmunorreactivas. Este neuropéptido se localiza
preferentemente en neuronas de pequeiio y mediano tamafio (Rosenfeld et al., 1983;
Kuwayama et al., 1987; Fried et al., 1989) provistas de axones de pequefio calibre
(Silverman y Kruger, 1987), principalmente del tipo amielinico (Ichikawa et al., 1995).
En el estudio de Fried et al. (1989) se observo que el 55% de las neuronas trigeminales
que inervaban la pulpa dental presentaban inmunorreactividad de CGRP, de las cuales
solo el 18% eran células grandes (35-50 um de diametro) y las restantes de mediano
(20-35 um de diametro) a pequefio (10-20 um de didmetro) tamatfio.

En relacion con la sustancia P, los primeros en demostrar su presencia en las
células sensoriales de primer orden, y concretamente en los ganglios espinales fueron
Hokfelt et al. (1975), corroborandose posteriormente su presencia también en células
ganglionares trigeminales (Lehtosalo ef al., 1984; Lee et al., 1985; Fried et al., 1989;
Shin et al., 2003). Concretamente, Shin et al. (2003) observaron que alrededor de un
25% de las neuronas gasserianas eran sustancia P inmunorreactivas, frente a porcentajes
menores (aproximadamente del 10%) registrados por Lehtosalo et al. (1984), Lee et al.
(1985) y Fried et al. (1989). Al igual que fue comentado en relacion con el CGRP, la
sustancia P tiene predileccion por las neuronas nociceptivas de pequefio y mediano
tamafio (Kuwayama et al., 1987; Fried et al., 1989) con axones de pequefio calibre
(Olgart et al., 1977; Brodin et al., 1981; Wakisaka et al., 1985), razéon que justifica la
amplia colocalizacion de ambos neuropéptidos. Lee et al. (1985), Ju et al. (1987) y Shin
et al. (2003) han observado que casi todas las neuronas del ganglio trigeminal asi como
del ganglio de la raiz dorsal que contienen sustancia P, también presentan CGRP.

Ademas de la coexistencia anteriormente comentada, tanto el CGRP como la
sustancia P pueden colocalizarse con otras sustancias en neuronas sensitivas de primer
orden. Con relacién a la sustancia P se ha visto que coexiste con la sustancia K

(Dalsgaard et al., 1985; Hua et al., 1985), una taquicinina codificada por el gen
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precursor de la sustancia P; con la colecistoquinina (Kuwayama y Stone, 1986), un
péptido de la familia de la colecistoquinina/gastrina; con la calretinina (Ichikawa ef al.,
1993, 1995) y la calbindina (Shin et al., 2003), dos proteinas fijadoras de calcio; con la
galanina (Ju et al., 1987; Shin et al., 2003), un péptido responsable de la contraccion de
fibras musculares lisas; con la somatostatina (Ju et al., 1987), el neuropéptido inhibidor
de la liberacion de somatotropina; con la dinorfina (Gibbins et al., 1987), un péptido
opiaceo y; con la acetilcolina (Hernandez et al., 2007), un neurotransmisor sintetizado a
partir de la acetil coenzima A y la colina. Por el contrario, la sustancia P no suele
coexpresarse con la fosfatasa 4cida fluoruro resistente (FRAP) (Nagy y Hunt, 1982), un
marcador selectivo de neuronas ganglionares de pequeiio tamafio. En lo referente al
CGRP, se ha visto que se colocaliza con la parvalbiimina (Ichikawa et al., 1995), una
proteina fijadora de calcio, lo cual es muy raro observarlo en el ganglio de la raiz dorsal
(Ichikawa et al., 1994); con la calbindina (Shin et al., 2003); con la serotonina (Berman
et al., 2006), una monoamina neurotransmisora derivada del aminoécido triptofano; con
la galanina (Ju et al., 1987; Shin et al., 2003); con la somatostatina (Ju et al., 1987) y;
con la dinorfina (Gibbins et al., 1987).

Desde el descubrimiento del receptor VR1 (Caterina et al., 1997) y el
conocimiento de su localizacion preferente en neuronas de pequeiio o mediano didmetro
(neuronas de tipo B) (Sugimoto et al., 1998c; Guo et al., 1999) provistas de axones de
baja velocidad de conduccion (Jancsé y Lawson, 1990; Ikeda et al., 1997), multiples
han sido los trabajos destinados a identificar este receptor en las células ganglionares
sensitivas primarias (Ichikawa y Sugimoto, 2001, 2002; Stenholm et al., 2002) por su
utilidad como marcador de nociceptores. Igualmente se ha tratado de estudiar su
relacion con neuronas ganglionares peptidérgicas (sustancia P o CGRP), con las cuales
se ha visto que presenta una escasa colocalizacion. Hou et al. (2002) observaron que
aproximadamente el 10% y el 8% de las neuronas del ganglio trigeminal humano que
presentan inmunorreactividad de CGRP y sustancia P, respectivamente, también
expresaban el receptor VR1. De la misma forma, cuando se ha estudiado la coexistencia
de estos neuropéptidos con el receptor VRI1 unicamente en una subpoblacion de
neuronas atendiendo a su lugar de proyeccion, se ha observado que la coexpresion
registrada igualmente no era muy elevada. En este sentido, Ichikawa er al. (2004)
observaron que aproximadamente el 18% de las neuronas que inervaban la articulacion
temporomandibular presentaban inmunorreactividad de CGRP y expresaban el receptor

VRI1; de la misma forma que Dinh ef al. (2003) detectaron que aproximadamente sélo el
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5% de las neuronas trigeminales que proyectaban a la mucosa nasal presentaban
inmunorreactividad de sustancia P y expresaban el receptor VRI1. Esta parcial
coexistencia justifica que algunas poblaciones neuronales peptidérgicas (CGRP y/o
sustancia P) sean sensibles al tratamiento neonatal con capsaicina (Skofitsch et al.,
1985; Mori et al., 1990; Marfurt et al., 1993), una sustancia neurotdxica que activa el
receptor VR1. En este sentido, Mori et al. (1990) observaron una desaparicion
practicamente total de las fibras trigeminales CGRP y sustancia P que inervaban la
mucosa oral tras la administracion de capsaicina neonatal.

Junto con el estudio de la inmunorreactividad de CGRP y/o sustancia P
destinada a definir poblaciones de nociceptores peptidérgicos, se halla la investigacion
basada en la unién de la isolectina B4 (IB4). Clasicamente se ha dicho que la IB4 es un
marcador de nociceptores no peptidérgicos de pequeiio tamaio, principalmente de tipo
amielinico (Silverman y Kruger, 1988; Ambalavanar y Morris, 1993; Kobayashi y
Matsumura, 1996), que normalmente coexiste con FRAP (Silverman y Kruger, 1988) y
el cual estd presente en neuronas sensitivas de primer orden (Fried er al, 1989;
Kobayashi y Matsumura, 1996; Eriksson et al., 1998). Concretamente, en el estudio de
Fried ef al. (1989) se ha observado que el 40-50% de las neuronas gasserianas son
marcadas por la IB4. Sin embargo, en contraposicion a la idea clasica, una reciente
investigacion ha puesto en entredicho la utilidad de la IB4 para discernir entre
nociceptores no peptidérgicos y peptidérgicos. Esta contradiccion se basa en el
importante solapamiento que existe entre neuronas con inmunorreactividad de CGRP o
sustancia P y las neuronas que son marcadas con la IB4. En el ganglio de la raiz dorsal y
en el ganglio trigeminal se ha visto que el 44,5% y el 27,5%, respectivamente, de las
neuronas inmunorreactivas para CGRP también expresaban lugares de union para 1B4
(Price y Flores, 2007).

Por otro lado, y en sentido contrario al CGRP, a la sustancia P, al receptor VR1 y
a la isolectina B4, se encuentran los marcadores de células grandes claras o células de
tipo A, tales como la anhidrasa carboénica (Sugimoto et al, 1990; Sugimoto y
Takemura, 1993), el gangliosido GM1 (Fried et al., 1989) y el anticuerpo monoclonal
contra la proteina neurofilamento RT97 (Lawson ef al., 1984). En este sentido, destaca
la investigacion de Robertson y Grant (1989), quienes han definido una poblacion de
neuronas del ganglio de la raiz dorsal de mediano y gran tamafio, las cuales
normalmente son FRAP negativas y carecen de neuropéptidos, pero que presentan

inmunorreactividad para gangliésido GM1, RT97 y anhidrasa carbonica.
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En los ganglios sensitivos, la anhidrasa carboénica principalmente se encuentra
en neuronas de mediano o gran tamafio que inervan los misculos (Sommer ef al., 1985;
Peyronnard et al., 1988) y presentan axones mielinizados de gran calibre (Sugimoto et
al., 1990). La actividad anhidrasa carbdnica ha sido vista en aproximadamente el 50%
de las neuronas trigeminales (Aldskogius et al., 1988; Fried ef al., 1989) y en el 30% de
las células gasserianas que presentan una proyeccioén pulpar (Sugimoto et al., 1990;
Sugimoto y Takemura, 1993). La anhidrasa carbdnica se colocaliza ampliamente con la
parvalbumina, un marcador de mecanorreceptores y/o propioceptores de gran tamafio.
En el estudio de Ichikawa et al. (1994) se observo que el 90% de las neuronas
trigeminales que contenian parvalbumina también presentaban actividad anhidrasa
carbdnica.

La inmunorreactividad para gangliésido GM1 y RT97 se ha registrado en el
45% y 45%-50%, respectivamente, de las neuronas gasserianas; y en el 70% y 83%,
respectivamente, de las neuronas trigeminales que presentaban una proyeccion pulpar
(Fried et al., 1989).

Sorprendentemente, a partir de lo comentado en los dos parrafos precedentes se
vislumbra que la pulpa es inervada por un nimero considerable de neuronas con somas
grandes, a pesar de que casi todos los axones intrapulpares son del rango de las fibras C
y Ad (Fried y Hildebrand, 1981). Otros hallazgos que constatan la elevada proyeccion
de neuronas de gran tamano al tejido pulpar vienen reflejados por: a) el considerable
numero de nervios mielinizados que inervan la pulpa y presentan el receptor VRLI, el
cual se situa principalmente en neuronas con soma de tamafio mediano o grande
(Ichikawa y Sugimoto, 2000); b) la escasez de fibras pulpares que expresan el receptor
VRI1 (Ichikawa y Sugimoto, 2001), lo que justifica el insignificante efecto que tiene la
capsaicina neonatal en neuronas pulpares (Holje et al., 1983; Fried et al., 1988); ¢) los
estudios anatomicos con trazadores, que ponen de manifiesto que la mayoria de los
somas que inervan la pulpa son de mediano o gran tamafio (Arvidsson y Gobel, 1981;
Marfurt y Turner, 1984); d) las investigaciones electrofisiologicas que indican que
muchas de las fibras nerviosas intrapulpares son las ramas de terminacion de axones de
mayor calibre (Lisney, 1978; Dostrovsky, 1981).

En tanto que los nervios pulpares han sido considerados transmitir
principalmente o exclusivamente impulsos dolorosos (Dubner y Bennett, 1983), estos
hallazgos entran en conflicto con el dogma de que la informacién nociceptiva es

conducida por axones de pequefio tamaiio, fibras C amielinicas y fibras Ad mielinizadas
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(Fields y Basbaum, 1978; Craig, 2003). Una posible explicacion para esta contradiccion
podria ser que, aunque el tamafio somal esta relacionado con el diametro de las fibras
(Harper y Lawson 1985; Cameron et al., 1986; Lee et al., 1986; Mense, 1990), el tronco
de los axones de las neuronas pulpares son mas gruesos que sus segmentos terminales
intrapulpares, lo cual vendria avalado por el elevado grado de ramificacion terminal que

presentan las neuronas pulpares (Fried y Hildebrand, 1981).
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1.2. Complejo nuclear sensitivo del trigémino

El complejo nuclear sensitivo del trigémino es una columna de sustancia gris
que se extiende a lo largo de los dos tercios inferiores del puente y de toda la altura del
bulbo, situdndose medialmente al tracto espinal o descendente del nervio trigémino.
Caudalmente, se continua con la cabeza del asta dorsal de la médula espinal cervical.
Dentro del neuroeje presenta una oblicuidad de arriba a abajo y de dentro a afuera, de
tal forma que su extremidad caudal produce sobre la superficie posterolateral del bulbo
un relieve conocido con el nombre de tubérculo ceniciento de Rolando. El complejo
nuclear sensitivo del trigémino constituye la principal zona de terminacion de las fibras
aferentes primarias trigeminales, las cuales conducen la informacion somatosensorial de
la region orofacial, es decir, aquella de naturaleza téctil, térmica o dolorosa (Kappers et
al., 1936; Anthony, 1972; Kuhlenbeck, 1975; Brodal, 1981). En los mamiferos, esta
informacion es transmitida mediante proyecciones ascendentes con origen en dicho
complejo a tres lugares principales del sistema nervioso central: el talamo,
principalmente el complejo ventrobasal (Carpenter y Hanna, 1961; Smith, 1973; Burton
y Craig, 1979; Fukushima y Kerr, 1979; Woolston et al., 1982), el mesencéfalo
(Baleydier y Mauguiere, 1978; Nagata y Kruger, 1979; Huerta et al., 1981) y/o el
cerebelo (Darian-Smith et al., 1968; Steindler, 1977; Watson y Switzer, 1978; Ikeda,
1979; Woolston et al., 1982). Al margen del complejo nuclear sensitivo del trigémino,
las aferentes primarias trigeminales también se arborizan en otras regiones tales como,
los ntcleos reticulares lateral y parvocelular (Kruger y Michel, 1962a,b), el cerebelo
(Jacquin et al., 1982, 1983; Marfurt y Rajchert, 1991), el nicleo del fasciculo solitario
(Torvik, 1956; Contreras et al., 1982; Jacquin et al., 1982; Nomura et al., 1984;
Takemura et al., 1987, 1991, 2000a; Segade et al., 1990; Marfurt y Rajchert, 1991;
Sugimoto et al., 1997a), el nucleo supratrigeminal (Jacquin et al., 1982, 1983;
Takemura et al., 1987; Marfurt y Rajchert, 1991; Sugimoto et al., 1997b), el nicleo
paratrigeminal (Jacquin et al., 1983; Takemura et al., 1987; Marfurt y Rajchert, 1991,
Sugimoto ef al., 1997a,b, 1998a), los nlcleos vestibulares (Azerad et al., 1982; Marfurt
y Rajchert, 1991; Takemura et al., 2000a), el complejo parabraquial (Panneton, 1991;
Takemura et al., 2000a; Segade, 2003), el locus caeruleus (Takemura et al., 2000a) y el
nucleo motor del trigémino (Azerad et al., 1982). Por otra parte, el complejo nuclear

sensitivo del trigémino también recibe la proyeccion de fibras de origen no trigeminal,
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como son aferentes faciales (Kerr, 1962; Nomura y Mizuno, 1983a; Young y Perryman,
1984), glosofaringeas (Kerr, 1962; Nomura y Mizuno, 1981; Young y Perryman, 1984;
Mizuno y Nomura, 1986; Lucier y Egizii, 1989), neumogastricas (Kerr, 1962; Nomura
y Mizuno, 1983b, 1984; Young y Perryman, 1984), hipoglosas (Lucier y Egizii, 1989) y
cervicales (Kerr, 1961, 1972; Young y Perryman, 1984; Tashiro et al., 1991; Stover et
al., 1992).

En el momento del nacimiento, el complejo nuclear sensitivo del trigémino de
mamiferos, tales como el gato (McHatffie et al., 1986), la rata (Bennett-Clarke y Chiaia,
1992) y el hombre (Quartu et al., 1992a), ya presenta un estado de desarrollo mas
avanzado que otros sistemas sensitivos. A esta temprana edad, no s6lo es posible
identificar en dicho complejo las caracteristicas subdivisiones atendiendo a la
morfologia celular, sino también varias de sus proyecciones centrales. Este desarrollo
precoz del complejo trigeminal posibilita a los recién nacidos el poder responder a
estimulos téctiles periorales que contribuyen a funciones como la orientacion y el
amamantamiento (Larson y Stein, 1984), cuando los sistemas visuales y auditivos ain
no estan correctamente desarrollados (Villablanca y Olmstead, 1979).

En los mamiferos, el complejo nuclear sensitivo del trigémino puede ser
subdividido, desde un punto de vista estructural y funcional, en dos porciones: una
superior y protuberancial, que constituye el denominado nticleo sensitivo principal
(nucleus principalis o nucleus sensibilis); y otra bulboespinal Ilamada nucleo
descendente o espinal (nucleus tractus spinalis nervi trigemini) (Cajal, 1909; Kappers et
al., 1936; Woodburne, 1936). El nucleo principal del trigémino es, filogenéticamente
hablando, de aparicion mds reciente que el nucleo espinal (Kappers et al., 1936;
Woodburne, 1936; Brodal, 1981). A partir de un estudio anatomico realizado por
Olszewski en el gato (Olszewski, 1950), es sabido que el nucleo espinal del trigémino
puede ser subdividido a su vez, atendiendo a su citoarquitectura, en tres agrupaciones
neuronales: nucleus oralis, nucleus interpolaris y nucleus caudalis. El nicleo caudal del
trigémino presenta una gran similitud, no s6lo morfoldgica y funcional sino también en
cuanto a conexiones, con el asta dorsal de la médula espinal, que es el componente
integral de los mecanismos nociceptivos espinales. Este es el motivo por el cual en las
publicaciones inglesas se emplea la terminologia de asta dorsal medular (medullary
dorsal horn) para referirse a la subdivision mas caudal del nticleo espinal del trigémino
(p. €j. Gobel et al., 1981b; Hoffman et al., 1981; Hu et al., 1981; Hu y Sessle, 1984).

Tanto en animales adultos (Eisenman et al., 1963) como en recién nacidos (McHaffie et
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al., 1986), los limites precisos que determinan la transicion entre algunas de las
subdivisiones del complejo nuclear sensitivo del trigémino no siempre son facilmente
identificables. En este sentido cabe destacar el limite entre los nucleos oral e interpolar
del trigémino (Bruce et al., 1987). La compartimentacion del nucleo espinal del
trigémino propuesta por Olszewski ha sido universalmente aceptada, resultando de gran
ayuda tanto para anatomistas como para neurofisidlogos. Sin embargo, su nomenclatura
original ha sido modificada con el fin de permitir realizar comparaciones filogenéticas,
denominandose a las tres partes del nucleo espinal del trigémino: subnucleus oralis,

subnucleus interpolaris y subnucleus caudalis (Crosby y Yoss, 1954).

1.2.1. Nucleo sensitivo principal

El nucleo principal del trigémino constituye la porcion mas rostral del complejo
nuclear sensitivo del trigémino. Esta agrupacion neuronal se sitlla medialmente a la raiz
sensitiva del nervio trigémino y lateralmente al niucleo motor del trigémino, del cual se
halla separado por la formacion reticular y por las raices motoras del nervio trigémino
(Steindler, 1985). En el gato (McHaffie et al., 1986), en la rata (Torvik, 1956; Hayashi,
1980; Bruce et al., 1987; Arvidsson y Rice, 1991), en el huron (Boissonade ef al., 1993;
Chattipakorn et al., 2005) y en roedores (Steindler, 1985; Bruce et al., 1987), este
nucleo se extiende desde el polo rostral del nucleo motor del trigémino hasta las raices
motoras del facial, donde se contintia con el ntcleo espinal del trigémino. En la rata
(Arvidsson y Rice, 1991), la extension rostrocaudal del nucleo principal (1,8 mm) es
similar a la de los nucleos oral (1,5 mm) e interpolar (2,2 mm); mientras que en el huron
(Boissonade et al., 1993; Chattipakorn et al., 2005), el nlcleo principal presenta una
extension rostrocaudal notablemente inferior (1,6 mm) a la de los nucleos oral e
interpolar (3,7 mm) del trigémino.

El ntcleo principal del gato y el de las distintas especies de roedores
mencionados anteriormente presenta dos porciones: una dorsal y otra ventral (Taber,
1961; McHaffie et al., 1986; Paxinos y Watson, 1986; Boissonade et al., 1993). La
porcion ventral se extiende mas caudalmente que la dorsal (Bruce et al., 1987,
Boissonade ef al., 1993), tal y como fue descrito por Torvik (1956). Esta diferencia de
desarrollo conlleva que, en la regién caudal, la porcion ventral del nucleo principal se

solape con el polo rostral del nucleo oral, concretamente con la parte dorsal del nucleo
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oral del trigémino (McHaffie et al., 1986; Bruce ef al., 1987). Las porciones dorsal y
ventral del nucleo principal presentan una citoarquitectura muy similar, estando ambas
constituidas por neuronas redondeadas u ovaladas de mediano o pequefio tamafio
(McHaffie et al., 1986; Bruce et al., 1987; Boissonade et al., 1993). Sin embargo, la
porcion dorsal se caracteriza por poseer un mayor grado de empaquetamiento neuronal
que la ventral (McHaffie et al., 1986). La proyeccion mas importante del ntcleo
principal es la trigeminotalamica (Fukushima y Kerr, 1979; Steindler, 1985; Bruce et
al., 1987). En el gato, dicha proyeccion sigue dos vias claramente diferenciadas: una de
ellas ipsilateral, con origen en la porcion dorsal; y otra contralateral, procedente de la
porcion ventral (Shigenaga et al., 1983, 1986¢). Este hecho contribuye a corroborar la

validez de la subdivision del nucleo principal en dos porciones.

1.2.2. Nucleo oral

El nucleo oral es la porcion mas rostral del nucleo espinal del trigémino, y el
cual se contintia caudalmente con el ntcleo interpolar. A nivel rostral, este nucleo se
sitia medialmente al ntcleo principal y lateralmente al niicleo motor del trigémino, a las
raices motoras del facial y al nucleo reticular parvocelular medular; mientras que a nivel
caudal, se localiza medialmente al tracto espinal del trigémino y lateralmente al ntcleo
facial y al nucleo reticular parvocelular medular (Steindler, 1985; Bruce et al., 1987). El
tracto espinal del trigémino adyacente al nucleo oral de gatos (Gobel y Purvis, 1972) y
de hurones (Boissonade et al., 1993) presenta pequefias islas de neuropilos. El limite
caudal del nucleo oral varia de unas especies a otras, asi como dentro de la misma
especie segin el autor considerado. En este sentido cabe sefialar que Stewart y King
(1963) en el gato, y Steindler (1985) en el ratdn, han situado el limite caudal del nucleo
oral a la altura del polo rostral del nucleo hipogloso; mientras que Bruce ef al. (1987) en
tres especies de roedores diferentes (ratas, ratones y hamsters), lo han localizado en el
borde caudal del ntcleo facial; y Hayashi (1980) en la rata, lo ha ubicado en el tercio
oral de la oliva inferior. La transicion entre los nucleos principal y oral del trigémino
tiene lugar de manera oblicua, discurriendo de rostral a caudal y de medial a lateral
(Torvik, 1956). Este hecho justifica que el ntcleo oral primero aparezca en la zona

medial del complejo nuclear sensitivo del trigémino, en concreto dorsomedialmente al
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nucleo principal en la rata (Fukushima y Kerr, 1979) y ventromedialmente al nticleo
principal en el gato (Berman, 1968) y en el hurdon (Boissonade et al., 1993).

Desde los estudios de Astrom (1953) y Torvik (1956) se empez6 a hablar de la
existencia de subdivisiones dentro del nucleo oral. Actualmente, atendiendo a criterios
citoarquitectonicos, se acepta la existencia de dos subnucleos: ventrolateral y
dorsomedial, los cuales son reconocidos tanto en roedores (Astrom, 1953; Torvik, 1956;
Falls, 1984, 1988; Falls et al., 1985; Falls y Alban, 1986b; Bruce et al., 1987,
Raboisson et al., 1989) como en gatos (Taber, 1961; Shigenaga et al., 1986b, 1989).
Dentro del subntcleo dorsomedial, Shigenaga ef al. (1986b, 1989) diferencian una
subdivision rostrodorsomedial, la cual a mediados del siglo pasado ya fuera identificada
por Torvik (1956) y posteriormente denominada por Eisenman et al. (1963) como
subdivision y del nacleo oral. Pese a que los subnucleos ventrolateral y dorsomedial son
los méas ampliamente reconocidos, algunos autores parcelan ain mas el nucleo oral,
identificando en ¢l un tercer subnucleo: el subnucleo marginal (Falls ef al., 1985; Falls y
Alban, 1986b; Falls, 1988). La validez de la subdivision del componente mas rostral del
nucleo espinal del trigémino en tres porciones viene avalada por diferencias en cuanto al
lugar de proyeccion. Las neuronas de la subdivision dorsomedial establecen sinapsis
principalmente en el cerebelo (Somana et al., 1980; Matsushita et al., 1982; Steindler,
1985; Falls y Alban, 1986a; Falls ef al., 1985) y en el nucleo motor del trigémino
(Mizuno et al., 1983; Landgren et al., 1986; Shigenaga et al., 1988c; Fort et al., 1990;
Olsson y Westberg, 1991; Yoshida et al., 1994; Li et al., 1995); las de la subdivision
ventrolateral fundamentalmente en el tdlamo (Burton y Craig, 1979; Matsushita et al.,
1982; Shigenaga et al., 1983; Steindler, 1985; Bruce et al., 1987) y en el coliculo
superior (Killackey y Erzurumlu, 1981; Steindler, 1985; McHaffie et al., 1986; Bruce et
al., 1987); y las de la subdivision marginal principalmente en el talamo (Steindler,
1985; Bruce et al., 1987) y en el cerebelo (Somana et al., 1980; Matsushita et al., 1982;
Steindler, 1985; Falls y Alban 1986a; Falls et al., 1985).

1.2.3. Nucleo interpolar

El nucleo interpolar es la parte del nucleo espinal del trigémino situada entre los
nlcleos oral y caudal (Olszewski, 1950). Este ntcleo se localiza en la concavidad

ventrolateral del tracto descendente trigeminal (McHaffie et al., 1986). En la parte
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dorsal y en el tercio medio del borde lateral del tracto espinal del trigémino adyacente al
nucleo interpolar de gatos (Gobel y Purvis, 1972), hurones (Boissonade et al., 1993) y
ratas (Chan-Palay, 1978a; Phelan y Falls, 1989b) existen islas de neuronas y neuropilos.
El nucleo interpolar del gato (McHaffie ef al., 1986), de la rata (Hayashi, 1980; Bruce et
al., 1987; Arvidsson y Rice, 1991), del huron (Boissonade ef al., 1993; Chattipakorn et
al., 2005) y de otros roedores (Steindler, 1985; Bruce et al., 1987) se extiende
caudalmente hasta aproximadamente el nivel del 6bex, la zona mds rostral del area
postrema. A esta altura, el ntcleo interpolar disminuye de tamafo, de tal forma que solo
es posible identificarlo adyacente al tracto espinal trigeminal situado lateralmente,
mientras que el polo rostral del nucleo caudal comienza a aparecer mas medialmente
(Jacquin et al., 1988a; Phelan y Falls, 1989a). En el gato (Taber, 1961), la extension
rostrocaudal del nucleo interpolar es igual que la del nacleo oral (3 mm). Al igual que el
limite entre los dos nucleos mas rostrales del complejo nuclear sensitivo del trigémino,
la transicion entre los nucleos oral e interpolar, tiene lugar de manera oblicua (Phelan y
Falls, 1989a). A diferencia del nucleo caudal, el niicleo interpolar no es una estructura
laminada (Phelan y Falls, 1989a). El ntcleo interpolar presenta una apariencia
citolégica muy similar a la del ntcleo oral (Kerr ef al., 1968), razén que ha conducido a
Kruger y Michel (1962a) a dudar acerca de dicha subdivision en base a criterios
citoarquitectonicos. El nucleo interpolar consta de neuronas pequefias y redondeadas
densamente empaquetadas, las cuales se entremezclan con células de mediano tamafo y
de morfologia generalmente poligonal, hallindose numerosos fasciculos de axones
esparcidos por todo el nucleo (Olszewski, 1950; Taber, 1961; Fukushima y Kerr, 1979;
McHaffie et al., 1986; Boissonade et al., 1993).

1.2.4. Nucleo caudal

El nucleo caudal, el cual ya es posible identificarlo en los cicléstomos (Crosby y
Yoss, 1954), es el grupo celular mas primitivo del nucleo espinal trigeminal, siendo
ademas el primero en diferenciarse durante el desarrollo de la porcion bulboespinal
trigeminal del feto (Brown, 1958). En gatos (Stewart y King, 1963; McHaffie et al.,
1986), monos (Kerr ef al., 1968), ratas (Hayashi, 1980; Bruce et al., 1987; Arvidsson y
Rice, 1991), hurones (Boissonade et al., 1993; Chattipakorn et al., 2005) y otros

roedores (Steindler, 1985; Bruce et al., 1987), este nucleo se extiende desde
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aproximadamente el nivel del dbex hasta el asta dorsal de la médula espinal, con la cual
se contintia. La extension rostrocaudal del nicleo caudal es de 6 mm en la rata (Paxinos
y Watson, 1986), de 9 mm en el huron (Boissonade et al., 1993; Chattipakorn et al.,
2005) y de 10 mm en el gato (Berman, 1968). La transicion entre los nucleos interpolar
y caudal se ha visto que difiere segin la especie considerada. En este sentido cabe
sefalar que, mientras que el nucleo interpolar en la rata se localiza ventrolateralmente al
nucleo caudal en la zona de transicion (Paxinos y Watson, 1986; Jacquin et al., 1988a),
en el huron se sitia dorsolateralmente al nucleo caudal (Boissonade et al., 1993). A
partir de cortes transversales del bulbo tefiidos con el método del Nissl, este nucleo fue
inicialmente dividido por Olszewski (1950), en base a su citoarquitectura, en tres capas:
marginal (zonalis o marginalis), gelatinosa (gelatinosus) 'y magnocelular
(magnocellularis). Sin embargo, la gran similitud existente en cuanto a morfologia,
funcidn y proyecciones entre este nicleo y el asta dorsal de la médula espinal (Gobel et
al., 1981b), ha llevado a considerar al nicleo caudal como el homdlogo trigeminal del
asta dorsal de la médula espinal (Gobel ef al., 1981b; Hu et al., 1981). Esta razon ha
conducido a diversos investigadores (p. €j. Gobel et al., 1977, 1981b) a aplicar en el
nucleo caudal del trigémino el esquema laminado originariamente descrito por Rexed en
la médula espinal (Rexed, 1952); correspondiéndose la capa marginal con la ldmina I, la
capa gelatinosa con la ldmina II y la capa magnocelular con las ldminas III y IV de
Rexed (Tiwari y King, 1974; Gobel et al., 1977; Dubner y Bennett, 1983). Teniendo en
cuenta, como se ha comentado previamente, que las caracteristicas citoarquitectonicas
de las ldminas del nucleo caudal son anélogas a las de la médula espinal, a continuacion
unicamente se hard un breve repaso de los aspectos mas importantes, profundizandose
mas en el tema cuando se describa la organizacion laminar del asta dorsal de la médula
espinal.

La lamina I es la lamina més delgada de todas, contiene neuronas alargadas o
con forma de huso (McHaffie et al., 1986; Bruce et al., 1987) y numerosos axones
mielinizados de pequeio calibre, los cuales discurren mediolateralmente alrededor de la
curvatura de dicha lamina (Gobel et al., 1981b). Medialmente a la lamina I, se sitia la
lamina II que se corresponde con la sustancia gelatinosa de Rolando (Gobel et al.,
1981b), la cual fue descrita por primera vez por Rolando (1824) en la médula espinal.
Esta lamina a su vez puede ser subdividida en dos ldminas: una ldmina externa (IIA o
ITo) y otra interna (IIB o IIi) (Gobel, 1978b; Dubner y Bennett, 1983). Ambas ldminas

presentan neuronas ovales o redondeadas principalmente de pequeiio tamafio (McHaffie
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et al., 1986; Bruce et al., 1987). La lamina Ilo se diferencia de la ldmina Ili por poseer
un mayor numero de axones mielinizados de pequefio didmetro orientados
longitudinalmente, asi como por la distribuciéon menos laxa adoptada por las células
presentes en este nivel (Gobel et al., 1981b). La lamina III constituye la porcion de la
capa magnocelular adyacente a la sustancia gelatinosa (Tiwari y King, 1974) y contiene
un mayor numero de axones mielinizados que las laminas I, II y IV (Gobel et al.,
1981b). Presenta numerosas células de pequefio diametro, las cuales tienden a formar
agrupaciones neuronales (2-4 neuronas), asi como muchos axones mielinizados de
pequefio calibre (1-2micras de didmetro) que igualmente, con frecuencia, forman
agregados en nimero de 10-20 axones (Gobel ef al., 1981b). La lamina IV, la porcién
mas profunda de la capa magnocelular (Tiwari y King, 1974), contiene células grandes
de forma multipolar o triangular, que tienden a concentrarse en la mitad ventral de la
lamina (Boissonade et al., 1993), y las cuales se hallan entremezcladas con numerosas
neuronas de pequefio didmetro (McHaffie et al., 1986; Bruce et al., 1987). Aunque las
neuronas grandes también estan presentes en la lamina III, en esta ultima ldmina son

menos numerosas (Olszewski, 1950; Gobel et al., 1981Db).
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1.3. Sensibilidad nociceptiva en el complejo nuclear sensitivo del
trigémino

Antiguamente se creia que las neuronas del complejo nuclear sensitivo del
trigémino presentaban una organizacion rostrocaudal que guardaba relacién con las
distintas modalidades de informacion somatosensorial de la region orofacial; siendo las
sensibilidades térmica y dolorosa codificadas en el nicleo caudal del trigémino, y la
informacion tactil transmitida a centros nerviosos superiores a partir de divisiones mas
rostrales, fundamentalmente desde los nucleos principal y oral del trigémino (Spiller,
1915; Sjoqvist, 1938). Sin embargo, esta hipotesis actualmente ha sido desestimada, ya
que tanto las neuronas trigeminales que responden a estimulos tactiles como a estimulos
nociceptivos se encuentran en casi toda la extension del complejo nuclear sensitivo del
trigémino (Gordon et al., 1961; Wall y Taub, 1962; Eisenman et al., 1963; Darian-
Smith, 1966; Azerad et al., 1982).

1.3.1. Nucleo caudal

Observaciones clinicas obtenidas a finales del siglo XIX y en la primera mitad
del siglo XX (Hun, 1897; Sjoqvist, 1938; Weinberger y Grant, 1942; Hamby et al.,
1948), junto con registros electrofisioldgicos (Gordon et al., 1961; Nord, 1967, 1976;
Mosso y Kruger, 1973; Nord y Ross, 1973; Beuerman, 1975; Nord y Young, 1975;
Yokota, 1975; Price et al., 1976; Shigenaga et al., 1976; Dostrovsky y Hellon, 1978;
Dickenson et al., 1981; Hoffman et al., 1981; Hu et al., 1981; Yokota et al., 1981;
Azerad et al., 1982; Bushnell et al., 1984; Hu y Sessle, 1984; Amano et al., 1986;
Maixner et al., 1986, 1989; Dallel et al., 1988; Dubner et al., 1989) y estudios
inmunohistoquimicos (Anton ef al., 1991; Bennett-Clarke y Chiaia, 1992; Segade et al.,
1992; Boissonade ef al., 1993; Strassman y Vos, 1993; Walther ef al., 1993; Coimbra y
Coimbra, 1994; Jasmin et al., 1994; Sugimoto ef al., 1994, 1997a, 1998a,b; Carstens et
al., 1995; Hathaway et al., 1995; Allen et al., 1996; Bereiter y Bereiter, 1996; Henry et
al., 1996; Meng y Bereiter, 1996; Oakden y Boissonade, 1998; Takemura et al., 2000a;
Chattipakorn et al., 2005) han puesto de manifiesto la importancia del nucleo caudal
como centro receptor de la informacidén termoalgésica procedente de la region

trigeminal, pese a que también juega un papel en la transmision y modulacion de la
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informacion de naturaleza tactil (Kruger y Michel, 1962a,b; Wall y Taub, 1962; Azerad
etal., 1982).

La implicacion del nucleo caudal en la mediacion de los mecanismos
nociceptivos trigeminales ha sido avalada por: a) la evidencia acumulada a partir de
evaluaciones post mortem de pacientes con déficit en la percepcion nociceptiva facial
(Hun, 1897); b) el hallazgo de un estado de profunda analgesia y termanestesia en casi
toda la region bucofacial, con mucha menor pérdida de la sensibilidad tactil, tras la
seccion del tracto espinal del nervio trigémino efectuada en el hombre a la altura del
obex (Sjoqvist, 1938, Weinberger y Grant, 1942; Hamby et al., 1948); c) la existencia
de actividad neuronal en el nucleo caudal, como consecuencia de la estimulacién nociva
orofacial efectuada en ratas (Nord, 1967; Shigenaga et al., 1976; Dickenson et al., 1981,
Dallel et al., 1988), gatos (Gordon et al., 1961; Mosso y Kruger, 1973; Beuerman,
1975; Nord y Young, 1975; Yokota, 1975; Nord, 1976; Dostrovsky y Hellon, 1978;
Dickenson et al., 1981; Hu et al., 1981; Yokota et al., 1981; Azerad et al., 1982; Hu 'y
Sessle, 1984; Amano et al., 1986) y monos (Nord y Ross, 1973; Price et al., 1976;
Hoffman et al., 1981; Bushnell et al., 1984; Maixner et al., 1986, 1989; Dubner ef al.,
1989).

Muchos estudios han examinado la expresion de c-fos y/o c-fos en el nucleo
caudal, observandose que éste es inducido de forma rapida y transitoria como
consecuencia de estimulos nocivos e inocuos (Anton et al., 1991; Segade et al., 1992;
Strassman y Vos, 1993; Walther et al., 1993; Jasmin et al., 1994; Sugimoto et al., 1994,
1998a,b; Carstens et al., 1995; Hathaway et al., 1995; Allen et al., 1996; Bereiter y
Bereiter, 1996; Meng y Bereiter, 1996; Takemura et al., 2000a). La inmunorreactividad
de c-fos registrada en este nticleo es mayor que en las otras divisiones del complejo
nuclear sensitivo del trigémino (Strassman y Vos, 1993; Sugimoto et al., 1994; Carstens
et al., 1995; Hathaway et al., 1995; Allen et al., 1996; Bereiter y Bereiter, 1996;
Oakden y Boissonade, 1998; Chattipakorn et al., 2005). Segun Takemura et al. (2000a,
2000), esta diferencia en los niveles de expresion de c-fos puede ser atribuida a que el
nucleo caudal recibe un mayor nimero de proyecciones aferentes de pequefio didmetro
(Beuerman, 1975; Nyberg y Blomqvist, 1984; Liang y Terashima, 1993), las cuales son
efectivamente activadas en condiciones de inflamacion y dolor craneofacial profundo.
La estimulacion eléctrica del ganglio de Gasser (Takemura et al., 2000a), la
estimulacion mecanica (Strassman y Vos, 1993; Coimbra y Coimbra, 1994; Sugimoto et

al., 1994, 1998a,b; Vos y Strassman, 1995; Aihara et al., 1999), quimica (Anton ef al.,
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1991; Segade ef al., 1992; Strassman y Vos, 1993; Wang et al., 1994; Carstens et al.,
1995; Hathaway et al., 1995; Mineta et al., 1995; Allen et al., 1996; Bereiter y Bereiter,
1996; Meng y Bereiter, 1996; Iwata et al., 1998; Chattipakorn et al., 2002, 2005),
térmica (Strassman et al., 1993; Coimbra y Coimbra, 1994; Meng y Bereiter, 1996;
Chattipakorn et al., 1999, 2005) y eléctrica (Allen et al., 1996; Iwata et al., 1998;
Oakden y Boissonade, 1998; Chattipakorn et al., 2005) nocivas de campos receptivos
trigeminales, incluyendo la pulpa dental, asi como la estimulacion eléctrica de nervios
periféricos trigeminales que inervan regiones orofaciales (Sugimoto et al., 1998a)
inducen inmunorreactividad de c-fos en neuronas de las ldminas [-V del nucleo caudal.
Sin embargo, todos estos estudios indican una localizacion preferente de las neuronas c-
fos positivas en las laminas superficiales (I-II) y en la lamina V del nucleo caudal. Las
neuronas de las laminas I y II del nucleo caudal que expresan c-fos estan
topograficamente organizadas, tanto en sentido dorsoventral como rostrocaudal
(Strassman y Vos, 1993; Sugimoto et al., 1994, 1998a; Bereiter y Bereiter, 1996). Esta
organizacion es similar a la distribucion adoptada por las terminaciones centrales de
neuronas primarias trigeminales en el complejo nuclear sensitivo del trigémino (Astrom,
1953; Torvik, 1956; Kruger et al., 1961; Darian-Smith et al., 1963; Kruger y Michel
1962a; Wall y Taub, 1962; Kerr, 1963; Kerr et al., 1968; Rustioni et al., 1971; Panneton
y Burton, 1981; Jacquin et al., 1983; Marfurt y Turner, 1984; Shigenaga et al.,
1986a,b,c, 1990; Takemura et al., 1987, 1991, 1993; Tsuru et al., 1989; Miyoshi et al.,
1994). Las neuronas con inmunorreactividad de c-fos que responden a la estimulacién
de campos receptivos situados en la division mandibular, maxilar y oftalmica se
localizan en la zona dorsal, media y ventral del nucleo caudal, respectivamente. De la
misma forma, las neuronas c-fos positivas cuyos campos receptivos estan ubicados en la
region intraoral se sitian a nivel del polo rostrodorsal del nucleo caudal, los campos
receptivos de la zona perioral estan representados en los tercios medio y caudal del
nucleo caudal, y los que estan ubicados en la region facial mas periférica se hallan
situados en la region caudal del nucleo caudal asi como en el asta dorsal cervical.

El nucleo caudal recibe la proyeccion de aferentes primarias de pequefio
diametro CGRP y/o sustancia P inmunorreactivas, cuyo campo de terminacion central
coincide con la distribucion anteriormente descrita de las neuronas que expresan c-fos
(Bennett-Clarke y Chiaia, 1992; Boissonade ef al., 1993; Henry et al., 1996, Sugimoto
et al., 1997a). La practica de rizotomias retrogaserianas unilaterales, ha permitido

comprobar que la inmunorreactividad de CGRP y sustancia P observada en el ntcleo
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caudal es atribuida fundamentalmente a fibras de origen trigeminal ipsilateral y, en
menor medida también a fibras trigeminales contralaterales, faciales, glosofaringeas,
neumogastricas y cervicales (Bennett-Clarke y Chiaia, 1992; Henry et al., 1996;
Sugimoto et al., 1997a). Estos hallazgos junto con el hecho de que las laminas
superficiales del nticleo caudal constituyan el principal lugar de proyeccion de aferentes
primarias de pequefio diametro (Torvik, 1956; Kerr, 1963; Dubner et al., 1976; Gobel y
Binck, 1977; Jancso y Kirdly, 1980; Arvidsson y Gobel, 1981; Panneton y Burton,
1981; Hayashi, 1985b; Jacquin et al., 1986a; Shigenaga et al., 1986a; Besson y
Chaouch, 1987; Sessle, 1987; Sugimoto et al., 1997a,b) y que, la deaferenciacion del
nucleo caudal afecte principalmente a la sensibilidad nociceptiva de la cara y en menor
medida a la sensibilidad de regiones intraorales (p. €j. Young y Perryman, 1986; Dallel
et al., 1988; Graham et al., 1988), avalan la idea de que el ntcleo caudal esta implicado
principalmente en la codificacion de la informacidon nociceptiva de la region facial, la
cual es transmitida hasta este centro de segundo orden fundamentalmente por fibras
aferentes primarias de pequefio didmetro.

Atendiendo a la capacidad de respuesta a diversos estimulos cutdneos asi como
al tipo de fibras aferentes primarias de proyeccion, en el ntcleo caudal del trigémino, al
igual que en el asta dorsal de la médula espinal de gatos y monos (Price y Mayer, 1974;
Price y Browe, 1975), se han identificado tres tipos principales de neuronas
nociceptivas: neuronas de clase 3, clase 4 y clase 5 (Price et al., 1976). Sin embargo, la
mayoria de los autores agrupan las dos ultimas categorias refiriéndose a ellas como
neuronas nociceptivas especificas o neuronas mecanosensitivas de umbral alto (Mosso y
Kruger, 1973; Price y Dubner, 1977; Hoffman et al., 1981; Hu et al., 1981; Yokota et
al., 1981; Dubner y Bennett, 1983; Hu y Sessle, 1984; Amano et al., 1986; Maixner et
al., 1986, 1989; Dubner et al., 1989). Las neuronas de clase 3, también denominadas
neuronas de limite vasto y dindmico (Yokota et al., 1981; Lucier y Egizii, 1989) o
neuronas nociceptivas convergentes (Raboisson ef al., 1995) reciben impulsos aferentes
de didmetro grande (fibras mecanosensitivas AP) y reducido (fibras nociceptivas
térmicas Ad y/o fibras nociceptivas polimodales C) y son activadas tanto por estimulos
mecanicos y térmicos nocivos como por estimulos mecénicos no perjudiciales (tacto
ligero y presion) aplicados a un campo receptivo amplio. Las neuronas de clase 4,
principalmente reciben fibras aferentes primarias nociceptivas térmicas Ad y

mecanosensitivas de alto umbral Ad, aunque algunas veces también fibras nociceptivas
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polimodales C y fibras mecanosensitivas de presion moderada Ad. A diferencia de las
anteriores, no responden a estimulos mecanicos de baja intensidad, aunque si a
estimulos mecénicos y térmicos nocivos y a la presion firme pero inocua circunscritos a
un reducido campo receptivo. Por ultimo, las neuronas de clase 5, que al igual que las
neuronas de clase 4 suelen presentar un pequefio campo receptivo, sélo reciben
impulsos aferentes de diametro pequefio (fibras mecanosensitivas de alto umbral Aj) y
unicamente responden a estimulos mecanicos nocivos, aunque rara vez también lo
hacen a estimulos térmicos perjudiciales. Las neuronas nociceptivas especificas (clases
4 y 5) se corresponden con las neuronas espinotaldmicas de umbral alto identificadas
por Willis et al. (1974), mientras que las neuronas de clase 3 son similares a las
neuronas espinotaldmicas de la ldmina V del asta dorsal de la médula espinal
reconocidas por Price y Mayer (1974), Willis et al. (1974) y Price y Browe (1975). Las
neuronas de limite vasto y dindmico se caracterizan por presentar un campo receptivo
con un area central que responde tanto a estimulos nocivos como inocuos, rodeada por
una zona periférica mas grande y con limites mal definidos, desde la cual las neuronas
pueden ser activadas unicamente por estimulos nocivos o bien por estimulos nocivos e
inocuos (Price et al., 1976; Hu et al., 1981; Yokota et al., 1981; Dubner y Bennett,
1983). De las tres categorias de neuronas nociceptivas presentes en el nucleo caudal, las
de clase 3 son las que presentan la mayor velocidad de conduccion. Esta diferencia les
ha permitido a Price y Mayer (1975) y a Mayer et al. (1975) determinar que, en el
hombre, su activacion es suficiente para la aparicion del dolor, sin necesidad de que los
otros dos tipos de neuronas sean estimuladas. Las neuronas de limite vasto y dinamico
reciben una mayor entrada de aferentes tipo C que las neuronas nociceptivas especificas
(Price et al., 1976; Hu et al., 1981), a diferencia de lo que se observa en neuronas
espinotalamicas, donde la proporcion es a la inversa (Chung et al., 1979). Hu et al.
(1981) observaron que el 56% de las neuronas de limite vasto y dindmico presentaban
entradas de fibras C, frente al 29% de las neuronas nociceptivas especificas. Por otra
parte, las neuronas de clase 3 presentan diferencias con respecto a las otras dos
categorias en cuanto a su localizacion dentro del nucleo caudal. Las neuronas de limite
vasto y dindmico suelen ubicarse predominantemente en las laminas V y VI, salvo
aquellas con campos receptivos pequefios (de hasta 1 cm®) que tienden a concentrarse
en las laminas I1I-IV ¢ I-II (Mosso y Kruger, 1973; Price et al., 1976; Dubner y Bennet,
1983; Hu y Sessle, 1984; Sessle, 1987). Por el contrario, las neuronas mecanosensitivas

de umbral alto que presentan campos receptivos pequefios (inferiores a 2 c¢m?) se
que p p p peq
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localizan principalmente en las laminas I y II, mientras que aquellas con campos
receptivos medianos o grandes lo hacen en las laminas V y VI (Mosso y Kruger, 1973;
Yokota, 1975; Price et al., 1976, Yokota et al., 1979, 1981; Hu y Sessle, 1984). Por
tanto, al igual que ha sido visto en la médula espinal (Price y Mayer, 1974, 1975; Willis
et al., 1974; Handwerker et al., 1975), las neuronas que responden predominantemente
a estimulos mecanicos y térmicos nocivos (neuronas de clases 4 y 5) tienden a situarse
en las laminas I y II, con un menor nimero de neuronas que también responden a
estimulos mecanicos inocuos (neuronas de clase 3) presentes en dichas laminas.

Los tres tipos de neuronas nociceptivas anteriormente citadas, intervienen en la
codificacion de las caracteristicas sensoriodiscriminativas de estimulos dolorosos
(localizacion, intensidad, duracion y calidad). Esta afirmacion viene avalada por las
siguientes observaciones: a) subpoblaciones de estas tres categorias neuronales
proyectan a regiones taldmicas que intervienen en la codificacion de la dimension
sensoriodiscriminativa de estimulos somaticos nocivos (Dubner y Bennett, 1983); b) la
estimulacion selectiva de neuronas de limite vasto y dindmico conlleva la aparicion de
dolor (Mayer et al., 1975; Price y Mayer, 1975); c) el tipo de respuesta de las tres
categorias neuronales se correlaciona con la capacidad para discriminar entre estimulos
nocivos e inocuos (Bushnell et al., 1984; Hoffman et al., 1981). Sin embargo, las
neuronas nociceptivas especificas han sido implicadas principalmente en la transmision
de la informacion relacionada con la localizacion del dolor (Yokota et al., 1979; Dubner
y Bennett, 1983), mientras que las neuronas de clase 3 se ha dicho que contribuyen
fundamentalmente a la percepcion de la intensidad del estimulo nocivo (Nord y Young,
1975; Price et al., 1976; Azerad et al., 1982; Amano et al., 1986; Maixner et al., 1986,
1989; Dubner et al., 1989). Por otra parte, las neuronas nociceptivas especificas también
han sido implicadas en las dimensiones motivacional y afectiva relacionadas con
experiencias previas acerca del dolor (Price y Dubner, 1977), y no solamente en la
dimension sensoriodiscriminativa.

Siguiendo los mismos criterios descritos para clasificar las neuronas
nociceptivas, en el nicleo caudal se diferencian dos categorias principales de células
nerviosas no nociceptivas: neuronas de clase 1 y clase 2 (Price et al., 1976), también
denominadas neuronas mecanosensitivas de umbral bajo de adaptacion rapida y de
adaptacion lenta (Mosso y Kruger, 1973; Hu et al., 1981; Hu y Sessle, 1984) o neuronas
tactiles de adaptacion rapida y de adaptacion lenta (Azerad et al., 1982),

respectivamente. Estos dos tipos neuronales, pese a no haber sido diferenciadas en el
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asta dorsal de la médula espinal de primates por Willis et al. (1974), utilizando como
criterio el estimulo mecdnico de menor intensidad capaz de activarlas, si han sido
reconocidas en el asta dorsal de la médula espinal de gatos por Price y Browe (1975) y
de monos por Price y Mayer (1974).

Ambas categorias de neuronas se ha visto que presentan caracteristicas muy
similares: generalmente solo reciben aferentes mecanosensitivas trigeminales de rapida
velocidad de conduccion (fibras Af), Unicamente son activadas por estimulos
mecanicos inocuos aplicados a campos receptivos pequefios (1-5 mm?) con limites bien
definidos y generalmente se localizan en las ldminas III-IV, aunque también en las
laminas V-VI (Darian-Smith, 1966; Mosso y Kruger, 1973; Nord, 1976, Price et al.,
1976; Price y Dubner, 1977; Dubner et al., 1978; Hoffman et al., 1981; Hu et al., 1981,
Azerad et al., 1982; Dubner y Bennett, 1983; Hu y Sessle, 1984; Lucier y Egizii, 1989).
De la misma manera que se ha comentado en relacion con las neuronas nociceptivas
especificas, el hecho de que presenten reducidos campos receptivos es consistente con
la hip6tesis de que este tipo de neuronas intervienen en la codificacion de la localizacion
del estimulo (Dubner y Bennett, 1983). La principal diferencia entre ambos tipos
neuronales radica en que las neuronas de clase 2 presentan una adaptacion mas lenta a
los estimulos mecanicos continuados que las de clase 1 (Price et al., 1976). Las
neuronas trigeminotalamicas de «clase 1 y clase 2 presentan caracteristicas
electrofisiologicas similares a las neuronas espinotalamicas localizadas en la ldmina IV
del asta dorsal de la médula espinal (Willis et al., 1974; Price y Mayer, 1975).

Las neuronas de clase 1 y 2 situadas en las laminas III y IV y las neuronas
nociceptivas localizadas en las laminas I y II presentan una organizacion somatotopica
dorsoventral y rostrocaudal. En el gato (Mosso y Kruger, 1973; Dostrovsky y Hellon,
1978; Hu et al., 1981; Yokota et al., 1981; Azerad et al., 1982) y en el mono (Price et
al., 1976), las neuronas cuyos campos receptivos se hallan dentro de la division
mandibular del nervio trigémino se localizan dorsomedialmente en el nucleo caudal; las
que lo tienen dentro de la division oftdlmica se sitan ventrolateralmente y las que lo
poseen en la division maxilar se localizan entre las dos anteriores. Esta organizacion
dorsoventral es dificil de determinar en las laminas V y VI debido al gran campo
receptivo que presentan las neuronas ubicadas en dichas ldminas (al menos de la
extension correspondiente a una division del nervio trigémino) (Price ef al., 1976). Tal y
como fue sugerido por Kunc (1970) a partir de los efectos derivados de la tractotomia

de la via espinal del nervio trigémino, y posteriormente confirmado por Yokota (1975)
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y Yokota et al. (1981) mediante estudios electrofisioldgicos realizados en el gato, las
fibras nociceptivas del centro de la cara terminan en la zona rostral del nucleo caudal,
mientras que las correspondientes a las zonas periféricas faciales lo hacen en niveles
mas caudales.

De todo lo mencionado anteriormente se vislumbra que, la informacion
somatosensorial de la region orofacial es codificada por grupos de neuronas del nucleo
caudal funcionalmente heterogéneos y por tanto, transmitida a centros nerviosos

superiores mediante diferentes sistemas de proyeccion (Price ef al., 1976).

1.3.2. Nucleos rostrales del complejo nuclear sensitivo del trigémino

Los nucleos rostrales del complejo nuclear sensitivo del trigémino (nucleos
principal, oral e interpolar) son importantes centros de retransmision de la informacion
tactil bucofacial (Eisenman et al., 1963; Dubner et al., 1978; Azerad et al., 1982; Hu 'y
Sessle, 1984; Olsson et al., 1988); sin embargo, también han sido implicados en la
recepcion de la sensibilidad nociceptiva orofacial mediante estudios electrofisiologicos
(p. ¢j. Eisenman et al., 1963; Greenwood, 1973; Vyklicky y Keller, 1973; Greenwood y
Sessle, 1976; Nord, 1976; Sessle y Greenwood, 1976; Woda et al., 1977; Azerad et al.,
1982; Clarke, 1984; Hayashi et al., 1984; Young y Perryman, 1986; Dallel ef al., 1988,
1989 y 1990; Raboisson et al., 1991), de analisis de comportamiento (Vyklicky et al.,
1977; Young et al., 1981; Young y Perryman, 1984) y anatdémicos usando inyecciones
de HRP en la pulpa dentaria de gatos (Arvidsson y Gobel, 1981; Westrum et al., 1981;
Shigenaga et al., 1986¢) y ratas (Marfurt y Turner, 1984).

La reevaluacion exhaustiva de los efectos derivados de una tractotomia
trigeminal, realizada inmediatamente por encima del nucleo caudal, ha permitido
comprobar que ésta no produce un cese de la actividad neuronal nociceptiva taldmica
como consecuencia de estimulos orofaciales (Dong y Chudler, 1984, Dallel ef al., 1988;
Raboisson ef al., 1989). Igualmente, esta practica no induce una supresion completa de
las respuestas reflejas nociceptivas observadas en animales después de aplicar estimulos
orofaciales y dentales nocivos (Sumino, 1971; Denny-Brown y Yanagisawa, 1973;
Azerad y Woda, 1976; Greenwood y Sessle, 1976; Vyklicky et al., 1977; Nord y
Young, 1979; Sessle y Hu, 1981; Young ef al., 1981; Broton y Rosenfeld, 1982, 1985;
Young y Perryman, 1984, 1986; Dallel et al., 1989). De la misma forma, tampoco
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conlleva un estado total de analgesia dental y orofacial en humanos (McKenzie, 1955;
Young, 1982; Graham et al., 1988). Por el contrario, se ha visto que lesiones mas
rostrales disminuyen la nocicepcion oral y perioral (Broton y Rosenfeld, 1982, 1986;
Young y Perryman, 1984). Por ejemplo, Young y Perryman (1986) estudiaron la
capacidad que presentaban los monos para percibir estimulos nocivos posteriormente a
la practica de una tractotomia trigeminal realizada a nivel del 6bex. Estos investigadores
observaron que, tras las seccion del tracto trigeminal, la discriminaciéon de la
informacion nociceptiva en la cara estaba afectada, mientras que la discriminacion de
estimulos nocivos intraorales permanecia intacta.

Al margen de las tractotomias, existen otros hallazgos que refuerzan la
participacion de los nucleos rostrales del complejo nuclear sensitivo del trigémino en la
transmision del dolor. En este sentido puede citarse la identificacion de numerosos
axones que contienen neuropéptidos relacionados con la sensibilidad nociceptiva
(CGRP) (Batten et al., 1988; Kruger et al., 1988a,b; Tashiro et al., 1991; Bennett-
Clarke y Chiaia, 1992; Stover et al., 1992; Henry et al., 1996; Sugimoto et al., 1997a),
que establecen sinapsis fundamentalmente con neuronas del nucleo oral en la rata
(Sugimoto et al., 1997a) y del nucleo principal en el gato (Tashiro ef al., 1991; Henry et
al., 1996). De la misma forma, se ha observado una importante proyeccion de fibras
aferentes pulpares a los nucleos rostrales del complejo nuclear sensitivo del trigémino
(Khayyat et al., 1975; Nord, 1976; Sessle y Greenwood, 1976; Lisney, 1978; Nord y
Young, 1979; Westrum et al., 1980, 1981; Arvidsson y Gobel, 1981; Dostovsky et al.,
1981; Sessle y Hu, 1981; Azerad ef al., 1982; Hayashi ef al., 1984; Marfurt y Turner,
1984; Ishidori et al., 1986; Shigenaga et al., 1986¢, 1989; Turner y Marfurt, 1988;
Henry y Westrum, 1990; Takemura et al., 1991, 1993), las cuales mayoritariamente,
aunque no exclusivamente, transmiten sensaciones dolorosas (Anderson et al., 1970;
Bratzlavsky et al., 1976; Biedenbach et al., 1979; Chatrian et al., 1982). Estudios de
marcaje retrogrado en combinacion con estudios inmunohistoquimicos, han permitido
identificar dos subpoblaciones principales de neuronas primarias trigeminales que
inervan la pulpa dentaria de la rata: neuronas con inmunorreactividad de CGRP y
neuronas que contienen parvalbiimina. Estas subpoblaciones representan el 50% y el
30% de las neuronas primarias que inervan la pulpa, respectivamente (Ichikawa et al.,
1995). Las aferentes pulpares también han sido observadas en el nucleo caudal
(Greenwood, 1973; Nord y Young, 1975; Yokota, 1975; Nord, 1976; Sessle et al., 1976;
Shigenaga ef al., 1976; Lisney, 1978; Arvidsson y Gobel, 1981; Dickenson et al., 1981;
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Hu et al., 1981; Marfurt y Turner, 1984; Pertovaara et al., 1987a; Lucier y Egizzi, 1989;
Takemura et al., 1991, 1993), sin embargo, evaluaciones cuantitativas (Gerard, 1923;
Davies et al., 1971; Greenwood, 1973; Sessle et al., 1976) han revelado la existencia de
una proyeccion predominante en los nucleos mdas rostrales del complejo nuclear
sensitivo del trigémino (nucleos principal y oral).

Los nucleos rostrales del complejo nuclear sensitivo del trigémino se ha sugerido
que intervienen en la transmision de la informacion nociceptiva a centros superiores
(complejo ventrobasal del talamo) procedente, principalmente, de zonas intraorales y
periorales y en menor medida de zonas faciales cutdneas. Esta hipodtesis se ha sustentado
en observaciones derivadas de la induccion de lesiones en el tronco encefalico y de la
practica de tractotomias trigeminales experimentales o terapéuticas llevadas a cabo en el
hombre (Grant et al., 1940; Young, 1982; Graham et al., 1988), en la rata (Broton y
Rosenfeld, 1985; Dallel et al., 1989; Raboisson ef al., 1989), en el mono (Young et al.,
1981; Young y Perryman, 1984) y en el gato (Azerad y Woda, 1976; Vyklicky et al.,
1977). Ademas, se ha visto que las respuestas de estas neuronas nociceptivas de los
nucleos rostrales del trigémino estan influenciadas por neuronas del nucleo caudal
mediante tractos intratrigeminales (Young y King, 1972; Denny-Brown y Yanagisawa,
1973; Sessle y Greenwood, 1974, 1976; Khayyat et al., 1975; Greenwood y Sessle,
1976; Nord y Young, 1979; Hu et al., 1981; Sessle y Hu, 1981; Ujihara et al., 1987,
Dallel ef al., 1989), a diferencia de lo que han observado Raboisson et al. (1989) en la
rata, Young y Perryman (1986) en el mono y Nasution y Shigenaga (1987) en el gato.
En este sentido, y a modo de ejemplo, podrian citarse estudios llevados a cabo por el
grupo de investigacion de Dallel. Dallel et al. (1998) observaron que la microinyeccion
de morfina en el nucleo caudal inhibia las actividades nociceptivas de neuronas del
nucleo oral del trigémino. Por otra parte, Dallel ez al. (1989), tras realizar la seccion del
tracto espinal del nervio trigémino, constataron una disminuciéon de los umbrales
necesarios para la aparicion de reacciones nociceptivas inducidas por estimulacion de la
pulpa dentaria contralateral. Este ultimo hallazgo sugiere que el ntcleo caudal ejerce
una influencia inhibitoria en los nucleos rostrales del complejo nuclear sensitivo del
trigémino contralaterales.

Todos los hallazgos anteriormente citados avalan la implicacion de los nucleos
rostrales del complejo nuclear sensitivo del trigémino en la codificacion de la
informacion dolorosa intraoral y/o perioral. Sin embargo, también existen evidencias

que abogan por la participacion del nucleo caudal del trigémino en la sensibilidad
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nociceptiva de la region media facial (Hu er al., 1981; Carstens et al., 1995;
Chattipakorn et al., 2005). La deaferenciacion o la lesion del nucleo caudal del
trigémino ejerce un efecto diferente sobre las respuestas nociceptivas orales y/o
periorales mediadas por fibras Ad y C (Pajot et al., 2000). Aquellas respuestas que son
transmitidas por fibras C, como es la conducta relacionada con el dolor secundaria a la
formalina, son procesadas exclusivamente en el nucleo caudal, siendo por tanto
inhibidas por la tractotomia trigeminal (Vyklicky et al., 1977; Dallel et al., 1989;
Luccarini et al., 1998; Pajot et al., 2000). Por el contrario, las respuestas mediadas por
fibras AJ, tales como el reflejo de apertura mandibular como consecuencia de la
estimulacion pulpar, son procesadas principalmente en los nucleos rostrales del
complejo nuclear sensitivo del trigémino, lo que supone que no se ven afectadas o bien
son poco afectadas por dicha practica quirtrgica (Keller ef al., 1974; Azerad y Woda,
1976; Vyklicky et al., 1977; Nord y Young, 1979; Dong y Chudler, 1984; Young y
Perryman, 1986; Dallel et al., 1989; Raboisson et al., 1989; Pajot et al., 2000).

a) Nucleo oral

El nucleo caudal del trigémino se ha considerado el principal ntcleo de
transmision de la informacién nociceptiva trigeminal a centros superiores (p. ej.
Sjoqvist, 1938; Darian-Smith, 1966; Mosso y Kruger, 1973; Price et al., 1976; Dubner
et al., 1978; Fukushima y Kerr, 1979; Gobel et al., 1981b; Hoffman et al., 1981; Hu et
al., 1981; Hu y Sessle, 1984). Sin embargo, y principalmente a partir de la década de los
70, se han realizado multitud de investigaciones que también avalan la participacion del
nucleo oral en la codificacion de la sensibilidad nociceptiva (p. ej. Davies et al., 1971;
Denny-Brown y Yanagisawa, 1973; Greenwood, 1973; Azerad y Woda, 1976;
Greenwood y Sessle, 1976; Sessle et al., 1976; Vyklicky et al., 1977; Nord y Young,
1979; Sessle y Hu, 1981; Young et al., 1981; Azerad et al., 1982; Broton y Rosenfeld,
1982, 1985, 1986; Young, 1982; Hu y Sessle, 1984; Young y Perryman, 1984; Graham
et al., 1988; Dallel et al., 1989, 1990). Los resultados contradictorios hallados entre
diferentes estudios han generado una gran incertidumbre acerca de las verdaderas
propiedades funcionales del nucleo oral. Esta discrepancia, en parte, puede ser atribuida
a diferencias a la hora de establecer los limites entre los dos nticleos mas rostrales del

complejo nuclear sensitivo del trigémino. En este sentido cabe sefialar que, mientras que
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Verhaart (1964), Berman (1968), Karamanlidis (1968) y Azerad et al. (1982) han
situado el limite rostral del nicleo oral a la altura del polo caudal del nicleo motor del
trigémino; Torvik (1957) y Eisenman et al. (1963) lo han ubicado a niveles mas
caudales.

Multiples hallazgos experimentales han corroborado la implicacion del nucleo
oral en la transmision de la informacidon nociceptiva orofacial. Se ha observado que (a)
el nucleo oral de gatos (Beuerman, 1975; Hayashi, 1985b; Batten et al., 1988; Henry et
al., 1996) y ratas (Falls y Alban, 1986b; Batten et al., 1988; Falls, 1988; Kruger ef al.,
1988a,b; Bennett-Clarke y Chiaia, 1992) recibe la proyeccion de aferentes de pequefio
diametro, muchas de las cuales presentan CGRP; (b) estudios electrofisiologicos han
identificado neuronas nociceptivas en el nicleo oral (Azerad et al., 1982; Dallel et al.,
1990; Parada et al., 1997), con propiedades similares a las de las neuronas nociceptivas
(neuronas de limite vasto y dinamico y neuronas nociceptivas especificas) vistas en
otros nucleos del complejo nuclear sensitivo del trigémino (Price et al., 1976; Hoffman
et al., 1981; Yokota et al., 1981; Hu et al., 1981; Hu y Sessle, 1984) y en el asta dorsal
de la médula espinal (Price y Mayer, 1974; Price y Browe, 1975); (c) neuronas del
nucleo oral proyectan al complejo ventrobasal del tadlamo (Sessle y Greenwood, 1976;
Azerad et al., 1982) asi como al nucleo caudal del trigémino (Hockfield y Gobel, 1982;
Ikeda et al., 1984; Nasution y Shigenaga, 1987), regiones ampliamente conocidas por
ser lugares de proyeccion de aferentes nociceptivas (Gordon et al., 1961; Nord y Young,
1975; Yokota, 1975; Price et al., 1976; Guilbaud et al., 1980; Honda et al., 1983;
Yokota y Matsumoto, 1983a, 1983b); (d) lesiones inducidas en la vecindad del ntcleo
oral interfieren en la sensibilidad nociceptiva orofacial secundaria a estimulos
mecanicos y térmicos nocivos (Young y Perryman, 1984; Broton y Rosenfeld, 1986;
Graham et al., 1988).

El nacleo oral del trigémino ha sido implicado en la recepcion de impulsos
nociceptivos procedentes principalmente de regiones intraorales y/o periorales, y en
menor medida de zonas faciales mas periféricas, en la que cobra un mayor
protagonismo el nucleo caudal (Denny-Brown y Yanagisawa, 1973; Young y Perryman,
1984, 1986; Dallel et al., 1988; Graham et al., 1988). La tractotomia de la via espinal
trigeminal realizada en humanos (Hamby et al., 1948; Grant, 1955; McKenzie, 1955;
Young, 1982; Graham et al., 1988) y en animales (Denny-Brown y Yanagisawa, 1973;
Azerad y Woda, 1976; Greenwood y Sessle, 1976; Vyklicky et al., 1977; Nord y
Young, 1979; Sessle y Hu, 1981; Young ef al., 1981; Broton y Rosenfeld, 1982, 1985;
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Young y Perryman, 1984; Dallel ef al., 1988, 1989) no altera la sensibilidad dolorosa de
la zona media de la cara, y en concreto de la cavidad oral. Igualmente, la lesion del
nucleo oral (Rosenfeld e al., 1978; Young y Perryman, 1984; Pickoff-Matuk et al.,
1986; Luccarini et al., 1998) asi como la seccidon de sus proyecciones eferentes (Broton
y Rosenfeld, 1986) se han asociado con estados de hipoalgesia en la zona facial media.
Por otra parte, se ha detectado expresion de c-fos como consecuencia de una
estimulacidon nociva en regiones del nicleo oral que constituyen el principal campo de
terminacion de aferentes primarias que inervan estructuras orales (Allen et al., 1996;
Oakden y Boissonade, 1998; Sugimoto et al., 1998a; Takemura et al., 2000a). Todas
estas observaciones justifican que Wall y Taub (1962) y Azerad et al. (1982), y en
menor grado también otros autores (Eisenman et al., 1963; Kerr et al., 1968), hayan
considerado al nucleo oral como la representacion central de la cavidad oral.

Estudios electrofisiologicos realizados en el gato (Sumino, 1971; Azerad y
Woda 1976; Vyklicky et al., 1977; Ikegami y Kawamura, 1979; Dong y Chudler, 1984),
en el mono (Young et al., 1981; Young y Perryman, 1984) y en la rata (Broton y
Rosenfeld, 1985; Dallel et al., 1988, 1989; Raboisson et al., 1989) también constituyen
una evidencia de la participacion de los nucleos caudal y oral en la codificacion de la
informacion nociceptiva facial y oral/perioral, respectivamente. En este sentido, se ha
observado que la deaferenciacion del nticleo caudal no altera las respuestas neuronales
talamicas ni las actividades reflejas nociceptivas (ej. reflejo de apertura mandibular)
inducidas por estimulos nocivos orales o periorales, mientras que por el contrario,
interfiere con las reacciones nociceptivas asociadas a estimulos perjudiciales faciales.
De la misma forma, la destruccion del nucleo oral o la seccion de sus proyecciones
eferentes no modifica la actividad cortical asociada a estimulos faciales pero si conlleva
una alteracion de las respuestas neuronales del cortex somatosensorial y de las
reacciones de comportamiento secundarias a una estimulaciéon nociva oral/perioral
(Keller et al., 1974; Broton y Rosenfeld, 1982, 1986). Estos hallazgos ponen de
manifiesto que el nucleo oral no solamente interviene en los aspectos afectivos o
discriminativos espacio-temporales del dolor (p. €j. localizacion) (Sessle y Greenwood,
1976), sino que también estd implicado en actividades reflejas relacionadas con dicha
modalidad sensitiva (Azerad et al., 1982; Clarke, 1984; Hu y Sessle, 1984), a diferencia
de lo que se ha sugerido (Azerad y Woda 1976; Matthews et al., 1976; Dubner et al.,
1978).
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En la mayoria de los estudios electrofisiologicos encaminados a determinar las
propiedades funcionales de las neuronas del nucleo oral, se han utilizado estimulos
nocivos agudos, bien sean mecanicos o eléctricos (Sessle y Greenwood, 1976; Azerad et
al., 1982; Hu y Sessle, 1984; Dallel et al., 1990). Sin embargo, el empleo de estimulos
nocivos persistentes (p. €j. formalina) ha permitido ahondar mas en el conocimiento de
la transmision de la informacion nociceptiva. Las neuronas nociceptivas especificas del
nucleo oral Unicamente median la transmision de informacién dolorosa aguda, tal y
como se evidencia por la ausencia de respuesta bifasica en estas neuronas tras la
inyeccion subcutanea de formalina en su campo receptivo periférico (Raboissson et al.,
1991). Por el contrario, y no solamente en el nucleo oral, sino también en el nucleo
caudal y en el asta dorsal de la médula espinal, las neuronas nociceptivas convergentes
presentan una mayor heterogeneidad en la respuesta a la formalina. Todas las neuronas
nociceptivas convergentes del asta dorsal espinal activadas por este estimulo quimico
presentan una respuesta con dos componentes (Dickenson y Sullivan, 1987a, 1987b;
Haley et al., 1989;1990; Sotgiu, 1989), que es similar a la respuesta bifasica motora
observada en estudios de analisis de comportamiento (Dubuisson y Dennis, 1977;
Hunskaar y Hole, 1987; Clavelou ef al., 1989). Sin embargo, otros estudios han
observado que la respuesta bifasica inducida por la formalina s6lo ocurre en algunas
neuronas nociceptivas convergentes del nucleo oral, principalmente aquellas que
reciben aferentes primarias AS y C (Raboisson et al., 1991), del nucleo caudal,
especialmente las que reciben fibras aferentes C (Raboisson et al., 1995), o del asta
dorsal espinal (Banna et al., 1986). Raboisson et al., (1995) han tratado de explicar el
porqué neuronas que presentan las mismas caracteristicas funcionales responden de
modo diferente a un mismo estimulo periférico. Seglin estos autores, en los nticleos oral
y caudal existen neuronas que solo reciben aferentes que son directamente excitadas por
la formalina pero no aferentes sensibles a los mediadores inflamatorios, estas células
representarian las neuronas monofasicas. Por el contrario, otras neuronas reciben ambos
tipos de fibras aferentes, y las cuales constituirian la poblacion neuronal de respuesta
bifasica. Esta dualidad de respuesta es reflejo del diferente papel funcional que juegan
neuronas bifasicas y monofasicas en la transmision de la informacién nociceptiva
(Raboisson et al., 1995). El nicleo caudal presenta un mayor nimero de neuronas
bifasicas que el nucleo oral, siendo ademas la segunda fase de las respuestas de las
neuronas bifasicas del nucleo caudal mas duradera que las del ntcleo oral (Raboisson et

al., 1995). Ademas, las neuronas del nucleo oral pueden estar sometidas a un mayor
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control inhibitorio descendiente que las del nucleo caudal, el cual es sabido que es mas
efectivo cuando existe un proceso inflamatorio agudo (Schaible et al., 1991). Estas
observaciones ponen de manifiesto que el nucleo oral estd menos implicado en el
procesamiento de la informacién nociceptiva tonica de origen inflamatorio que el
nucleo caudal.

Estudios inmunohistoquimicos, de proyeccion y electrofisiologicos han puesto
de manifiesto que la informacion nociceptiva en el nucleo oral es codificada
principalmente en la regién dorsomedial. La expresion de c-fos en el complejo nuclear
sensitivo del trigémino principalmente es inducida en el nucleo caudal asi como en la
transicion entre los nticleos caudal e interpolar del trigémino (Anton et al., 1991; Lu et
al., 1993; Strassman y Vos, 1993; Bereiter et al., 1994, 1998; Coimbra y Coimbra,
1994; Kato et al., 1994; Carstens et al., 1995; Hathaway et al., 1995; Allen et al., 1996;
Bereiter y Bereiter, 1996; Bereiter, 1997; Oakden y Boissonade, 1998; Chattipakorn et
al., 2005). Sin embargo, la estimulaciéon nociva de estructuras orales asi como la
estimulacion eléctrica del ganglio de Gasser y de los nervios trigeminales que inervan
regiones orales inducen inmunorreactividad de c-fos en neuronas de la region
dorsomedial del nucleo oral, casi exclusivamente a nivel ipsilateral (Allen ef al., 1996;
Oakden y Boissonade, 1998; Sugimoto et al., 1998a,b; Byers et al., 2000; Fujiyoshi et
al., 2000; He et al., 2000; Takemura et al., 2000a). Ademas, la localizacion de las
neuronas con c-fos en el nucleo oral es similar a la distribucion de las neuronas
nociceptivas identificadas electrofisiolégicamente en dicho nucleo (Dallel et al., 1990).
Estas neuronas del nucleo oral con inmunorreactividad de c-fos son activadas por
entradas primarias nociceptivas monosinapticas desde estructuras intraorales. Esta
afirmacion se sustenta en que s6lo estimulos nociceptivos intraorales inducen expresion
de c-fos en neuronas del nucleo oral (Allen et al., 1996, Oakden y Boissonade, 1998;
Sugimoto et al., 1998a,b; Byers et al., 2000; Fujiyoshi et al., 2000; He et al., 2000) y la
region dorsomedial del nucleo oral Unicamente recibe proyecciones de neuronas
primarias trigeminales que inervan campos receptivos peri e intraorales (Arvidsson y
Gobel, 1981; Marfurt, 1981; Westrum et al., 1981; Jacquin et al., 1983; Woda et al.,
1983; Marfurt y Turner 1984; Shigenaga et al., 1986b,c, 1989; Takemura et al., 1987,
1991, 1993; Tsuru et al., 1989; Tabata y Karita, 1991).

Las  subdivisiones  dorsomediales  (subdivisiones  dorsomedial 'y
rostrodorsomedial) y la regiéon marginal lateral del ntcleo oral reciben una importante

proyeccion de neuronas primarias nociceptivas que contienen sustancia P y/o CGRP
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(Takemura et al., 1991; Bennett-Clarke y Chiaia, 1992; Sugimoto et al., 1997a, 1998a;
Henry et al., 1996). La proyeccion a las subdivisiones dorsomediales es puramente
trigeminal, mientras que la proyeccion a la region marginal del nucleo oral es de origen
mixto (trigeminal, facial, vagal, glosofaringeo y cervical), tal y como se comprueba por
la persistencia de fibras CGRP inmunorreactivas en esta zona lateral tras la rizotomia
retrogaseriana trigeminal unilateral (Henry et al., 1996; Sugimoto et al., 1997a). Las
fibras aferentes de la division mandibular, y posiblemente también de la division
maxilar, son las que proyectan al nucleo oral dorsal y poseen inmunorreactividad para
CGRP, puesto que las aferentes primarias trigeminales presentan una organizacion
somatotopica dorsoventral (Kruger ef al., 1961; Kruger y Michel 1962a; Wall y Taub,
1962; Eisenman et al., 1963; Kerr, 1963; Kerr et al., 1968; Sessle y Greenwood, 1976;
Marfurt, 1981; Jacquin et al., 1983; Matesz, 1983; Falls y Alban, 1986b; Shigenaga et
al., 1986b; Falls, 1988; Dallel et al., 1990). Las neuronas del nucleo oral que expresan
c-fos son activadas principalmente por fibras aferentes primarias de pequefio calibre.
Asi, el territorio de proyeccidn central de neuronas primarias nociceptivas trigeminales
CGRP o sustancia P inmunorreactivas (Sugimoto et al., 1997a, 1998a) asi como el de
neuronas primarias trigeminales marcadas con el conjugado Bandeiraea simplicifolia
isolectina B4 (IB4) (Sugimoto et al., 1997b), un trazador especifico de neuronas
primarias no mielinizadas, se solapa con las regiones del ntcleo oral donde se ha
observado expresion de c-fos. La informacion nociceptiva de las estructuras intraorales
es transmitida a las neuronas del nucleo oral dorsomedial y del ntcleo caudal mediante
aferentes primarias nociceptivas mielinizadas y no mielinizadas (He et al., 2000). Asi, la
destruccion selectiva de neuronas primarias nociceptivas trigeminales, mediante un
tratamiento con capsaicina, sélo atenud pero no suprimié6 completamente la expresion
de c-fos en ambos nlicleos como consecuencia de una estimulacion nociva intraoral.

La region dorsomedial del nticleo oral tiene neuronas implicadas en el control de
reflejos sensoriomotores y en la modulacion de la informacion sensitiva (Dubner et al.,
1978; Fukushima y Kerr, 1979; Shigenaga et al., 1986b,c, 1988c, 1989, 1990; Yoshida
et al., 1994; Li et al., 1995). La region dorsomedial del nicleo oral proyecta al ntcleo
motor del trigémino (Mizuno et al., 1983; Landgren et al., 1986; Shigenaga et al.,
1988c; Fort et al., 1990; Olsson y Westberg, 1991; Yoshida et al., 1994; Li et al., 1995),
al nucleo parabraquial (Allen et al., 1996; Yoshida et al., 1997), al cerebelo (Falls et al.,
1985), al nacleo motor del facial (Yoshida et al., 1994), y a otros nucleos del complejo

nuclear sensitivo del trigémino (Hockfield y Gobel, 1982; Ikeda ef al., 1984; Nasution y
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Shigenaga, 1987; Jacquin y Rhoades, 1990; Yoshida et al., 1994), pero presenta pocas
proyecciones al nucleo ventral posteromedial del tdlamo (Burton y Craig, 1979;
Fukushima y Kerr, 1979; Shigenaga et al., 1983; Yasui et al., 1983). Estas proyecciones
justifican que las neuronas del nucleo oral dorsomedial que expresan c-fos ademas de
estar implicadas en la recepcion de entradas nociceptivas periféricas, también modulen
la transmision de la informacidon sensitiva y controlen respuestas reflejas
cardiovasculares, respiratorias, mandibulares u orofaciales (Yoshida et al., 1994;
Oakden y Boissonade, 1998; Takemura et al., 2000a, 2006). En este sentido, Allen et al.
(1996) observaron que el 38% de las neuronas de la region dorsomedial del nucleo oral
con inmunorreactividad de c-fos proyectaban al ntcleo parabraquial lateral, una region
implicada en la regulacion de la funcion cardiovascular y respiratoria (Hamilton et al.,

1981; Mraovitch et al., 1982; Chamberlin y Saper, 1992; Lara et al., 1994).

b) Nicleo interpolar

Hasta la década de los afios 80, las investigaciones relacionadas con la
transmision de informacidén nociceptiva de la region trigeminal se centraron en el
estudio de las caracteristicas morfologicas y funcionales de los nucleos oral y caudal.
Sin embargo, a partir de esta fecha hubo un aumento del interés por el estudio del
nucleo interpolar. Asi, las experiencias comenzaron a centrarse en determinar la
existencia y caracteristicas de posibles entradas aferentes nociceptivas trigeminales al
nucleo interpolar (Westrum et al., 1980; Arvidsson y Gobel, 1981; Azerad et al., 1982;
Marfurt y Turner, 1984; Hayashi, 1985b; Shigenaga et al., 1986c; Pertovaara et al.,
1987b; Lucier y Egizii, 1989; Clarke y Matthews, 1990; Boissonade et al., 1993; Henry
et al., 1996; Sugimoto et al., 1997a), el grado de respuesta a estimulos nocivos (Allen et
al., 1996; Sugimoto et al., 1998ab; Takemura et al., 2000a), las propiedades
funcionales de las neuronas de dicho nucleo (Azerad ef al., 1982; Hayashi et al., 1984;
Young y Perryman, 1986) y las proyecciones eferentes de las mismas (Burton y Craig,
1979; Fukushima y Kerr, 1979; Erzurumlu y Killackey, 1980; Ruggiero et al., 1981,
Sumino et al., 1981; Matsushita et al., 1982; Woolston et al., 1982; Shigenaga et al.,
1983, 1986¢; Bruce et al., 1987; Ohya et al., 1993).

Estudios anatdmicos con inyecciones intraaxonales de HRP han revelado que

aferentes primarias nociceptivas cutaneas Ad envian colaterales a la region superficial
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del nucleo interpolar (Hayashi, 1985b). De la misma forma, inyecciones intrapulpares
de este mismo trazador (Westrum et al., 1980; Arvidsson y Gobel, 1981; Marfurt y
Turner, 1984; Shigenaga et al., 1986¢) asi como el registro electrofisiologico de la
actividad neuronal en el nucleo interpolar tras la estimulacion pulpar (Azerad et al.,
1982; Pertovaara et al., 1987b; Lucier y Egizii, 1989; Clarke y Matthews, 1990) han
puesto de manifiesto la existencia de proyecciones de aferentes pulpares a dicho nucleo.
Estas fibras aferentes pulpares son capaces de activar neuronas de las zonas medial y
dorsal del ntcleo asi como de su borde ventromedial (Hayashi et al., 1984). Las
aferentes pulpares no tienen porqué tener funciones exclusivamente nociceptivas
(Dubner et al., 1978; Hu et al., 1981), sin embargo su relacion principalmente con este
tipo de sensibilidad soporta la idea de la posible implicacion del ntcleo interpolar en
mecanismos nociceptivos trigeminales.

Estudios inmunohistoquimicos han puesto de manifiesto que el nicleo interpolar
recibe aferentes primarias que expresan CGRP, en su mayoria de origen trigeminal
(Bennett-Clarke y Chiaia, 1992; Boissonade ef al., 1993; Henry et al., 1996; Sugimoto
et al., 1997a). Seglin estos autores, dicha inmunorreactividad de CGRP es mas
manifiesta en la mitad caudal del nucleo interpolar, regiébn que presenta muchas
proyecciones al complejo ventrobasal del talamo (Bruce et al., 1987), que en la mitad
rostral, la cual se caracteriza por tener muy pocas o ninguna proyeccion a dicho
complejo taldmico (Burton y Craig, 1979; Fukushima y Kerr, 1979; Erzurumlu y
Killackey, 1980; Shigenaga et al., 1983, 1986c¢). Concretamente, en la zona caudal del
nicleo interpolar se ha observado inmunorreactividad de CGRP en posiciones
ventrolateral, medioventral y dorsomedial, mientras que en la region rostral ésta se
concentra fundamentalmente en posicion ventrolateral, siendo escasa en la porcion
dorsal (Henry et al., 1996).

La estimulacion mecéanica y quimica (aceite de mostaza) nocivas de regiones
trigeminales (excluyendo la pulpa dentaria) (Anton et al., 1991; Sugimoto et al., 1998a),
la estimulacion eléctrica del ganglio de Gasser (Takemura ef al., 2000a) o de los nervios
periféricos que inervan regiones orofaciales (Sugimoto et al., 1998a) y la estimulacion
eléctrica y quimica dentaria nocivas (Allen et al., 1996) inducen inmunorreactividad de
c-fos en neuronas de la subdivision dorsomedial del nucleo interpolar bilateralmente,
pero con predomino ipsilateral. Por el contrario, la estimulacion mecanica y térmica
dentarias nocivas se ha visto que no induce expresion de c-fos en neuronas del nucleo

interpolar (Sugimoto et al., 1998b; Chattipakorn et al., 2005). Esta distribucion de
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neuronas con inmunorreactividad de c-fos en el nucleo interpolar coincide con el
territorio de proyeccion central de neuronas aferentes primarias de pequefio didmetro
que contienen sustancia P (Boissonade et al., 1993; Sugimoto et al., 1997a).
Igualmente, la localizacion de la expresion de c-fos se solapa con el lugar de
terminacion de aferentes primarias trigeminales que inervan estructuras intra y
periorales (Shigenaga et al., 1986a,b,c; Takemura et al., 1987, 1991, 1993). Estas
observaciones en conjunto avalan la idea de que el nucleo interpolar media la
transmision de informacion nociceptiva de la region oral.

El nticleo interpolar presenta los tres tipos basicos de neuronas identificadas, en
funcion del grado de respuesta a estimulos cutaneos naturales, en los nucleos caudal
(Price et al., 1976; Hu et al., 1981; Azerad et al., 1982; Hu y Sessle, 1984) y oral
(Azerad et al., 1982; Dallel et al., 1990): neuronas mecanosensitivas de umbral bajo,
neuronas de limite vasto y dindmico y, neuronas nociceptivas especificas o neuronas
convergentes de umbral alto (Wall y Taub, 1962; Azerad et al., 1982; Hayashi et al.,
1984; Young y Perryman, 1986; Lucier y Egizii, 1989; Capra et al., 1994; Ro y Capra,
1999). Las neuronas mecanosensitivas de umbral bajo constituyen el principal tipo
de neuronas del nticleo interpolar (aproximadamente el 80%), se localizan en toda la
extension del nucleo y presentan las mismas caracteristicas en cuanto a campos
receptivos (pequenos, con limites bien definidos) y entradas aferentes (fibras AB) que
las del nucleo caudal (Mosso y Kruger, 1973; Price et al., 1976; Hu et al., 1981; Azerad
et al., 1982; Hu y Sessle, 1984). Las neuronas nociceptivas tienen unos campos
receptivos periféricos mayores que los de las neuronas mecanosensitivas de umbral bajo
y se localizan en zonas restringidas del nticleo interpolar sin que existan diferencias a lo
largo del eje rostrocaudal. Concretamente, estas neuronas se situan en la zona marginal
lateral del nucleo interpolar, medialmente al tracto espinal del trigémino, y cerca o fuera
del borde ventromedial del nacleo interpolar, adyacente a la formacion reticular. Las
neuronas nociceptivas especificas presentan una latencia de descarga més prolongada
tras la estimulacion eléctrica cutdnea y/o mucosa orofacial que los otros dos tipos de
neuronas. Este tipo de latencia es indicativa de la ausencia de entradas aferentes AP, de
la misma forma que ha sido visto en el nucleo caudal del gato (Hu et al., 1981) y del
mono (Price et al., 1976). Las neuronas nociceptivas, al igual que las neuronas
mecanosensitivas de umbral bajo, presentan unas caracteristicas similares a las de las
neuronas nociceptivas del nucleo caudal (Gordon et al., 1961; Price et al., 1976; Hu et

al., 1981; Hu y Sessle, 1984), que son: 1) la proporcion similar de neuronas nociceptivas
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presentes en ambos nucleos (25% y 20% en los ntcleos caudal e interpolar,
respectivamente); ii) la extension del campo receptivo, el 50% y el 70% de las neuronas
nociceptivas de los nucleos caudal e interpolar, respectivamente, presentan un campo
receptivo mayor de 100 mm?; iii) la localizacién, que en ambos casos se sitian en
regiones superficiales y profundas del ntcleo. Sin embargo, existen dos caracteristicas
que contribuyen a diferenciar las neuronas nociceptivas de estas dos divisiones del
nucleo espinal trigeminal. Por una parte, algunas neuronas de limite vasto y dinamico
del nucleo interpolar presentan un campo receptivo con una zona periférica que sélo
responde a estimulos tactiles (Hayashi et al., 1984), mientras que en el ntcleo caudal
estas neuronas unicamente podian ser activadas por estimulos nocivos o bien estimulos
nocivos ¢ inocuos (Price et al., 1976; Hu et al., 1981; Yokota et al., 1981; Dubner y
Bennett, 1983). Por otra parte, no existe ninguna evidencia de que neuronas
nociceptivas del nucleo interpolar puedan ser activadas por entradas aferentes de fibras
C (Hayashi et al., 1984), a diferencia de lo que se ha observado en el nucleo caudal
(Mosso y Kruger, 1973; Price et al., 1976; Hu et al., 1981; Hu y Sessle, 1984).

La mayoria de las neuronas del nucleo interpolar tienen su campo receptivo en la
division maxilar del nervio trigémino (p. ¢j. el 70% de las neuronas mecanosensitivas de
umbral bajo), sin embargo, de la misma forma que se ha observado en las otras
divisiones del nucleo espinal trigeminal, estas neuronas estdn topograficamente
organizadas (Kruger et al., 1961; Kruger y Michel, 1962a; Wall y Taub, 1962; Kerr et
al., 1968; Woolston et al., 1982; Hayashi et al., 1984; Jacquin et al., 1986b; Ro y Capra,
1999), a diferencia de lo que sugirieran Darian-Smith (1966) y Azerad et al. (1982). Las
neuronas que presentan un campo receptivo intraoral se sitlan medialmente en el nticleo
interpolar, mientras que las que lo tienen en regiones faciales periféricas se localizan
lateralmente en el nucleo interpolar. De la misma forma, los campos receptivos
mandibulares son representados dorsomedialmente en el ntcleo interpolar, las neuronas
con campos receptivos oftalmicos son restringidas a la region ventrolateral del ntcleo
interpolar, y las neuronas con campos receptivos maxilares se situan en medio de las
dos anteriores. Darian-Smith (1966) no hall6 esta organizacion somatotopica porque
observo que la mayoria de las neuronas del ntcleo interpolar tenian campos receptivos
grandes. Una posible explicacion a esta controversia puede haber sido que este autor
incluyera un gran numero de neuronas de la formacion reticular en la poblacion
neuronal de estudio, las cuales normalmente presentan extensos campos receptivos

(Gordon et al., 1961; Nord, 1967; Sessle y Greenwood, 1976; Dubner et al., 1978;
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Hayashi et al., 1984). Sin embargo, también podria deberse a la existencia de una
proporcion significativamente menor de neuronas no nociceptivas que de neuronas
nociceptivas en la muestra neuronal, ya que es sabido que éstas ultimas presentan
campos receptivos de mayores dimensiones que las primeras (Hayashi et al., 1984).

Las neuronas del ntcleo interpolar, tanto nociceptivas como no nociceptivas,
proyectan al complejo ventrobasal del tdlamo contralateral, al cerebelo ipsilateral y al
asta ventral de la médula espinal cervical ipsilateral (Darian-Smith, 1966; Karamanlidis,
1968; Burton y Loewy, 1977; Steindler, 1977; Watson y Switzer, 1978; Burton y Craig,
1979; Fukushima y Kerr, 1979; Ikeda, 1979; Somana et al., 1980; Ruggiero et al., 1981;
Sumino et al., 1981; Azerad et al., 1982; Matsushita et al., 1982; Woolston et al.,
1982). Estas neuronas no presentan diferencias en cuanto a propiedades del campo
periférico en funcién del lugar de proyeccion, aunque la mayoria de las neuronas con
proyeccion taldmica y cerebelosa son neuronas mecanosensitivas de umbral bajo
(Hayashi et al., 1984). En contraste con las observaciones del estudio de Ohya et al.
(1993), se ha observado que la velocidad de conduccién de los axones de neuronas
nociceptivas del nucleo interpolar que proyectan al tdlamo asi como al cerebelo, pero no
a la médula espinal, es significativamente menor que la de los axones de neuronas
mecanosensitivas de umbral bajo (Hayashi et al., 1984). Estos hallazgos confirman que
las neuronas que reciben entradas aferentes primarias de didmetro mas pequeio y con
menor velocidad de conduccion, también tienen axones que conducen mas lentamente
(Price et al., 1976; Hu et al., 1981). Hayashi et al. (1984) han sugerido que las neuronas
del nucleo interpolar que proyectan a la médula espinal, al igual que se ha visto en otras
divisiones del ntcleo espinal del trigémino (Abrahams y Richmond, 1977; Sumino et
al., 1981), ejercen efectos excitatorios e inhibitorios en motoneuronas de la médula
espinal cervical implicadas en movimientos involuntarios del cuello. Por el contrario,
las neuronas que proyectan al cerebelo estan implicadas en el control motor, mientras
que las neuronas nociceptivas con proyeccion taldmica contribuyen a la sensibilidad
dolorosa orofacial que persiste tras la tractotomia trigeminal (p. ej. Vyklicky et al.,
1977; Young et al., 1981).

La mayoria de los estudios realizados en el ntcleo interpolar han sido llevados a
cabo considerando entradas aferentes desde la region cutdnea facial y pulpar (p. ej.
Darian-Smith, 1966; Somana et al., 1980; Westrum et al., 1980; Arvidsson y Gobel,
1981; Azerad et al., 1982; Hayashi et al., 1984; Marfurt y Turner, 1984; Hayashi,
1985b; Shigenaga et al., 1986c; Pertovaara et al., 1987b; Jacquin ef al., 1989; Lucier y
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Egizii, 1989; Clarke y Matthews, 1990). Sin embargo, algunas investigaciones se han
centrado en el estudio de las respuestas neuronales del nucleo interpolar a entradas
procedentes de estructuras orales profundas asi como en el analisis de los modelos de
convergencia de aferentes profundas y superficiales en esta division del complejo
nuclear sensitivo del trigémino (Hayashi ef al., 1984; Ohya, 1992; Ohya et al., 1993;
Capra et al., 1994; Ro y Capra, 1999).

Las neuronas del nucleo interpolar, de la misma forma que las neuronas del
nucleo caudal (Kojima, 1990), han sido agrupadas en tres categorias atendiendo a su
activacion por estimulos naturales aplicados en estructuras orales profundas, tales como
ATM o musculo masetero (Ohya, 1992; Ohya et al., 1993): neuronas de clase I,
aquellas que so6lo responden a estimulacioén inocua; neuronas de clase II, las que sélo
son activadas por estimulacién nociva; y neuronas de clase III, aquellas que son
excitadas tanto por estimulacién nociva como inocua. Esta clasificacion no presenta una
correspondencia con aquella realizada en base a la estimulacion de regiones cutaneas en
ninguno de los nucleos del complejo nuclear sensitivo del trigémino (Sessle y
Greenwood, 1976; Kojima, 1990; Ohya, 1992). Es decir, las neuronas de clase I, IT y III
no son equiparables funcionalmente a las neuronas mecanosensitivas de umbral bajo,
neuronas nociceptivas especificas y neuronas de limite vasto y dindmico,
respectivamente. Asi, por ejemplo, se ha visto que neuronas del nucleo interpolar de
clase I pueden ser excitadas por estimulacion nociva de la region facial cutanea, de la
misma forma que neuronas de clase II pueden ser activadas por estimulacion inocua
cutanea (Ohya, 1992). Esta convergencia de informacion desde la piel y estructuras
profundas, un hallazgo ampliamente documentado para neuronas del asta dorsal de la
médula espinal y del ntcleo caudal (Hu et al., 1981; Craig y Kniftki, 1985; Amano et
al., 1986; Sessle et al., 1986; Broton et al., 1988; Hoheisel y Mense, 1989, 1990; Hu,
1990; Hu et al., 1992), contribuye al mecanismo de dolor referido o difuso en regiones
orofaciales, el cual es una caracteristica del dolor somatico profundo.

Las neuronas nociceptivas (clases II y III) y no nociceptivas (clase I) que
responden a la estimulacion de la ATM y/o del misculo masetero se localizan, todas
ellas, en la region dorsomedial del ntcleo interpolar asi como en su borde medial,
adyacente a la formacion reticular (Ohya, 1992; Ohya et al., 1993). La distribucion de
estas neuronas en el nucleo interpolar es consistente con el hallazgo de que el nervio
mandibular, que inerva la ATM y el musculo masetero, proyecta a la region

dorsomedial de dicho nticleo (Hayashi ef al., 1984; Jacquin et al., 1986b).
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Las neuronas que reciben fibras aferentes profundas, como las que reciben
entradas cutdneas (Karamanlidis, 1968; Steindler, 1977; Watson y Switzer, 1978;
Burton y Craig, 1979; Fukushima y Kerr, 1979; Ikeda, 1979; Somana et al., 1980;
Azerad et al., 1982; Matsushita et al., 1982; Woolston et al., 1982), poseen
proyecciones al talamo contralateral, concretamente al ntcleo talamico ventral
posteromedial y al cerebelo ipsilateral, especialmente a la parte posteromedial de la
“crus II” del cortex cerebeloso (Ohya et al., 1993). Ambos tipos de neuronas de
proyeccidon no presentan diferencias en cuanto a caracteristicas fisioldgicas, siendo el
42% y el 63% de las neuronas que proyectan al talamo y al cerebelo, respectivamente,
neuronas nociceptivas (Ohya et al., 1993). El ntcleo interpolar del trigémino interviene
en los mecanismos relacionados con el procesamiento de las sensaciones de la region
orofacial profunda, incluida la de naturaleza nociceptiva. Asi, neuronas del nucleo
interpolar que reciben entradas profundas proyectan al nucleo taldmico ventral
posteromedial, un centro esencial en la transmisioén de informacion aferente, incluida la
de naturaleza dolorosa, al area somatosensorial del cortex cerebral (Welker, 1971;
Donaldson et al., 1975; Saporta y Kruger, 1977). Ademas, fibras aferentes musculares
principalmente de pequefio calibre mielinizadas (grupo III o fibras Ad), las cuales
median el dolor muscular (Painral, 1960; Kumazawa y Mizumura, 1977; Mense, 1977;
Foreman et al., 1979), proyectan a neuronas del nucleo interpolar. Por otra parte, células
del nucleo interpolar responden a la inyeccion intramuscular de solucidén salina
hipertdnica, un irritante quimico el cual es sabido que induce dolor en humanos (Jensen
y Norup, 1996; Graven-Nielson et al., 1997; Svensson et al., 1997), asi como a la
estimulacion mecdnica nociva de estructuras profundas (Nishimori et al., 1986; Ohya,
1992; Ro y Capra, 1999).

La mayoria de las neuronas del nucleo interpolar son excitadas unicamente por
estimulos inocuos aplicados a la region facial cutanea (Wall y Taub, 1962; Hu et al.,
1981; Azerad et al., 1982; Hayashi et al., 1984). Sin embargo, aproximadamente el 70%
de las neuronas del nucleo interpolar responden a estimulacion nociva de la ATM y/o
masetero (Ohya, 1992), porcentaje similar al registrado por Kojima (1990) en el ntcleo
caudal (62%). Esta diferencia puede ser explicada por la convergencia de entradas
aferentes cutdneas de bajo umbral y entradas aferentes musculares de alto umbral en
neuronas del nucleo interpolar. En este sentido, se ha observado que aferentes
musculares de alto umbral convergen en neuronas no nociceptivas del nucleo interpolar

(Hayashi et al., 1984), asi como en neuronas no nociceptivas de otros nucleos del
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complejo nuclear sensitivo del trigémino (Sessle y Greenwood, 1976; Amano et al.,

1982).

¢) Nucleo sensitivo principal

El nucleo principal se considera un centro fundamentalmente responsable de la
transmision de la informacion no nociceptiva (Wall y Taub, 1962; Dubner et al., 1978;
Azerad et al., 1982). Sin embargo, de la misma forma que se ha visto para las distintas
divisiones del nucleo espinal del trigémino (p. €j. Sjoqvist, 1938; Nord y Young, 1975;
Boissonade et al., 1993; Hayashi et al., 1984; Hayashi, 1985b; Broton y Rosenfeld,
1986; Dallel et al., 1990; Strassman y Vos, 1993), existe alguna evidencia de que el
nucleo principal también podria participar en los mecanismos implicados en la
sensibilidad nociceptiva orofacial (Sessle y Greenwood, 1976; Batten et al., 1988;
Tashiro et al., 1991; Bennett-Clarke y Chiaia, 1992; Liang y Terashima, 1993; Henry et
al., 1996; Sugimoto et al., 1997a; Takemura et al., 2000a).

Estudios electrofisioldgicos y de proyeccion empleando HRP como trazador,
han identificado neuronas del nticleo principal que reciben entradas pulpares (Arvidsson
y Gobel, 1981; Azerad et al., 1982; Marfurt y Turner, 1984; Shigenaga et al., 1986c;
Clarke y Matthews, 1990) asi como aferentes primarias mecanonociceptivas orofaciales
Ad (Liang y Terashima, 1993), de la misma forma que, también mediante registro
electrofisiologico, se ha visto que neuronas del nucleo principal responden a
estimulacién pulpar asi como a estimulacién térmica o mecanica nocivas cutaneas,
algunas de las cuales proyectan al complejo ventrobasal talamico contralateral (Nord,
1976; Sessle y Greenwood, 1976; Woda et al., 1977; Azerad et al., 1982; Young y
Perryman, 1986), region ampliamente conocida por ser lugar de proyeccion de aferentes
nociceptivas (Guilbaud et al., 1980; Honda et al., 1983; Yokota y Matsumoto, 1983a,
1983Db).

A diferencia de lo que se ha visto en el nucleo espinal del trigémino, en el nicleo
principal de ratas y hurones no se ha detectado expresion de c-fos ni posteriormente a la
estimulaciéon mecanica (Sugimoto et al., 1998a,b), eléctrica (Oakden y Boissonade,
1998; Chattipakorn et al., 2005), quimica (Anton et al., 1991; Chattipakorn et al., 2005)
o térmica (Chattipakorn et al., 2005) nocivas de regiones orofaciales, incluyendo la

pulpa dentaria, ni tras la estimulacion eléctrica de nervios periféricos que inervan dichas
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regiones (Sugimoto et al., 1998a). Por el contrario, si se ha registrado
inmunorreactividad de c-fos tras la estimulacion eléctrica del ganglio de Gasser, la cual
tiende a concentrarse en la division dorsal del ntcleo principal (Takemura et al., 2000a),
siendo ésta el principal campo de terminacion de aferentes primarias trigeminales que
inervan estructuras intra y periorales (Shigenaga et al., 1986a,b,c; Takemura et al.,
1987, 1991, 1993), lo que apoya la participacion del nticleo principal en la transmision
de la informacion nociceptiva de la region oral.

Estudios inmunohistoquimicos han identificado neuronas aferentes CGRP
inmunorreactivas que proyectan al nucleo principal ipsilateral (Batten et al., 1988;
Tashiro et al., 1991; Bennett-Clarke y Chiaia, 1992; Henry ef al., 1996; Sugimoto et al.,
1997a), concentrandose la terminacion de dichas fibras fundamentalmente en la
subdivision dorsomedial (Batten et al., 1988; Henry et al., 1996; Sugimoto et al.,
1997a). En la rata (Skofitsch y Jacobowitz, 1985a; Kruger ef al., 1988a,b; Bennett-
Clarke y Chiaia, 1992), en el gato (Batten ef al., 1988; Tashiro ef al., 1991; Henry et al.,
1996) y en el hombre (Unger y Lange, 1991; Quartu et al., 1992a,b) se han llevado a
cabo investigaciones acerca de la distribucion de fibras CGRP inmunorreactivas en el
complejo nuclear sensitivo del trigémino y pese a que se han visto algunas diferencias
entre especies en el modelo de distribucion de dichas fibras dentro del mismo, en
general es bastante similar. La diferencia mas sobresaliente hace referencia a una mayor
proyeccion de fibras CGRP inmunorreactivas al nucleo principal que al nicleo oral de
gatos (Batten et al., 1988; Tashiro et al., 1991; Henry et al., 1996), al contrario de lo
que se observa en ratas, donde la proporcion es a la inversa (Batten et al., 1988; Kruger
et al., 1988a,b; Bennett-Clarke y Chiaia, 1992). Esta diferencia interespecies junto con
el hecho de que el ntcleo principal, pero no el nticleo oral, de gatos presente numerosas
neuronas que proyectan al nucleo ventral posteromedial del tdlamo contralateral
(Shigenaga et al., 1983, 1986¢c) ponen de manifiesto que esta division del complejo
nuclear sensitivo del trigémino en el gato pueda ser un centro mas implicado en la

transmision y/o modulacion de la informacion nociceptiva intraoral.
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1.4. Médula espinal cervical

La médula espinal es la parte del sistema nervioso central que se encuentra
alojada en el conducto vertebral o conducto raquideo. Tiene una consistencia blanda y
pastosa, aunque algo mds firme que la del encéfalo, y en los Mamiferos adultos presenta
una longitud inferior a la de la columna vertebral (Kappers et al., 1936). Precisamente
por tener esta consistencia y por gozar de una situacion central dentro del conducto
vertebral recibio en la antigiiedad el nombre de médula, pues fue comparada con la
médula 6sea que ocupa el conducto diafisario de los huesos largos.

El didmetro transversal de la médula espinal siempre es ligeramente mayor que
su diametro anteroposterior, lo que le confiere un aspecto aplastado de delante hacia
atrds. Sin embargo, su diametro no es uniforme, puesto que se engruesa en los
segmentos correspondientes a las emergencias de los nervios espinales destinados a
inervar las extremidades. Asi, generalmente, en la médula se identifica un
engrosamiento o intumescencia cervical y otra lumbar, estando el tamafio de ambas
condicionadas por el grado de desarrollo de los miembros superior e inferior,
respectivamente. En este sentido, debe ser sefialado que estas intumescencias medulares
no estan presentes en los animales no tetrdpodos, como los ofidios; y son de tamafio
muy reducido en los animales que poseen miembros rudimentarios, como la foca
(Kuhlenbeck, 1975).

La médula espinal no presenta en su superficie exterior indicio alguno de la
oscura segmentacion que la divide en tantos mielomeros como pares raquideos. El
nimero de mielomeros estd sujeto a variaciones entre las distintas especies y esta
directamente relacionado con el nimero de vértebras de las regiones cervical, toracica,
lumbar, sacra y coccigea. En general, en los Mamiferos existen 7 vértebras y 8
mielomeros cervicales, pues el primer par de nervios raquideos se situa entre el hueso
occipital y el atlas (Rexed, 1952; Zeman e Innes, 1963). A diferencia de la médula
cervical, esta uniformidad en la segmentacion entre las distintas especies no se observa
en las demads regiones, donde puede haber notables variaciones numéricas (Anthony,
1972). Asi por ejemplo, frente a los 3 mieldémeros coccigeos presentes en la rata (Hebel
y Stromberg, 1986), se hallan los 7-8 mielomeros coccigeos del gato (Rexed, 1952) y

los 8 mielémeros coccigeos de las ballenas (Seki, 1958).
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La médula espinal se continia por su extremo craneal con el bulbo raquideo,
siendo dificil establecer un limite preciso entre ambos. Aunque el comienzo de la
médula espinal suele situarse a la altura de la entrada del primer nervio espinal dorsal
(Rexed, 1952), practicamente a nivel del foramen magnum en la rata (Zeman e Innes,
1963), algunos autores no son capaces de aislar las raices dorsales asociadas al
segmento C1, de modo que consideran que el primer segmento cervical comienza en el
final de la decusacion de las piramides, que proyectado sobre el esqueleto corresponde a
un plano horizontal que pasa por las articulaciones occipito-atloideas (Molander ef al.,

1989).

1.4.1. Organizacion del asta dorsal

Atendiendo a su configuracion interior, en la médula espinal se identifica una
porcion central con aspecto parecido a una H o de mariposa con las alas extendidas, que
es la sustancia gris, y la cual estd constituida a cada lado por una masa en forma de
coma, con la cabeza orientada hacia delante y la concavidad hacia fuera, unidas ambas
por sus convexidades mediante la comisura gris; y entorno a ésta, constituyendo una
cascara periférica, se halla la sustancia blanca. Las cuatro ramas verticales de sustancia
gris que se situan anterior y posteriormente a la comisura gris (dos anteriores y dos
posteriores) conforman las denominadas astas ventrales y dorsales, respectivamente, de
la médula espinal, emergiendo de las primeras las raices anteriores o motaras y de las
segundas las raices posteriores o sensitivas de los distintos nervios espinales. Por tanto,
atendiendo a una perspectiva simplista se podria decir que el asta anterior es motora,
mientras que la posterior es sensitiva.

Los diferentes tipos neuronales que conforman la sustancia gris de la médula
espinal se organizan en nucleos mas o menos continuos a lo largo de toda su extension.
A pesar de que la existencia de estos nicleos tiene implicaciones funcionales y los
neuroanatomistas clasicos describian la organizacion de la sustancia gris en razén de
éstos (Waldeyer, 1888; Cajal, 1909), su sistematizacion es poco precisa y ha sido objeto
de diferentes interpretaciones (Brown, 1981). Unos autores han prestado atencion al
tamafio neuronal y al aspecto del nucleo, mientras que otros han considerado su
localizaciéon y funcidon. Igualmente, hasta hace pocos aflos no era infrecuente

encontrarse literatura que se refiriese al asta dorsal como integrada por un vértice, una
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cabeza, un cuello y una base; y al asta ventral como constituida por una cabeza y una
base. En ambos casos, términos muy genéricos para referirse a las distintas partes de la
sustancia gris medular.

A pesar de que las primeras evidencias acerca de la existencia de una disposicion
en capas o laminar de la sustancia gris se constata en el primer cuarto del siglo pasado
(Cajal, 1909; Obersteiner, 1912; Hirasawa, 1925), tuvieron que pasar otros 25 afos mas
para que Rexed (1952) identificase, en secciones de la médula espinal del gato tefiidas
para los grumos de Nissl y siguiendo un criterio puramente citoarquitectonico, las 10
laminas que se sabe hoy en dia que constituyen la sustancia gris espinal de diversas
especies animales, entre las que se incluyen la rata (Brichta y Grant, 1985), el cobaya
(Schreder, 1977), los Primates (Noback y Harting, 1971) y por supuesto, el hombre
(Schoenen, 1973).

Teniendo en cuenta que las aferentes primarias trigeminales terminan a nivel del
asta dorsal de la sustancia gris de la médula espinal cervical, a continuaciéon unicamente
nos centraremos en el estudio de las 5 primeras laminas, de las cuales seran descritas las
caracteristicas citoarquitectonicas y neuroquimicas, asi como las conexiones de éstas

con otros centros nerviosos.

a) Lamina I

La lamina I, también conocida como lamina marginal (Kappers et al., 1936), fue
definida por Rexed (1952) como una delgada capa celular que describe una curvatura y
recubre a modo de velo la region dorsal del asta dorsal. Esta ldmina es la mas delgada
de todas y se estrecha conforme se desplaza lateralmente.

La mayoria de las neuronas de la lamina I son de pequefio o mediano tamano,
aunque también se ha identificado un escaso numero de células de gran tamafio que se
han descrito tipicamente como células marginales (Waldeyer, 1888). Atendiendo a
criterios morfoldgicos y funcionales, multiples han sido los investigadores que han
descrito diversos tipos neuronales en la lamina I, y entre los que cabe citar a los
siguientes.

Gobel (1978a), quien realiz6 sus estudios en el nucleo caudal del trigémino del
gato, identifico dos tipos de células piramidales, uno espinoso y otro liso, este ultimo

con un arbol dendritico que contiene menos espinas; y dos tipos de células multipolares,
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uno con un arbol dendritico denso y otro con un arbol dendritico laxo. Segiin Gobel
(1978a) el arbol dendritico de los cuatro tipos de neuronas esta confinado a la ldmina [ y
al tracto sensitivo del trigémino, lo cual contrasta con las observaciones de Light et al.
(1979), quienes afirmaron que Unicamente el soma de estas células se localizaba en la
lamina I mientras que el arbol dendritico se expandia hacia la lamina II. Afios mas tarde,
Beal et al. (1981) distinguieron en la ldmina marginal de la médula espinal lumbosacra,
teniendo en cuenta el tamafio y la forma del soma, la configuraciéon dendritica, la
distribucion y la especializacion, 7 categorias neuronales: I, IIA, IIB, IIIA, IIIB, IVA y
IVB, observando que existia una importante correlacion entre sus diversos tipos
celulares y los descritos por Gobel (1978a), pese a identificar una mayor diversidad
celular que la registrada por este ultimo investigador. En este sentido, cabe sefalar que
las células multipolares laxas se correspondian con algunas neuronas multipolares del
grupo I, las multipolares compactas con otras representadas en el grupo IIIB y las
células piramidales con distintos grupos. Sin embargo, no encontraron en la
clasificacion de Gobel (1978a) correlacion alguna para los grupos IIB, IIIA y IV.
Finalmente, Lima y Coimbra (1983, 1986, 1990) hallaron en la lamina I tres tipos de
neuronas: células de tipo A, de soma redondeado y con dendritas siguiendo una
direccion rostrocaudal muy acusada; células de tipo B, multipolares de soma triangular
y con arborizacion dendritica rostrocaudal, aunque también siguiendo otras direcciones
y; células de tipo C, de soma ovoideo, aplastado dorsoventralmente y con arborizacion
dendritica en direccidn rostrocaudal y lateroventral, pero nunca dorsoventral.

Atendiendo a criterios funcionales, Light et al. (1979), por una parte,
identificaron en la zona marginal y en la sustancia gelatinosa del asta dorsal espinal tres
categorias de neuronas: mecanorreceptoras, nociceptivas y termorreceptivas,
localizdndose las primeras principalmente en la lamina II interna (Ili) y las otras dos
preferentemente en las laminas [ y II externa (Ilo); mientras que Réthelyi et al. (1989a),
por otra parte, ademas de reconocer en el asta dorsal espinal superficial las dos formas
principales de células identificadas por Cajal (1909): centrales (o insulares) y limitrofes
(o pedunculadas), describieron en esta misma zona cuatro categorias funcionales de
neuronas: nociceptivas especificas, mecanorreceptivas especificas, térmicas especificas
y multirreceptivas (de limite vasto y dinamico).

En la lamina I se ha identificado, mediante el transporte transganglionar de la
peroxidasa de rabano (HRP) aplicada en nervios periféricos previamente seccionados, la

terminacion de aferentes primarias cutaneas (Arvidsson y Pfaller, 1990), viscerales
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(Cervero, 1989) y propioceptivas (Shigenaga et al., 1988b). Igualmente, la aplicacion de
este enzima en las mismas raices dorsales, difundiendo ésta hacia el trayecto central de
los axones que habian sido seccionados (Light y Perl, 1979a; Matsushita y Tanami,
1983), ha permitido confirmar la presencia de proyecciones contralaterales hacia la
lamina 1.

Al margen de lo mencionado en el parrafo precedente, resulta de mayor interés
saber qué tipo de fibras terminan en la ldmina I, puesto que de ello se deriva el papel
fisiologico que desempefia cada lamina. Ya a principios del siglo XX se menciond que
la ldmina I recibia la proyeccion de fibras de pequefio didmetro (Ranson, 1913; Ranson
y Billingsley, 1916), concretandose posteriormente mediante estudios con la HRP
(Gobel et al., 1981a; Cruz et al., 1987) que en la lamina marginal se arborizan
terminales amielinicas de tipo C y mielinicas de tipo Ad. Igualmente, pero atendiendo a
criterios fisioldgicos, cabe destacar la investigacion llevada a cabo por Christensen y
Perl (1970), quienes describieron tres tipos neurofisioldgicos de células en la lamina |
que respondian a: 1) estimulos mecanicos nocivos que llegan por medio de fibras AJd; ii)
estimulos mecénicos y térmicos nociceptivos transportados por fibras de tipo C y AJ9;
iii) estimulos mecanicos y térmicos nociceptivos y térmicos inocuos via fibras C y AJ.
Actualmente, mediante los estudios realizados en los ultimos afios, la mayoria de los
autores (Willis, 1988; Cervero, 1989) reconocen dos tipos de células en la lamina
marginal: neuronas nociceptivas especificas, que Unicamente responden a estimulos
dafiinos y; neuronas de limite vasto y dindmico, que reciben impulsos aferentes de
fibras de diversos diametros y recogen estimulos mecanicos inocuos (tactiles) y
nociceptivos.

En la ldmina I se han hallado fibras y terminaciones nerviosas con
inmunorreactividad para diversos neuropéptidos, de los cuales, los que mas nos
interesan en el presente trabajo son el CGRP y la sustancia P, siendo ademas los mas
abundantes en esta lamina.

Las investigaciones efectuadas en la rata (Wiesenfeld-Hallin ef al., 1984;
Herdegen et al., 1994), el gato (Arvidsson et al., 1990), el mono (Carlton et al., 1988),
el hombre (Gibson et al., 1984), y otras especies (Merighi et al., 1990), resaltan la
masiva presencia de fibras que contienen CGRP en las ldminas I y II. Tanto los
estudios donde se ha realizado una rizotomia de las raices dorsales (Chung et al., 1988)

como aquellos en los que se ha efectuado un tratamiento neonatal con capsaicina
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(Franco-Cereceda et al., 1987) revelan que la gran mayoria de las fibras con
inmunorreactividad de CGRP que terminan en la ldmina I son aferentes primarias de
tipo C o Ad. La distribucion de la sustancia P en el asta dorsal de la médula espinal es
muy similar a la del CGRP. Las investigaciones llevadas a cabo en la rata (Seybold y
Elde, 1980; Herdegen et al., 1994), en el gato (Ichiyama et al., 1997), en el mono
(DiFiglia et al., 1982) y en el hombre (Cuello et al., 1976) confirman la abundancia de
terminales que contienen sustancia P en las laminas I y II. Ademas, se ha visto que la
rizotomia de las raices dorsales espinales induce una importante disminucion de la
sustancia P en la lamina I (Knyihar-Csillik et al., 1990), y que la administracion
neonatal de capsaicina produce una notable o casi total abolicion de la cantidad de este
neuropéptido presente en la ldmina marginal, sugiriendo esta ultima practica que las
fibras que terminan en dicha capa son en su mayoria amielinicas (Nagy y Hunt, 1983).
Sin embargo, no puede descartarse la presencia de fibras AJ, puesto que un 40% de
estas fibras también son sensibles a la capsaicina (Nagy y Hunt, 1983). Por otra parte, se
ha observado que el principal receptor para la sustancia P (receptor neuroquinina 1) esta
presente en practicamente toda la superficie somatica y dendritica de las células
fusiformes de gran tamafio de la ldmina I, las cuales principalmente reciben entradas de
tipo C (Brown et al., 1995; Cheunsuang et al., 2002), hecho que contribuye a fortalecer
la implicacion de la ldmina més dorsal de la médula espinal en la transmision de la
informacion nociceptiva.

Desde los estudios de Gobel (1978a) y Brown (1981) se ha sugerido que gran
parte de las neuronas de la ldmina I presentan un axén que proyecta lejos del soma de
origen, formando parte de las vias de segundo orden. En este sentido, investigaciones
posteriores han identificado axones de células de la ldmina I formando parte de los
tractos espinotalamico (Apkarian y Hodge, 1989a), espinomesencefalico (Yezierski,
1988), espinorreticular (Lima, 1990), espinohipotalamico (Li et al., 1997), propiospinal
descendente (Verburgh et al, 1990) y espinocervical (Pubols y Haring, 1995).
Igualmente se ha observado la proyeccion de neuronas de la ldmina marginal a los

nucleos de la columna dorsal (Verburgh ef al., 1990).
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b) Lamina II

La lamina II de Rexed (1952) se corresponde con la sustancia gelatinosa de
Rolando (1824) y es paralela a la lamina I, que la recubre dorsolateralmente, pero no en
su borde medial. La lamina II estd constituida por numerosas células de pequefio tamafio
que oscilan entre 5-10 um en el gato (Rexed, 1952) y 5-7 um en la rata (Molander et al.,
1989), lo que conlleva que su aspecto al microscopio Optico a bajos aumentos sea mas
oscuro después de una tincion para grumos de Nissl, tal como han constatado
numerosos investigadores (Rexed, 1952, 1954; Brown, 1981; Brichta y Grant, 1985;
Molander et al., 1989). En cambio, debido a la escasa presencia de fibras mielinicas,
aparece mas clara en tinciones especificas para dichas fibras (Brichta y Grant, 1985), de
ahi el término clasico de sustancia gelatinosa.

La lamina II puede subdividirse, como ya sugiriera Cajal (1909) al situar sus
células limitrofes en la porcion externa de la sustancia gelatinosa y sus células centrales
en la porcidn interna, en dos laminas: una externa (Ilo o IIA) y otra interna (Ili o IIB)
(Rexed, 1952). Igualmente estudios posteriores (Schrader, 1977; Beal y Cooper, 1978;
Gobel et al., 1981b; Beal, 1983) han confirmado la validez de esta subdivision de la
lamina II. En la capa externa existe una mayor poblacion de pequenas fibras
mielinizadas, las células son mds pequenas y se disponen de manera menos laxa que en
la capa interna, constituyendo su grosor 1/4 del total de la sustancia gelatinosa (Rexed,
1952).

Desde un punto de vista morfoldgico, la sustancia gelatinosa estd constituida por
diversos tipos celulares. Gobel (1978b) en su estudio a nivel del nucleo caudal del gato,
identifico cuatro tipos de neuronas en la sustancia gelatinosa: células pedunculadas,
células insulares, células arborescentes y células delimitantes entre las laminas II y III.
Las células pedunculadas se corresponden con las células limitrofes de Cajal (1909),
son las mas abundantes y su soma se localiza habitualmente en la lamina Ilo. Su arbol
dendritico se extiende medialmente a través de las laminas II y III, alcanzando a veces
la ldmina IV. En cambio, el axén habitualmente se dirige hacia la lamina I, donde se
ramifica profusamente. Las células insulares, que probablemente se corresponden con
las células centrales de Cajal (1909), se disponen en pequefios grupos y presentan su
soma predominantemente en la lamina IIi (Bicknell y Beal, 1981). Sus dendritas y

axones, a diferencia de las células pedunculadas, estan confinados a la lamina II. Las
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células insulares ya fueron descritas por Gobel (1975a,b) como neuronas de tipo II de
Golgi, de pequefio tamafio y de soma triangular o fusiforme. Las células arborescentes
tienen sus somas localizados en la lamina II, mientras que sus arborizaciones dendriticas
alcanzan las ldminas I y III y sus axones tras ramificarse terminan cerca de su arbol
dendritico. Las células delimitantes entre las ldminas II y III, las cuales son las menos
frecuentes, presentan su soma en la ldmina II o en el limite de las ldminas 11 y Il y
fueron denominadas células espinosas por Brown (1981) por ser las que poseen un
mayor numero de espinas dendriticas. Sus arborizaciones dendriticas y axdnicas
permanecen en las laminas II y III, con pocas ramificaciones extendiéndose hacia la
lamina I. Gobel (1978a,b) también considerd a las neuronas arborescentes y espinosas
como tipo II de Golgi.

La proyeccion de aferentes primarias hacia la sustancia gelatinosa ha sido
demostrada mediante el transporte anterogrado de aminoécidos radioactivos desde los
ganglios dorsales sensitivos (Réthelyi ef al., 1979) y mediante la aplicacion de HRP a
las mismas raices dorsales (Light y Perl, 1979a,b; Matsushita y Tanami, 1983). Sin
embargo, el transporte transganglionar de la HRP ha puesto de manifiesto que estas
proyecciones son de origen somatico (Nyberg y Blomqvist, 1985; Liu y Hu, 1988), y no
ha detectado la presencia de terminales en la lamina II procedentes de aferentes
primarias viscerales (Cervero, 1989) y propioceptivas de los musculos (Shigenaga et al.,
1988a).

La subdivision de la sustancia gelatinosa en una lamina Ilo y otra IIi, también es
confirmada por la diferente naturaleza de las fibras primarias que proyectan hacia una u
otra lamina. Algunos autores afirman que las ldminas I y Ilo reciben fibras de tipo C y
A, mientras que en la ldmina Ili hay una preponderancia de las de tipo C (Brown,
1981). Igualmente, los estudios con microscopia electrénica también han demostrado
diferencias entre las dos subldminas, reconociendo un tipo de glomérulo sinaptico
predominante en la lamina Ilo y otro en la Ili (Ralston y Ralston, 1979; Ribeiro-da-Silva
y Coimbra, 1982). Estos datos sugieren el distinto papel funcional desempefiado por las
dos sublaminas y apoyan la hipdtesis de que la capa externa recibe fibras que transmiten
sensaciones nociceptivas y térmicas, mientras que en la Ili terminan aferentes primarias
implicadas preferentemente en sensaciones mecanicas inocuas (Brown, 1981; Grant,
1985).

En la lamina II, al igual que en la ldmina marginal, también se ha confirmado la

presencia de CGRP y sustancia P. Algunos autores precisan que la mayor parte de las
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fibras positivas para CGRP se hallan en las laminas I y Ilo (Carlton et al., 1988; Itoh y
Tessler, 1990). En cuanto a la sustancia P, se ha sefialado que las terminales con este
neuropéptido se localizan fundamentalmente en la ldmina marginal y en la parte mas
externa de la sustancia gelatinosa (Knyihar-Csillik et al., 1990). Sin embargo, otros
investigadores sostienen que estas terminales se extienden con igual intensidad en las
dos laminas superficiales de Rexed (Kawata et al., 1989), alcanzando incluso la lamina
I (Marlier et al., 1990). Por otra parte, en el cerdo y en el caballo, se ha descrito una
mayor presencia de sustancia P en la ldmina II que en la ldmina marginal (Merighi et
al., 1990). Finalmente, y en linea con lo que se comentd en relaciéon a la ldmina I,
algunas neuronas de la sustancia gelatinosa también expresan el receptor neuroquinina 1
(Dam et al., 1990).

La mayoria de las neuronas de la sustancia gelatinosa, a diferencia de la lamina
precedente, son células de axon corto, por lo que no desempeiian un papel significativo
en las vias ascendentes de la médula espinal. Su participacion en los tractos
espinotaldmico (Jones et al., 1987), espinohipotaldmico (Burstein et al, 1990) y
propiospinal descendente (Verburgh ef al., 1990) es mas bien discreta y s6lo parece
tener un papel significativo en los tractos espinomesencefalico (Wiberg y Blomqvist,

1984) y espinorreticular (Lima, 1990).

¢) Lamina III

La ladmina III de Rexed (1952) se corresponde con la regiéon mas dorsal del
nlcleo propio, y forma parte de la cabeza del asta dorsal, que anatdémicamente
comprende las laminas I-IV. La lamina III se sitia ventralmente y es paralela a la
sustancia gelatinosa, siguiendo su misma curvatura y siendo normalmente mas gruesa
(Rexed, 1952). Medialmente esta recubierta por la sustancia blanca y lateralmente por la
lamina II (Rexed, 1952). La dificultad para delimitar la ldmina III de las dos ldminas
con las que linda, ha conllevado que en algunos casos se le haya denominado lamina III
a lo que actualmente se conoce como lamina Ili (Gobel, 1978b) o se haya incluido parte
de la lamina III en la ldmina IIi (Beal y Cooper, 1978). Sin embargo, el limite entre las
laminas II y III puede ser determinado por la presencia en esta ultima de un mayor
nimero de fibras mielinicas, que ademas no forman haces compactos como en las

laminas IV y V (Molander y Grant, 1984; Brichta y Grant, 1985; Molander et al., 1989).
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Ademas, al menos en el cobaya, el estudio de la distribucion de metales pesados
mediante la técnica de Timm (Schreder, 1977), diferencia claramente la lamina II de la
lamina III.

La lamina III contiene una menor densidad celular, un mayor nimero de
neuronas de gran tamafio y una mayor diversidad celular atendiendo a su tamafio y arbol
dendritico (Rexed, 1952; Gobel ef al., 1981b; Molander y Grant, 1984) que la sustancia
gelatinosa. Maxwell (1985) ha identificado una poblacion neuronal heterogénea en la
lamina III, la cual incluye neuronas de gran tamafio y pequefias que se diferencian en
dos grupos por su distinta arborizacion dendritica. Por una parte, se encuentran las
células pequenas, que en su mayoria son interneuronas, y las cuales se arborizan en el
plano rostrocaudal estando confinadas practicamente en la lamina III. Por otra parte, se
hallan las neuronas que orientan sus dendritas segun el eje dorsoventral, las cuales no se
restringen a la 1amina de origen. Por otra parte, Brown (1981) reconoce en la lamina III
una neuronas piramidales, cuyo arbol dendritico orientado dorsoventralmente se
extiende hasta las laminas I, IV y V. Igualmente Brown (1981) y Maxwell ef al. (1983)
demostraron que las neuronas de la lamina III que forman parte del tracto
espinocervical, orientan su arbol dendritico en sentido rostrocaudal, no alcanzado estas
dendritas significativamente la lamina II, pero ramificandose un cierto numero de ellas
en la lamina IV. Finalmente, Powell y Todd (1992) observaron que las células de la
lamina III eran generalmente de pequefio y mediano tamafo, identificindose solo
ocasionalmente neuronas de gran tamafo. Muchas de las células presentaban un arbol
dendritico orientado rostrocaudalmente dentro de la lamina III, extendiéndose en algin
caso hasta la ldmina I'V o hasta la mitad ventral de la lamina II; mientras que el resto de
las células presentaba arborizaciones dendriticas en el eje dorsoventral, las cuales
podian alcanzar la mitad ventral de la ldmina II, la [dmina I e incluso la sustancia blanca
dorsal.

El transporte anterdgrado de aminoacidos (Réthelyi et al., 1979) y la aplicacion
de HRP a las raices dorsales (Matsushita y Tanami, 1983) han puesto de manifiesto la
importante proyeccion de aferentes primarias que recibe la lamina III. Igualmente, el
transporte transganglionar de trazadores cuando fueron aplicados a las ramas cutdneas
(Nyberg y Blomgqvist, 1985; Liu y Hu, 1988) o inyectados en los ganglios dorsales
(Arvidsson y Pfaller, 1990), pero no a aferentes viscerales (Willis, 1986; Cervero, 1989)
o propioceptivas (Shigenaga et al., 1988a), demostraron una consistente proyeccion en

dicha lamina.
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En relacion a la naturaleza de las aferentes primarias que alcanzan la lamina III,
Light y Perl (1979a,b) han descrito que las fibras que proyectan a la lamina III son
fibras de tipo mielinico de pequeiio y mediano tamafio (Ad y APB), a pesar de que en el
estudio neurofisiologico de Light et al. (1979) y los estudios de microscopia electronica
de Gobel et al. (1981a) y Ribeiro-da-Silva y Coimbra (1982) se confirié un mayor
protagonismo a las fibras Ad encargadas de transmitir impulsos inocuos. Finalmente, la
inyeccion intraaxonal de HRP en fibras mecanorreceptoras (Brown, 1981), demostro la
terminacion de aferentes primarias implicadas en la recepcion de estimulos
mecanorreceptivos no daiinos en la ldmina III.

En la lamina III se produce una importante disminucion de las aferentes
sensitivas peptidérgicas procedentes de neuronas de los ganglios dorsales. Unicamente
seflalar que se ha descrito una débil presencia de fibras con sustancia P y CGRP
(Merighi et al., 1990), que contrasta con la presencia de un cierto nimero de neuronas
que contienen CGRP (Conrath ef al., 1989) localizadas en esta lamina.

Las neuronas de la lamina III no constituyen una fraccion importante de las
neuronas que participan en las vias espinales. Las células de la ldmina III apenas
intervienen en los tractos espinotaldmico (Willis et al., 1979), espinomesencefalico
(Wiberg y Blomqvist, 1984), espinohipotalamico (Burstein et al, 1990) y
espinorreticular (Lima, 1990); de la misma forma que su proyeccién propiospinal y
hacia los nticleos de la columna dorsal es bastante discreta (Verburgh et al., 1990). A
diferencia de las dos ldminas superficiales de Rexed, las neuronas de la lamina III
forman parte importante del tracto espinocervical (Brown, 1981; Pubols y Haring,

1995).

d) Lamina IV

La ldmina IV de Rexed (1952) forma la base de la cabeza del asta dorsal,
comprendiendo la parte principal del nicleo propio, presenta un mayor grosor que las
tres anteriores y carece de su caracteristica curvatura (Rexed, 1952; Brichta y Grant,
1985; Molander et al., 1989). En la rata, la [amina IV se estrecha a medida que se curva
ventralmente a lo largo de su borde medial (Molander et al., 1989), curvatura que no fue
descrita por Rexed (1952, 1954) en el gato. La lamina IV en algunas porciones de la

médula espinal y a diferencia de las laminas precedentes, llega a contactar con la lamina
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IV contralateral en el plano medio (Rexed, 1952; Molander et al, 1989). En este
sentido, Rexed (1952) observo este hecho en el gato en los segmentos toracicos T4-T12,
lumbares superiores y sacros inferiores y; Molander ef al. (1989) lo registr6 en la rata en
los niveles cervicales y en los primeros segmentos toracicos. Rexed (1952) menciono la
dificultad para separar la lamina IV de las dos ldminas con las que linda, puesto que no
existe una demarcacion nitida entre ellas. Sin embargo, el mayor tamafio y
heterogeneidad celular (Rexed, 1952; Brown, 1981), la disposicion neuronal mas laxa y
el mayor didmetro de fibras mielinicas (Gobel et al., 1981b) en la ldmina IV que en la
lamina III contribuyen a establecer esta distincion; de la misma forma que la apariencia
reticular de la porcion lateral de la ldamina V constituye una demarcacion entre las
laminas IVy V.

Atendiendo a la morfologia neuronal de las células de la ldmina IV, Brown
(1981) sefial6 que el arbol dendritico de estas células tiende a disponerse dorsalmente.
Sin embargo, las neuronas cuyos axones participan en el tracto espinocervical, y las
cuales normalmente son las células de mayor tamafo (Brown, 1981), orientan su arbol
dendritico longitudinalmente, y rara vez alcanzan la sustancia gelatinosa (Brown, 1981).
Igualmente, Brown (1981) describié neuronas de la lamina IV provistas de axones que
ascendian en el funiculo dorsolateral las cuales presentaban expansiones dendriticas que
alcanzaban las laminas superficiales del asta dorsal. Molander et al. (1989) observaron,
en la rata, que la mayor parte de las células de la ldmina IV eran similares a las de la
lamina III, pese a que también describieron en esta lamina neuronas multipolares de
mayor tamano.

La inyeccion de aminoacidos radiactivos en los ganglios dorsales sensitivos
(Réthelyi et al., 1979; Ralston y Ralston, 1982) y la aplicacion de HRP en las raices
dorsales (Light y Perl, 1979a; Matsushita y Tanami, 1983) han confirmado los
resultados obtenidos en estudios mdas clasicos realizados con los métodos de
degeneracion (Grant y Ygge, 1981), en los cuales se observé la presencia de aferentes
primarias en la ldmina IV. Andlogamente a lo descrito en la lamina III, el transporte
transganglionar de trazadores aplicados a las ramas cutaneas (Nyberg y Blomgqvist,
1985; Liu y Hu, 1988) pero no a aferentes viscerales (Cervero, 1989) o propioceptivas
(Shigenaga et al., 1988a), demostraron una consistente terminaciéon de aferentes
primarias en dicha lamina.

Los estudios degenerativos de Ralston y Ralston (1982) confirmaron la

presencia de fibras AP en la ldmina IV, hallazgo que ya fuera descrito por Gobel et al.
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(1981b), pero no detectaron una proyeccion consistente de fibras Ad e indicaron ademas
que las fibras tipo C no establecian sinapsis con elementos celulares presentes en la
lamina IV. Ademas, las investigaciones realizadas mediante inyecciones intraaxonales
de fibras identificadas neurofisiologicamente, han demostrado que las aferentes
primarias que proyectan a la lamina IV pertenecen a diversos mecanorreceptores, que
responden a estimulos tactiles no dafiinos (Brown, 1981).

La presencia de neuropéptidos en la lamina IV es, al igual que se comentd en la
lamina III, poco representativa, por lo que resultaria superfluo enumerar un sinfin de
trabajos en los que se muestra una escasa o nula presencia de CGRP o sustancia P.

La participaciéon de las neuronas de la ldmina IV en las vias nerviosas de
segundo orden es mayor que la apreciada en las laminas II y III. Concretamente, existe
un nimero muy superior de neuronas de la lamina IV que forman parte de la via
espinotalamica (Jones et al., 1987). Igualmente, en esta lamina existe una importante
poblacion de neuronas que proyecta hacia las columnas dorsales (English et al., 1985)
asi como otras que contribuyen a la via propiospinal ascendente (English et al., 1985) y
descendente (Verburgh et al., 1990) y a la via espinocervical (Pubols y Haring, 1995).
Por el contrario, pocas neuronas de la ldmina IV forman parte de las vias
espinomesencefalica (Wiberg y Blomqvist, 1984), espinorreticular (Shokunbi et al.,

1985) o espinohipotalamica (Burstein ef al., 1990).

e¢) LaminaV

La lamina V de Rexed (1952) se corresponde con el cuello del asta dorsal de la
médula espinal (Steiner y Turner, 1972; Kuhlenbeck, 1975; Brichta y Grant, 1985;
Molander ef al., 1989) y es relativamente mas amplia dorsoventralmente en la rata que
en el gato (Steiner y Turner, 1972; Molander et al., 1989). Rexed (1952, 1964)
subdividi6 esta ldmina en dos porciones: una parte medial, que presenta una red de
arborizaciones axonales y dendriticas mas homogénea y neuronas de pequefio tamafio y;
una parte lateral, que al estar atravesada por gruesos haces de fibras mielinizadas,
presenta un aspecto reticulado y contiene neuronas dispuestas mdas laxamente y de
tamano heterogéneo, algunas de ellas mas grandes que las neuronas de la lamina IV. La
lamina V en los segmentos lumbares inferiores y sacros de la rata cruza el plano medio

contactando con la ldmina V contralateral (Steiner y Turner, 1972), sin embargo, este
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contacto no se establece en los segmentos toracicos y lumbares superiores debido a la
presencia del nucleo dorsal.

En la rata, los tamanos de los somas neuronales son similares a los observados
en la lamina IV, excepto en que se detectan grandes neuronas, especialmente en la
region lateral (Brichta y Grant, 1985). Ritz y Greenspan (1985) describieron la
morfologia de las neuronas de la lamina V, hallando diferencias en el tamafio y
arborizacion dendritica las cuales las relacionaron con sus distintos papeles funcionales.
Las neuronas multirreceptivas, las cuales respondian a estimulos mecanicos inocuos y
nociceptivos, presentaban somas de gran tamafio, poseian un arbol dendritico orientado
en todas la direcciones y un axon que ascendia por la sustancia blanca contralateral; las
neuronas nociceptivas especificas, que Unicamente eran activadas por estimulos
dafiinos, exhibian una arborizacién dendritica similar a la de las neuronas
multirreceptivas, pero el tamafio de sus somas era inferior; y las neuronas no
nociceptivas, que eran excitadas Unicamente por estimulos mecanicos inocuos,
presentaban un arbol dendritico mas sencillo que las nociceptivas especificas y un soma
de pequefio tamafio.

La aplicacion de HRP a las raices dorsales ha permitido visualizar una
proyeccién consistente de aferentes primarias a la lamina V (Light y Perl 1979a), la cual
no fue detectada en estudios basados en la degeneracion transganglionar (Grant y Ygge,
1981), en el transporte anterdgrado de aminoacidos radiactivos (Réthelyi et al., 1979) o
en la inyeccion de WGA-HRP en los ganglios dorsales (Arvidsson y Pfaller, 1990). Las
investigaciones en las que se han utilizado los trazadores HRP y WGA-HRP han puesto
de manifiesto la diferencia en el lugar de proyeccion de las fibras aferentes cutaneas,
viscerales y propioceptivas. En general, se observan terminaciones de aferentes
primarias cutdneas en las laminas I-V, aunque en algunos casos se determina una mayor
densidad en las tres primaras capas (Willis, 1986). Por el contrario, las aferentes
primarias viscerales (Cervero, 1989) y propioceptivas (Shigenaga et al, 1988a)
unicamente se arborizan en las ldminas I y V, y en el caso de las viscerales
preferentemente en la porcion lateral de esta tiltima lamina.

En relacion a la naturaleza de las aferentes primarias que alcanzan la lamina V,
se han observado terminales de fibras mielinicas de gran calibre, similares a las que se
observan en la lamina IV (Grant, 1985), aunque también se han descrito fibras de
pequetio calibre, probablemente amielinicas y de origen visceral, terminando en la

lamina V (Cervero, 1989).
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En la region lateral de la lamina V se ha descrito la presencia de fibras y
terminales CGRP (Carlton et al., 1988; Conrath et al., 1989; Merighi et al., 1990) y
sustancia P (Itoh y Tessler, 1990) inmunorreactivas. Estos resultados corroboran la
existencia de terminales nociceptivas en la region lateral de la lamina V, lo cual ya fuera
propuesto por estudios electrofisiologicos (Brown, 1981; Ritz y Greenspan, 1985) al
detectar la presencia de neuronas en la ldmina V que respondian tanto a estimulos
nociceptivos como no nociceptivos. Ademas, en las laminas III-V se han observado
neuronas inmunorreactivas para el receptor neuroquinina 1, muchas de las cuales
presentan grandes arborizaciones dendriticas orientadas dorsalmente, que atraviesan la
sustancia gelatinosa alcanzando finalmente la [dmina marginal (Brown ef al., 1995).

La contribucion de las neuronas de la lamina V en los tractos espinotaldmico
(Apkarian y Hodge, 1989ab,c) y espinomesencefalico (Zhang et al., 1990) es
importante. Igualmente, la ldmina V muestra una participacion en la via
espinorreticular, en general, superior a la de las laminas precedentes (Lima, 1990). Por
otra parte, se han visto células de la ldmina V que participan en las vias espinocervical
(Pubols y Haring, 1995), propiospinal ascendente (English ez al., 1985) y descendente
(Verburgh ef al., 1990), espinohipotaldmica (Burstein et al., 1990) y otras que proyectan

hacia los ntcleos de las columnas dorsales (Verburgh ef al., 1990).
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1.5. Proteina c-fos

c-fos, al igual que c-jun, es un protooncogén que pertenece al tipo de los genes
tempranos-inmediatos celulares (Curran y Morgan, 1987; Lau y Nathans, 1987;
Morgan, 1991), adoptandose esta terminologia por la homologia observada entre esta
clase de genes y los genes tempranos-inmediatos virales. Los genes tempranos-
inmediatos virales se caracterizan por presentar una rapida activacion transcripcional y
codificar proteinas, incluso en presencia de inhibidores de la sintesis proteica,
responsables de regular la expresion de otros genes que estan implicados en fases mas
tardias del ciclo de vida viral. c-fos es el homdlogo celular del oncogén viral v-fos
(Curran et al., 1983; Van Beveren et al., 1983), responsable de producir sarcomas
osteogénicos en ratones, y el cual ha sido identificado en el virus del osteosarcoma
murino FBJ (Curran y Teich, 1982). El nombre de ambos genes asi como el de las
proteinas codificadas por éstos (c-fos y v-fos, respectivamente) deriva del nombre del
retrovirus donde v-fos fue aislado.

c-fos es una fosfoproteina nuclear (Curran et al., 1984) de 380 amino &cidos
(Curran, 1988; Sharp et al., 1991) que presenta una masa molecular de 62 kDa (Aronin
et al., 1990), posee una vida media relativamente corta (aproximadamente de 2 horas)
(Morgan y Curran, 1989) y experimenta una importante modificacion post-traduccion,
la cual fundamentalmente incluye fosforilacion (Curran et al., 1984, 1987; Curran y
Morgan, 1986). La cantidad producida de dicha proteina estd directamente relacionada
con el grado de activacion sindptica (Williams et al., 1989). De la misma forma que se
ha visto para los productos proteicos de otros protooncogenes (ej. factor de crecimiento
derivado de las plaquetas), el c-fos interviene en la cascada de transduccion de senales,
en su caso actuando como tercer mensajero nuclear (Curran y Morgan, 1987; Morgan y
Curran, 1988; Morgan, 1991).

c-fos al igual que c-jun, también denominada proteina p39 y la cual es
codificada por el protooncogén c-jun (Chiu et al., 1988; Rauscher et al., 1988a;
Sassone-Corsi et al., 1988a), asi como otras proteinas relacionadas con fos y jun
presentan un dominio homoélogo en el cual se diferencian dos regiones: una region que
se conoce como cremallera de leucina (Cohen y Curran, 1988; Kouzarides y Zift, 1988;
Landschulz et al., 1988; Ryder et al., 1988) y otra region rica en amino acidos basicos
(Kouzarides y Ziff, 1988; Gentz et al., 1989; Landschulz et al., 1989; Turner y Tjian,

1989). Las cremalleras de leucina son hélices a anfipaticas que presentan 5 residuos de
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leucina separados a intervalos de siete amino acidos, estando las leucinas situadas cada
dos giros de la hélice en la misma cara de la estructura (Landschulz et al., 1988; Gentz
et al., 1989). Los residuos de leucina se numeran mediante los nimeros arabigos 1-5,
comenzando por el extremo amino terminal (Kouzarides y Ziff, 1988). La region rica en
amino acidos bdsicos, tales como arginina, se sitiia al comienzo del dominio homélogo,
adyacente al residuo de leucina 1 (Kouzarides y Ziff, 1988; Gentz et al., 1989).

c-fos participa en la regulacion de la transcripcion del protooncogén c-fos
(Sassone-Corsi et al., 1988a,b; Schontal ef al., 1988) y en la de otros genes (Distel et
al., 1987; Morgan y Curran, 1989; Sonnenberg et al., 1989c; Goodman, 1990),
mediante su interaccion con una secuencia de ADN constituida por 7 bases
(TGACTCA; lugar de unién para AP-1) (Distel et al., 1987; Curran y Franza, 1988;
Franza et al., 1988; Rauscher et al., 1988b,c; Gentz ef al., 1989). Esta secuencia un
constituyente relativamente frecuente tanto de elementos reguladores transcripcionales
positivos como negativos y el cual es necesario para la transcripcion basal y estimulada
de la expresion genética (Curran y Franza, 1988). Para que esta interaccion tenga lugar,
c-fos tiene que formar complejos heterodiméricos con otras proteinas como son c-jun
(Curran et al., 1985; Chiu et al., 1988; Kouzarides y Ziff, 1988; Nakabeppu et al., 1988;
Rauscher et al., 1988a,c; Sassone-Corsi et al., 1988a; Gentz et al., 1989; Turner y Tjian,
1989), jun D (proteina relacionada con jun que es codificada por el gen jun D)
(Nakabeppu et al., 1988) y jun B (proteina relacionada con jun que es codificada por el
gen jun B) (Nakabeppu et al., 1988; Turner y Tjian, 1989). Estos complejos constituyen
el denominado factor de transcripcion AP-1 (activador de proteina 1), el cual fue
originariamente mostrado unirse a la secuencia de ADN TGACTCA (o variantes
cercanas a ésta) en células HelLa, presentes en estimuladores de varios genes virales y
celulares incluyendo SV40 y el gen humano metalotioneina Ila (Lee et al., 1987). Esta
dimerizacion proteica, que da lugar al factor de transcripcion AP-1, se produce mediante
una interaccion hidrofobica paralela entre las cremalleras de leucina presentes en dichas
proteinas (c-fos, c-jun, jun B, jun D) (Kouzarides y Ziff, 1988; Gentz et al., 1989;
Landschulz et al., 1989; Turner y Tjian, 1989). Ademas de c-fos, dos proteinas
relacionadas con fos (Fra-46K y Fra-35K) también pueden ser integrantes del factor de
transcripcion AP-1 (Cohen et al., 1989; Bohmann et al., 1988; Morgan, 1991). Las
proteinas de la familia fos, a diferencia de las de la familia jun, no pueden formar
homodimeros debido a fuerzas estructurales (Gentz et al., 1989; Turner y Tjian, 1989;

Morgan, 1991), sin embargo se ha visto que el complejo c-fos/c-jun se une al lugar de
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reconocimiento para AP-1 con una afinidad superior (del orden de 30 veces) que el
homodimero c-jun/c-jun (Rauscher et al., 1988c). Se comprueba por tanto que el factor
de transcripcion AP-1 no es una entidad molecular tinica, sino mas bien una mezcla de
proteinas homo o heterodiméricas cuya composicion y nivel varian como una funcion
dependiente del tiempo, dada la diferente cinética de aparicion y metabolizacion que
presentan sus integrantes (Franza et al., 1987; Cohen y Curran, 1988; Curran y Franza,
1988; Sharp et al., 1991; Sonnenberg et al., 1989a). Esta particularidad posibilita la
coexistencia en una misma célula de varias formas moleculares del complejo AP-1
(Sonnenberg et al., 1989a), de ahi que la iniciacion de la transcripcion de genes
regulados por dicho factor dependa de las concentraciones asi como de las afinidades de
las proteinas para formar complejos homo y heterodiméricos (Curran y Franza, 1988).
En este sentido, Sonnenberg et al. (1989a) han observado que la administracion del
farmaco convulsivante pentilenotetrazol induce c-fos asi como Fra-46K y Fra-35K,
siendo estas dos Ultimas proteinas expresadas y metabolizadas mas tardiamente que el c-
fos, lo que explica que los niveles del factor de transcripcion AP-1 permanezcan
elevados incluso a las 8 horas de la estimulacion, momento en el que ninglin c-fos esta
presente.

La union del complejo heterodimérico al lugar de unién para AP-1 es mediada
por una interaccion cooperativa de las proteinas integrantes de dicho complejo,
implicando la region de amino 4cidos basicos que se encuentra fuera de la cremallera de
leucina en ambas proteinas (Kouzarides y Ziff, 1988; Gentz et al., 1989; Landschulz et
al., 1989; Turner y Tjian, 1989).

Concretamente, la proteina c-fos regula la transcripcion de genes opioides (White
y Gall 1987; Draisci y ladarola 1989; Morgan y Curran 1989). Diversas investigaciones
en las que se ha estudiado la distribucion de la inmunorreactividad de c-fos en el asta
dorsal de la médula espinal como consecuencia de una estimulacion periférica (Weihe et
al., 1991; Hunt et al., 1987), han mostrado que ésta coincide con la distribucion de
neuronas que presentan opioides proencefalina o prodinorfina (Weihe et al., 1991), o
con la de neuronas que tienen niveles aumentados de ARNm preprodinorfina (Iadarola
et al., 1988; Ruda et al., 1988) y/o ARNm preproencefalina (ladarola et al., 1988S;
Noguchi et al., 1989). Por otra parte, se ha visto que el ARNm preproencefalina, un gen
que presenta un elemento regulador que desde el punto de vista estructural esta
relacionado con el lugar de union para AP-1 (Comb et al., 1986), alcanza su maxima

concentracion posteriormente a que se produzca el mayor aumento de ARNm c-fos en el
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hipocampo como consecuencia de convulsiones (White y Gall, 1987). Este hallazgo
apoya la teoria de que c-fos regula la expresion del gen preproencefalina,
desempefiando una funcidon homeostatica en el hipocampo (Morgan y Curran, 1989), al
aumentar la expresion de dicho gen con el fin de reponer la provision intracelular de
encefalina que es liberada durante la actividad convulsivante (Hong et al., 1980, 1985;
ladarola et al., 1986), existiendo por tanto una relacion entre estimulo-secrecion y
estimulo-transcripcion.

En la mayoria de las células existen niveles basales bajos de expresion del
protooncogén c-fos (Adamson et al., 1985; Barka et al., 1986; Sagar et al., 1988;
Menetrey et al., 1989; Dragunow y Faull, 1990), los cuales pueden ser aumentados de
manera rapida y transitoria (Dragunow y Robertson, 1987; Hunt et al., 1987; Morgan et
al., 1987; Sonnenberg et al., 1989a; Szekely et al., 1989; Bullitt, 1991) mediante
estimulos extrinsecos (p. ej. Morgan et al., 1987; Hisanaga et al., 1992) que actian en
elementos reguladores localizados en el extremo 5 de dicho gen (Treisman, 1985;
Sheng et al., 1988; Morgan y Curran, 1989). Este incremento de la expresion de c-fos se
produce tanto en células no neuronales (Barka et al., 1986; Ran et al., 1986; Verrier et
al., 1986; Bravo et al., 1987; Dragunow et al., 1990; Sharp et al., 1990) como
neuronales (ej. White y Gall, 1987; Jorgensen et al., 1989; Sharp et al., 1991).
Concretamente, en el sistema nervioso de mamiferos éste puede ser inducido mediante
los segundos mensajeros diacilglicerol (Kruijer et al., 1985; Milbrandt, 1986; Szekely et
al., 1989), AMPc (Kruijer ef al., 1985; Hisanaga et al., 1990, 1992) y calcio (Greenberg
et al., 1986; Morgan y Curran, 1986; Hisanaga et al., 1990) en respuesta a estimulos
extracelulares tales como: isquemia cerebral (Jorgensen et al., 1989; Onodera et al.,
1989); convulsiones inducidas eléctricamente (Dragunow y Robertson, 1987; Dragunow
et al., 1988; Sagar et al., 1988), quirurgicamente (White y Gall, 1987) o
farmacoldgicamente por el pentilenotetrazol (Morgan et al., 1987; Dragunow y
Robertson, 1988a; Saffen et al., 1988; Sonnenberg et al., 1989a), el acido kainico (Le
Gal La Salle 1988; Popovici et al., 1988) o la picrotoxina (Saffen et al., 1988); ésteres
forbol (Greenberg et al., 1985; Kruijer et al., 1985; Milbrandt, 1986; Szekely et al.,
1989; Hisanaga et al., 1990, 1992); estimulos osmoticos (Sharp et al., 1991);
manipulaciones hormonales (Jacobson et al., 1990); estimulacién nerviosa periférica,
bien sea por estimulos nocivos (Hunt et al., 1987; Menetrey et al., 1989; Bullitt, 1991) o
inocuos (Hunt ef al., 1987); factores troficos tales como el factor de crecimiento

nervioso (Curran y Morgan, 1985, 1986; Greenberg et al., 1985; Kruijer et al., 1985;
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Milbrandt, 1986; Sharp et al., 1989a), el factor de crecimiento fibroblastico (Greenberg
et al., 1985; Hisanaga et al., 1990, 1992) o el factor de crecimiento epidérmico
(Greenberg et al., 1985; Kruijer et al., 1985; Milbrandt, 1986; Hisanaga et al., 1990);
antagonistas no competitivos de los receptores NMDA (ej. MK-801, cetamina)
(Dragunow y Faull, 1990); iones (Curran y Morgan, 1986; Hisanaga et al., 1992); lesion
cerebral (Dragunow y Robertson, 1988b; Sharp et al., 1989a, 1990; Dragunow et al.,
1990); neurotransmisores colinérgicos (Greenberg et al., 1986), glutamaérgicos
(Szekely et al., 1987, 1989; Kaczmarek et al., 1988; Sonnenberg et al., 1989b; Sharp et
al., 1990; Hisanaga et al., 1992), o adrenérgicos (Kaczmarek et al., 1988); condiciones
que inducen despolarizacion de la membrana celular (Greenberg et al., 1985; Kruijer et
al., 1985; Curran y Morgan, 1986; Morgan y Curran, 1986; Bartel et al., 1989;
Hisanaga et al., 1992); estimulacion mediante luz (Aronin et al., 1990; Sagar y Sharp,
1990); seccion nerviosa periférica (Sharp ef al., 1989c); estimulacion eléctrica cortical
(Sagar et al., 1988; Sharp et al., 1989b); deshidratacion (Sagar et al., 1988) y; farmacos
tales como agonistas nicotinicos (Greenberg et al., 1986) o morfina (Chang et al.,
1988).

Debido a que en la mayoria de las regiones del sistema nervioso central la
expresion basal del protooncogén c-fos es relativamente baja (Menetrey et al., 1989;
Dragunow y Faull, 1990; Sharp ef al., 1991), la evaluacion de la inducciéon de c-fos al
igual que la técnica autorradiografica 2-desoxiglucosa, puede ser usada como un
marcador de actividad neuronal (Morgan et al., 1987; Sagar et al., 1988; Jacobson et al.,
1990; Oakden y Boissonade, 1998), pero con la ventaja frente a esta ultima de que
ofrece resolucion celular, dado que la tincion inmunohistoquimica de fos se localiza en
el nacleo de las neuronas, por lo que permite discriminar entre elementos pre y
postsinapticos en tractos polisinapticos (Morgan y Curran, 1989). Sin embargo, ambas
técnicas no pueden ser indistintamente empleadas ya que se ha observado que aunque
en algunas ocasiones la distribucidon de neuronas fos positivas es andloga a la
distribucion de neuronas con absorcion de 2-desoxiglucosa (Sharp et al., 1989b), en
otras se ha detectado bien un aumento del metabolismo de la glucosa en regiones donde
existe actividad neuronal que no es acompanada por la induccién de c-fos, bien
inmunorreactividad de fos en células donde la absorcion de 2-desoxiglucosa no aumenta
e incluso a veces disminuye (Morgan, 1991). Por ejemplo, Sagar et al. (1988) han
observado que la expresion de fos en la division magnocelular del nucleo

paraventricular del hipotdlamo inducida por deshidratacion, no se asocia con un
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incremento del metabolismo de la glucosa, aunque la actividad eléctrica esta aumentada;
de la misma forma que Jorgensen et al. (1989) han detectado un aumento en la
expresion de c-fos en la capa CAl del hipocampo como consecuencia de la isquemia
cerebral, mientras que la absorcion de 2-desoxiglucosa estd disminuida. Las
discrepancias observadas entre el método inmunohistoquimico fos y la técnica 2-
desoxiglucosa se pueden deber a que fos es una tincién nuclear que sélo marca cuerpos
celulares activados, mientras que la autorradiografia con 2-desoxiglucosa por el
contrario suministra una medida de la utilizacion de glucosa por toda la célula, siendo
mas sensible a alteraciones en la actividad funcional que tienen lugar en el neuropilo
que en el cuerpo celular (Sagar et al., 1988).

De manera mas especifica, teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente
junto con hallazgos tales como que: a) la estimulacion de tractos nociceptivos
periféricos conlleve la induccion de c-fos en el sistema nervioso central (Anton ef al.,
1991; Bullitt, 1991; Allen et al., 1996); b) la morfina asi como otros analgésicos que
act@ian a nivel central disminuyan la expresion de dicha proteina en regiones del asta
dorsal que contienen neuronas que responden a estimulacion nociva, siendo esta
disminucién invertida por la naloxona (Presley et al., 1990); y c) los estimulos nocivos
en el sistema somatosensorial sean los mas efectivos en la induccion de c-fos (Hunt ef
al., 1987); han confirmado la utilidad de la fosfoproteina c-fos como un marcador de
tractos nociceptivos (Takemura et al., 2000a; Chattipakorn et al., 2005). A pesar de que
la expresion de c-fos se ha dicho que no es capaz de identificar todas las células que
responden o codifican informacion nociceptiva (Hunt et al., 1987; Chattipakorn et al.,
2005), este procedimiento solventa muchos problemas inherentes a las técnicas
electrofisiologicas (Oakden y Boissonade, 1998). Entre estas limitaciones cabe destacar
las siguientes: so6lo un pequefio nimero de células pueden ser examinadas en cada
animal, los registros con frecuencia son realizados en muestras sesgadas, es dificil
marcar las células después del registro para permitir su posterior estudio histolégico, y
la repeticion de estimulos, la cual es empleada cuando se busca una neurona, reduce la
excitabilidad (Boissonade y Matthews, 1993).

A modo de resumen de lo mencionado anteriormente, se puede concluir que la
proteina c-fos es un excelente marcador polisinaptico que permite, tras la aplicacion de
un estimulo periférico, marcar neuronas de primer, segundo y tercer orden de una via
nerviosa. Asi por ejemplo, en la via espinoparabraquial, Bester et al. (1997) hallaron

inmunorreactividad de c-fos en neuronas de segundo orden del asta dorsal de la médula
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espinal y de tercer orden en el complejo parabraquial, después de una estimulacion
térmica nociva de la pata. De modo analogo, en la via trigeminoparabraquial se
demostro6, tras la estimulacidon nociceptiva orofacial, expresion de c-fos en neuronas de
segundo orden en el nucleo caudal del trigémino (Yamashiro et al., 1997) y de tercer
orden en el complejo parabraquial (Dutschmann y Herbert, 1997; Hermanson y

Blomgqvist, 1997; Yamashiro et al., 1997).
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La regién orofacial, especialmente las zonas perioral y perinasal, es una de las
areas del cuerpo mds densamente inervadas (Raboisson y Dallel, 2004) y, en
consecuencia, la que presenta algunos de los cuadros dolorosos agudos més comunes,
como los propios de patologias de los dientes y estructuras relacionadas, o los dolores
cronicos (ej. migrafias, neuralgias trigeminales) y referidos. Sin embargo, a diferencia
de lo que ocurre con otras regiones corporales, los mecanismos responsables de estas
algias orofaciales todavia no son bien conocidos, lo que principalmente es debido a la
mayor complejidad de las vias cefalicas frente a las vias espinales. Asi, por ejemplo,
cabe mencionar que, mientras que las aferentes primarias espinales establecen sinapsis
en el asta dorsal de la médula espinal (Light y Perl, 1979a,b; Matsushita y Tanami,
1983), las fibras primarias trigeminales terminan en el equivalente medular del asta
dorsal espinal, el nucleo caudal del trigémino, y en las astas dorsales de los primeros
segmentos cervicales (Torvik, 1956; Marfurt, 1981; Jacquin et al., 1982, 1983, 1990;
Jacquin y Rhoades, 1983; Shigenaga ef al., 1986a, 1988a; Takemura et al., 1987, 1991,
Pfaller y Arvidsson, 1988; Segade et al., 1990; Marfurt y Rajchert, 1991; Sugimoto et
al., 1997b), pero también se arborizan en los nucleos rostrales del complejo nuclear
sensitivo del trigémino (Torvik, 1956; Marfurt, 1981; Jacquin ef al., 1982, 1983 y 1990;
Jacquin y Rhoades, 1983; Shigenaga ef al., 1986b, 1988a; Takemura et al., 1987, 1991;
Pfaller y Arvidsson, 1988; Marfurt y Rajchert, 1991; Sugimoto et al., 1997b), en el
nucleo del fasciculo solitario (Torvik, 1956; Contreras et al., 1982; Jacquin et al., 1982;
Nomura et al., 1984; Takemura et al., 1987, 1991; Segade et al., 1990; Marfurt y
Rajchert, 1991), en el nlicleo supratrigeminal (Jacquin et al., 1982, 1983; Takemura et
al., 1987; Marfurt y Rajchert, 1991), en el nucleo paratrigeminal (Takemura et al.,
1987; Marfurt y Rajchert, 1991), en el complejo parabraquial (Panneton, 1991; Segade,
2003), ademas de otras localizaciones en el tallo cerebral (Jacquin et al., 1982; Marfurt
y Rajchert, 1991).

En el hombre, como en los demas mamiferos, el nervio trigémino es el
encargado de transportar hacia el sistema nervioso central toda la informaciéon
somatosensorial de la region orofacial, y, tal como se ha mencionado en el parrafo
precedente, esta informacion es recibida mayoritariamente en el bulbo raquideo por el
complejo nuclear sensitivo del trigémino (Kappers et al, 1936; Anthony, 1972;
Kuhlenbeck, 1975; Brodal, 1981). Desde principios del siglo pasado, en los mamiferos
fue validada la subdivision del complejo nuclear sensitivo del trigémino en dos

porciones: nucleo sensitivo principal y nucleo descendente o espinal (Cajal, 1909;
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Kappers et al., 1936; Woodburne, 1936). Este ultimo se ha subdivido a su vez en tres
agrupaciones neuronales: nucleo oral, nicleo interpolar y ntcleo caudal, que fueron
identificados atendiendo a criterios citoarquitectonicos por Olszewski (1950).

Antiguamente se creia que las neuronas del complejo nuclear sensitivo del
trigémino presentaban una organizacion rostrocaudal que guardaba relacion con las
distintas modalidades de informacion somatosensorial de la regién orofacial; siendo la
informacion térmica y dolorosa transmitida a centros nerviosos superiores a partir del
nucleo caudal del trigémino, y la sensibilidad tactil codificada en divisiones mas
rostrales, fundamentalmente en los nucleos principal y oral del trigémino (Spiller, 1915;
Sjoqvist, 1938). Sin embargo, esta hipotesis actualmente ha sido desestimada, ya que
tanto las neuronas trigeminales que responden a estimulos tactiles como a estimulos
nociceptivos se encuentran en casi toda la extension del complejo nuclear sensitivo del
trigémino (Gordon et al., 1961; Wall y Taub, 1962; Eisenman et al., 1963; Darian-
Smith, 1966; Azerad et al., 1982).

La teoria de que el nucleo caudal del trigémino es el principal centro de segundo
orden de transmision a centros superiores de la informacion nociceptiva orofacial fue
inicialmente sostenida por trabajos de tipo clinico. Las tractotomias trigeminales
medulares, realizadas 6-8 mm (Sjoqvist, 1938) o 10 mm (Hamby et al., 1948)
caudalmente al 6bex para dejar intactos los nucleos rostrales del complejo nuclear
sensitivo del trigémino, dieron como resultado un estado de profunda analgesia en casi
toda la region orofacial, con mucha menor afectacion de la sensibilidad tactil.
Contribuyeron a fortalecer esta hipdtesis hallazgos posteriores tales como: a) el registro
de actividad neuronal en el nucleo caudal del trigémino tras la estimulacion nociceptiva
orofacial (Price et al., 1976; Shigenaga et al., 1976; Hu et al., 1981; Hu y Sessle, 1984;
Jacquin et al., 1986a; Renchan et al., 1986); b) la densa proyeccion hacia el nicleo
caudal del trigémino de fibras nociceptivas, por ejemplo, aquellas marcadas con
isolectina B4 conjugada con HRP (Sugimoto et al., 1997b) o que expresan CGRP
(Bennett-Clarke y Chiaia, 1992; Boissonade ef al., 1993; Henry et al., 1996; Sugimoto
et al., 1997a) y/o sustancia P (Boissonade et al., 1993; Sugimoto et al., 1997a); c) la
demostraciéon de neuronas trigeminotaldmicas nociceptivas localizadas en el nuacleo
caudal del trigémino (Price et al., 1976; Hu et al., 1981; Dickenson y Le Bars, 1983;
Dubner y Bennett, 1983).

Investigaciones posteriores abordadas desde una perspectiva electrofisiologica

comenzaron a poner en entredicho la exclusividad del nacleo caudal del trigémino como
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centro de codificacion de la informacidén nociceptiva orofacial. En este sentido, cabe
destacar especialmente los hallazgos del grupo de investigacion de Dallel. La
persistencia de actividad neuronal en el complejo ventrobasal del talamo (Dallel et al.,
1988; Raboisson et al., 1989) o la inalterabilidad en el umbral de respuestas reflejas
nociceptivas (Dallel ef al., 1989), tras la estimulacion nociva de campos receptivos
orofaciales y tras la deaferenciacion del ntcleo caudal del trigémino, abogaban por la
participacion de los nucleos rostrales en la transmision de la informacion nociceptiva
orofacial. De un modo similar, la identificacion fisiologica en los nticleos rostrales del
complejo nuclear sensitivo del trigémino de neuronas que respondieron a estimulos
dafiinos producidos en campos periféricos peri o intraorales (Dallel et al, 1990;
Raboisson et al., 1995), asi como la elevacion de los umbrales de reacciones aversivas
en respuesta a la estimulacion facial pero no intraoral, tras la practica de una tractotomia
trigeminal (Young y Perryman, 1984, 1986), sugerian que los nucleos rostrales del
complejo nuclear sensitivo del trigémino intervienen, de alguna manera, en la
transmision de la informacion nociceptiva orofacial. A modo de resumen, los nticleos
rostrales del complejo nuclear sensitivo del trigémino participarian en la recepcion de
estimulos nociceptivos procedentes principalmente de la boca y estructuras
circundantes, y en menor medida de zonas faciales cutineas, en las cuales cobraria un
mayor protagonismo el nucleo caudal del trigémino. Consistente con esta afirmacion,
estan los resultados obtenidos a partir de estudios anatémicos con neurotrazadores
aplicados a las camaras pulpares de dientes de mamiferos. Es sabido que la pulpa de los
dientes de los mamiferos estd en una gran medida inervada por fibras de tipo
nociceptivo (tipos C y Ad) (Johnsen y Johns, 1978; Bishop, 1981; Fried y Hildebrand
1981; Holland y Robinson, 1983; Johnsen et al., 1983). Los estudios con
neurotrazadores sobre la terminacion de las aferentes primarias pulpares en el bulbo
raquideo mostraron que se hallan a lo largo de todo el complejo nuclear sensitivo del
trigémino (Westrum et al., 1980, 1981; Arvidsson y Gobel, 1981; Marfurt y Turner,
1984; Ishidori et al., 1986; Shigenaga et al., 1986¢, 1989) y, por lo tanto, ello sugiri6
que algunas de estas regiones rostrales del complejo nuclear sensitivo del trigémino
estarian implicadas en la recepcion nociceptiva oral.

Las investigaciones mas recientes basadas en la deteccion inmunohistoquimica
de la proteina c-fos han contribuido de manera importante a esclarecer qué nucleos del
tallo nervioso participan en el procesamiento central del dolor orofacial. Esta proteina es

un marcador nuclear polisindptico, que permite saber qué neuronas en el sistema
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nervioso central son activadas como consecuencia de estimulos periféricos de diversa
naturaleza, incluyendo, por supuesto, aquellos de naturaleza dafiina (Bester et al., 1997;
Dutschmann y Herbert, 1997; Hermanson y Blomqvist, 1997; Yamashiro et al., 1997).
La aplicacion en regiones intraorales de diversos estimulos nocivos, tales como
mecanicos (Strassman y Vos, 1993; Coimbra y Coimbra, 1994; Sugimoto et al., 1994,
1998a,b; Aihara et al., 1999; Fujiyoshi et al., 2000; He et al., 2000), quimicos (Segade
et al., 1992; Carstens et al., 1995; Allen et al., 1996; Iwata et al., 1998; He et al., 2000;
Chattipakorn et al., 2002, 2005), térmicos (Coimbra y Coimbra, 1994; Chattipakorn et
al., 1999, 2005), eléctricos (Allen et al., 1996; Iwata et al., 1998; Oakden y Boissonade,
1998) o inflamatorios (Byers et al., 2000), han evidenciado la presencia de neuronas c-
fos positivas en el nucleo caudal del trigémino, fundamentalmente en las laminas
superficiales (Segade et al., 1992; Strassman y Vos, 1993; Coimbra y Coimbra, 1994;
Sugimoto et al., 1994, 1998b; Carstens et al., 1995; Allen et al., 1996; Iwata et al.,
1998; Oakden y Boissonade, 1998; Aihara ef al., 1999; Chattipakorn et al., 1999, 2002,
2005; Byers et al., 2000; Fujiyoshi et al., 2000; He et al., 2000), en el asta dorsal del
primer segmento cervical (C1) (Segade ef al., 1992; Strassman y Vos, 1993; Coimbra y
Coimbra, 1994; Iwata et al., 1998; Byers et al., 2000), en la zona de transicion del
nucleo caudal del trigémino con el nucleo interpolar del trigémino (Segade et al., 1992,
Coimbra y Coimbra, 1994; Chattipakorn et al., 1999, 2002, 2005), en la division
dorsomedial del nucleo interpolar del trigémino (Allen et al., 1996; Sugimoto et al.,
1998a) y en la division dorsomedial del ntcleo oral del trigémino (Allen et al., 1996;
Oakden y Boissonade, 1998; Sugimoto et al., 1998a,b; Byers et al., 2000; Fujiyoshi et
al., 2000; He et al., 2000). Por el contrario, la aplicacion en regiones periorales y/o en
zonas faciales cutaneas de estimulos dafiinos de naturaleza quimica (Strassman y Vos,
1993; Bereiter et al., 1994, 1998; Wang et al., 1994; Hathaway et al., 1995; Mineta et
al., 1995; Bereiter y Bereiter, 1996; Meng y Bereiter, 1996; Bereiter, 1997), térmica (Lu
et al., 1993; Strassman y Vos, 1993; Strassman et al., 1993; Meng y Bereiter, 1996) o
mecanica (Strassman y Vos, 1993; Sugimoto et al., 1994; Vos y Strassman, 1995)
unicamente han revelado la presencia de neuronas c-fos positivas en el nicleo caudal
del trigémino (Lu et al., 1993; Strassman y Vos, 1993; Strassman et al., 1993; Bereiter
et al., 1994, 1998; Wang et al., 1994; Hathaway et al., 1995; Mineta et al., 1995; Vos y
Strassman, 1995; Bereiter y Bereiter, 1996; Meng y Bereiter, 1996; Bereiter, 1997) y en
C1 (Strassman y Vos, 1993; Sugimoto et al., 1994; Hathaway et al., 1995; Mineta et al.,
1995; Bereiter y Bereiter, 1996; Meng y Bereiter, 1996; Bereiter, 1997; Bereiter et al.,
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1998), en la formacidn reticular adyacente al nucleo espinal trigeminal (Wang et al.,
1994; Mineta et al., 1995); y en la region de transicion del ntcleo caudal del trigémino
con el nucleo interpolar del trigémino (Lu et al., 1993; Strassman y Vos, 1993; Bereiter
et al., 1994, 1998; Hathaway et al., 1995; Bereiter y Bereiter, 1996; Meng y Bereiter,
1996; Bereiter, 1997).

A modo de resumen de lo comentado anteriormente, los estudios sobre la
expresion de c-fos en el bulbo raquideo sugieren que el procesamiento de la
informacion nociceptiva facial unicamente parece implicar regiones trigeminales
caudales a la transicion de los nucleos interpolar y caudal, en contraste con lo sugerido
por las investigaciones electrofisioldgicas anteriormente citadas, que atribuian un cierto
protagonismo a las divisiones rostrales del complejo nuclear sensitivo del trigémino en
la codificacion de la informacion algica perioral. Por el contrario, las expresion de c-fos
en el complejo nuclear sensitivo del trigémino confirma que la informacion
nociceptiva intraoral es codificada principalmente por neuronas localizadas en el
nucleo caudal del trigémino y asta dorsal de C1 y rostralmente en la region dorsomedial
del nucleo oral del trigémino. Precisamente, en esta region dorsomedial es donde
terminan aferentes primarias trigeminales procedentes de la pulpa de los dientes
superiores e inferiores (Marfurt y Turner, 1984; Ishidori ef al., 1986; Shigenaga et al.,
1986¢, 1989). En todas estas investigaciones no se ha detectado expresion de c-fos en
neuronas pertenecientes a la region ventral del nucleo oral del trigémino. En
conformidad con esta ultima observacion, cabe destacar que la estimulacion eléctrica
del ganglio de Gasser, sin tener en consideracion el area inervada por las neuronas
trigeminales, indujo inmunorreactividad de c-fos en toda la extension rostrocaudal de
las laminas superficiales del niicleo caudal y en las divisiones dorsal o dorsomedial de
los nucleos principal, oral e interpolar del trigémino (Takemura et al., 2000a,b; 2001),
regiones que reciben una importante proyeccion de aferentes primarias con CGRP y/o
sustancia P (Henry et al., 1996; Sugimoto et al., 1997a, 1998a).

A excepcion de las escasas investigaciones llevadas a cabo en el gato (Bereiter et
al., 1994; Iwata et al., 1998) o en el hurén (Oakden y Boissonade, 1998; Chattipakorn et
al., 1999, 2002, 2005), los estudios inmunohistoquimicos con c-fos en el complejo
nuclear sensitivo del trigémino, después de una estimulacion periférica orofacial, se han
realizado en la rata, y, en gran medida, sus conclusiones se han extrapolado a los
mamiferos superiores. Sin embargo, sabemos que hay importantes diferencias entre la

rata y otros mamiferos en lo referente a la citoarquitectura, conexiones y distribucion de



84 Justificacion y objetivos

neuropéptidos en el sistema nervioso central. Por ejemplo, en el gato existe expresion de
CGRP en el ntcleo ventral oral del trigémino (Henry et al., 1996), lo que no sucede en
la rata (Sugimoto et al., 1997a). Igualmente, la rata presenta notables diferencias con el
cobaya, una especie animal cuya clasificacion en el orden de los roedores ha sido
cuestionada recientemente (Graur et al., 1991; Novacek, 1992). En este sentido puede
citarse la existencia en el complejo ventrobasal talamico del cobaya de interneuronas
GABA¢érgicas (Spreafico et al., 1994; Arcelli et al., 1997), que no estan presentes en la
rata (Arcelli et al., 1997), o la distinta distribucién en el sistema nervioso central de
receptores del neuropéptido Y (Gehlert y Gackenheimer, 1997), de CGRP (Réthelyi et
al., 1989b) y de sustancia P (Gallagher et al., 1992). De hecho, alguna de estas
caracteristicas, como la distribucion de somas y fibras con sustancia P en el cortex y en
el hipocampo del cobaya (Gallagher et al., 1992) sugiere, con respecto a la rata, una
mayor similitud entre el cerebro del cobaya y el de los primates (Iritani et al., 1989)
incluido el hombre (Sakamoto et al., 1985; Mai et al., 1986; Del Fiacco et al., 1987).
Estas ultimas observaciones conducen a pensar que el cobaya puede ser un modelo
animal mas adecuado que la rata para el estudio experimental del sistema nervioso
central, y que los hallazgos en el cobaya puedan extrapolarse con mayor fiabilidad al
sistema nervioso central de los primates. La presente Tesis Doctoral también se ha
realizado en este animal con la finalidad de determinar posibles diferencias
interespecificas en los mamiferos en cuanto al procesamiento central de la informacién
nociceptiva orofacial.

Puesto que en nuestros resultados se constata la existencia de neuronas
nociceptivas en los nucleos rostrales del trigémino y, particularmente, en el nticleo oral,
también se ha estudiado la posible regulacion de la actividad de estas neuronas por un
sistema GABA¢érgico. Se sabe que la transmision de sefales nociceptivas desde el
nucleo oral del trigémino estd sometida a controles inhibidores nocivos difusos
mediados por mecanismos supraespinales (Dallel ef al., 1990; Raboisson et al., 1995).
Ademas, recientemente se ha visto que en la rata la actividad de las células nociceptivas
de los nucleos rostrales del trigémino es regulada por sistemas neuronales inhibitorios,
tales como el opioide (Dallel ef al., 1998) y el GABAérgico (Takemura et al., 2001).
Asi, la microinyeccion de morfina en el nucleo caudal del trigémino deprime las
respuestas de neuronas nociceptivas del nucleo oral del trigémino (Dallel et al., 1998),
lo que confirma la existencia de conexiones intranucleares ascendentes en el complejo

nuclear sensitivo del trigémino (Ikeda ef al., 1984; Nasution y Shigenaga, 1987). Por
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otro lado, Takemura et al. (2001) registraron un aumento de la inmunorreactividad de c-
fos en los nticleos principal, oral e interpolar del trigémino, inducida por estimulacion
del ganglio de Gasser, cuando previamente se administré un antagonista del GABAg, y
el efecto inverso tras la administracion de un agonista del GABAg. La creciente
evidencia de proyecciones inhibitorias que reciben los nucleos trigeminales, nos ha
conducido a evaluar en el presente trabajo si el sistema GABAérgico media estos

mismos efectos en el complejo nuclear sensitivo del trigémino del cobaya.

Asi pues, los objetivos de nuestra Tesis Doctoral pueden resumirse en los que se

enumeran a continuacion:

1. Verificar si los nucleos rostrales del complejo nuclear sensitivo del
trigémino del cobaya, y en especial la subdivision ventral del nacleo oral, participan en
la recepcion central de la informacioén nociceptiva de las regiones faciales cutdneas,
habiendo escogido para ello una region ampliamente conocida, la zona de las vibrisas.
Para ello se aplicaran diversos irritantes quimicos en la region central subcutanea de las
vibrisas y luego se detectard la expresion de c-fos en el bulbo raquideo y médula
cervical espinal. También para comprender si esta activacion neuronal es monosindptica
o polisinaptica, se inyectaran en esta region subcutanea trazadores neuroanatémicos con
capacidad de transporte transganglionar y se analizard la expresion central de ciertos
neuropéptidos implicados en el procesamiento del dolor.

2. Establecer si existen diferencias en cuanto a la capacidad de distintos agentes
irritantes quimicos a la hora de inducir expresion de c-fos en las zonas rostrales del
complejo nuclear sensitivo del trigémino del cobaya. Compararemos la eficacia de la
formalina, la capsaicina y el aceite de mostaza. Las dos primeras sustancias se han
empleado en modelos o test del dolor experimental (Clavelou et al., 1995; Pelissier et
al., 2002; Raboisson y Dallel, 2004), mientras que el aceite de mostaza es cada vez mas
empleado, puesto que produce hiperalgesia, alodinia e inflamacién en las zonas en las
que es aplicado (Simons et al., 2004).

3. Demostrar si la expresion de c-fos en los nucleos rostrales del complejo
nuclear sensitivo del trigémino del cobaya es afectada por agonistas y antagonistas del
sistema GABAg. Hemos elegido estos farmacos GABAérgicos debido a la amplia
versatilidad funcional con la que cuentan actualmente. El agonista del sistema GABAg

por su aplicacion clinica como agente antiespastico, relajante muscular y analgésico
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(Fromm y Terrence, 1987; Penn et al., 1989) y el antagonista GABAérgico por su

aplicacion experimental para inducir cuadros convulsivos (Salazar, 2005).
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3.1. Animales de experimentacion

La investigacion fue realizada en un total de 43 cobayas o congjillos de Indias de
la variedad tricolor (Cavia porcellus), de ambos sexos (23 machos y 20 hembras), con
un peso comprendido entre 500 y 875 g. Los animales fueron criados en el animalario
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Santiago de Compostela, en
condiciones controladas de temperatura ambiente, alimentdndose con pienso
enriquecido en vitamina C. Durante todo este tiempo, los cobayas permanecieron en
jaulas de aluminio abiertas, estando 2-3 cobayas como maximo por jaula y se
sometieron a ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas, durante los cuales tuvieron libre
acceso a comida y agua.

La mayoria de los zo6logos consideran que el cobaya doméstico desciende de la
especie Cavia porcellus, procedente de Sudamérica; sin embargo, algunos
investigadores suponen que procede de otra especie proxima originaria del Pert, Cavia
cutleri. Este mamifero se caracteriza por presentar orejas cortas, 4 dedos en las
extremidades anteriores y 3 en las posteriores, 20 dientes (4 incisivos, ningun canino, 4
premolares y 12 molares), un tamafio intermedio (22-35 cm) y ausencia de cola. La
especie pertenece a la familia Cavidos y superfamilia Cavioideos.

Los 43 cobayas fueron distribuidos en cuatro grupos de experimentacion. En el
grupo 1, se determind la expresion de c-fos en el complejo nuclear sensitivo del
trigémino, asi como en otras areas del tronco encefilico y en la médula cervical
superior, tras la aplicacion de estimulos quimicos periféricos periorales; en el grupo 2,
se investigo la presencia de los neuropéptidos nociceptivos CGRP y sustancia P en estas
mismas regiones del sistema nervioso central; en el grupo 3, se estudio el lugar de
proyeccion central de aferentes primarias trigeminales que inervan la region de las
vibrisas mediante tres trazadores enzimaticos; y en el grupo 4, se realizd un analisis
topografico de la organizacion nuclear del tronco encefalico y médula espinal cervical
superior (Tabla 1).

Con la finalidad de establecer comparaciones con la expresion de c-fos
registrada en el complejo nuclear sensitivo del trigémino del cobaya, la activacion
neuronal tras la administracion de un estimulo nociceptivo periférico también fue

estudiada en dos ratas Wistar.
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Capsaicina
Formalina
Aceite de mostaza

Aceite de mostaza + faclofeno

GRUPO 1 Expresion de c-fos

Aceite de mostaza + baclofeno

~ ~ B~ b b

Estimulo aplicado

Solucio6n salina 3
Aceite mineral 3

Ninguno

WGA-HRP
Proyecciones _§
GRUPO 3 . S CTb-HRP 2
trigeminales 8
= 1B4-HRP
Total

Tabla 1. Distribucion de los cobayas utilizados en los cuatro grupos de experimentacién.
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3.2. Demostracion inmunohistoquimica de sustancia P y CGRP

La sustancia P, un undecapéptido que pertenece a la familia de las taquicininas
y que fue aislado a partir del hipotdlamo bovino por Chang y Leeman (1970), ha sido el
primer neuropéptido caracterizado en el sistema nervioso periférico.

Los estudios pioneros (Hokfelt ez al., 1975, 1976) ya constataron la presencia de
sustancia P principalmente en células ganglionares de pequefio y mediano tamafio, lo
cual ha sido verificado posteriormente en multiples investigaciones (Kuwayama et al.,
1987, Fried et al., 1989). La relacién que este neuropéptido presentaba con este tipo de
neuronas, hizo pensar en la sustancia P como un neurotransmisor de tractos aferentes
nociceptivos. Entre las evidencias que vinieron a reforzar la participacion de la
sustancia P en los procesos algicos se encuentran las siguientes: a) en las laminas [ y II
de la médula espinal se ha registrado la presencia masiva de terminales sustancia P
inmunorreactivas (Knyihar-Csillik et al., 1990; Marlier et al., 1990); b) la aplicacion
directa de sustancia P excita neuronas del asta dorsal que responden a estimulos nocivos
(Randic y Miletic, 1979); c) la sustancia P es liberada desde la médula espinal tras la
estimulacion eléctrica de fibras Ad y C (Yaksh et al., 1980).

El CGRP, identificado originariamente como un producto de expresion
alternativo del gen que codifica la calcitonina (Amara et al., 1982, 1985; Rosenfeld et
al., 1983, 1984) se encuentra ampliamente distribuido en los sistemas somatosensoriales
central (Boissonade et al., 1993) y periférico (Henry et al., 1996).

Una gran proporcion de somas neuronales primarios de pequefio a mediano
tamaio (Skofitsch y Jacobowitz, 1985b) fundamentalmente del ganglio de la raiz dorsal
(Ju et al., 1987) y del ganglio trigeminal (Mason et al., 1984) expresan CGRP. En los
tejidos periféricos, esta inmunorreacividad se localiza en axones sensitivos que inervan
la vasculatura y el epitelio mediante terminaciones nerviosas libres (Gibbins et al.,
1985), caracterizandose estos axones periféricos por ser de tipo amielinico o
mielinizado de pequefio calibre (Yamamoto y Senba, 1990) y ser sensibles al
tratamiento neonatal con capsaicina (Hammond y Ruda, 1991). En base a lo comentado
anteriormente se aprecia que la inmunorreactividad de CGRP esta presente en un
subgrupo de somas celulares aferentes primarios asi como en sus fibras (Traub et al.,

1990).
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En la médula espinal, la expresion de CGRP es muy intensa en las laminas [ y 1I,
aunque también esta presente en las laminas V y X, siendo las células del ganglio de la
raiz dorsal la principal, sino la Unica, fuente de inmunorreactiivdad CGRP a este nivel
(Gibson et al., 1984). Ademas, este neuropéptido se ha visto que produce una inhibicion
in vitro de la degradacion de la sustancia P (LeGreves et al., 1985), que aumenta el
reflejo espinal mediado por fibras C cuando es administrado intratecalmente (Xu et al.,
1990), y que presenta una amplia colocalizacion con el marcador de nociceptores
primarios sustancia P (Gibbins ef al., 1985). Concretamente, Gibson et al. (1984),
Chung et al. (1988), y Pohl et al. (1990) han mostrado que la rizotomia dorsal reduce el
nivel de CGRP vy sustancia P en el asta dorsal espinal en un 90-97% y en un 60%,
respectivamente. Estos tres hallazgos sugieren que el CGRP desempefia un papel
neuromodulador en el procesamiento de la informacion nociceptiva, ademds de
funcionar como una molécula efectora en la periferia (Micevych y Kruger, 1992).
Igualmente, la evidencia de que las fibras CGRP inmunorreactivas puedan estar
implicadas, en base a su capacidad de regeneracion, en la recidiva del dolor en humanos
que algunas veces tiene lugar tras lesiones del ganglio de Gasser o del tracto trigeminal
espinal (Henry et al., 1996), sustentan la hipdtesis de la implicacion de este
neuropéptido en la nocicepcion, a pesar de que la administracion intratecal de CGRP no
induzca un comportamiento nociceptivo, el cual si es registrado cuando se administra
sustancia P (Gamse y Saria, 1986). Méas especificamente, Boissonade et al. (1993) han
observado que la distribucion de fibras CGRP inmunorreactivas se solapa con los
lugares de terminacion de fibras aferentes intraorales en el gato (Shigenaga et al.,
1986b) y en la rata (Marfurt y Turner, 1984), lo que hace plausible que parte de este
marcaje represente el lugar de terminacién de aferentes primarias nociceptivas

intraorales.

3.2.1. Método inmunohistoquimico

En los animales reservados para la demostracion inmunohistoquimica de los
neuropéptidos CGRP y sustancia P, la técnica operatoria y de perfusion, asi como la
seccion de los bloques de tejido nervioso, y el tratamiento de los cortes previo y
posterior a la incubacién en los anticuerpos primario y secundario, se ha efectuado de la
misma manera que en los animales empleados para el estudio de la expresion de la

proteina c-fos (apartados 3.4.2 y 3.4.3).
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Una vez las secciones fueron lavadas profusamente con PBS tras el tratamiento

con borohidruro de sodio (S9125, Sigma) al 1% y peroxido de hidrégeno (107210,

Merck) al 5%, los cortes empleados para estudiar:

- La inmunorreactividad de CGRP, fueron incubados en un anticuerpo primario anti-
CGRP elaborado en conejo (Tabla 2), reaccionando posteriormente el producto de
reacciéon con un anticuerpo secundario conjugado con biotina elaborado en cabra
(BA1000, Vector Laboratories, dilucion 1:500).

- La inmunorreactividad de sustancia P, fueron incubados en un anticuerpo primario
monoclonal anti-sustancia P elaborado en raton (Tabla 2), reaccionando
posteriormente el producto de reaccidon con un anticuerpo secundario conjugado con

biotina elaborado en cabra (BA9200, Vector Laboratories, dilucion 1:500).

COBAYA N° PESO ANTICUERPO PRIMARIO DILUCION
030 750 g
031 850 ¢ Anti-CGRP (RPN 1842, Amersham 1:4000
Biosciences)
032 800 g
033 875¢g
Anti-sustancia P (ab14184, abcam) 1:2000
034 800 g

Tabla 2. Animales empleados para el estudio inmunohistoquimico de CGRP y sustancia P.

En ambos casos las secciones fueron incubadas en el anticuerpo primario
durante 60-63 horas a 4°C y en el anticuerpo secundario durante 90 minutos a
temperatura ambiente y agitacion suave, realizandose 3 lavados con PBS de 15 minutos
cada uno tras la aplicacion de ambos anticuerpos. Todos los anticuerpos fueron diluidos
en tampén fosfato salino 0,05M pH 7,4 con 0,4% de triton X-100 (T9284, Sigma-
Aldrich).

Seguidamente, los cortes fueron tratados durante 75-90 minutos a temperatura
ambiente y agitacion suave en una solucion del complejo avidina-biotina-peroxidasa
(Kit ABC Elite Vectastain, PK6100, Vector Laboratories) recién preparada. Después de
efectuar tres lavados con PBS de 15 minutos cada uno, las secciones fueron reveladas
con el cromodgeno tetrahidrocloruro de diaminobencidina (DAB, D5637, Sigma-
Aldrich); inicialmente el tejido fue incubado durante 5 minutos a temperatura ambiente

en una solucion que contenia DAB al 0,05% en PBS, seguido por un tiempo adicional
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de 4-10 minutos en esta misma solucion, pero a la que a mayores se le anadi6 el sustrato
peroxido de hidrogeno al 0,01%.

Las secciones fueron posteriormente aclaradas en PBS, montadas en
portaobjetos SuperFrost® Plus (Menzel-Glaser), secadas al aire, deshidratadas en
alcoholes (Guinama) de graduacion creciente, comenzando en alcohol de 70° hasta
alcohol absoluto, y aclaradas con xileno (211769, Panreac). Finalmente fueron puestos

los cubreobjetos, empleando como resina de montaje Entellan (107961, Merck).
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3.3. Demostracion mediante transporte transganglionar de
neurotrazadores enzimaticos de aferentes primarias que inervan la
region de las vibrisas

Las proyecciones primarias de la region de las vibrisas han sido estudiadas
mediante tres trazadores neuroanatdmicos: el conjugado de la aglutinina de trigo
(WGA) con la peroxidasa de rabano (HRP), el conjugado de la subunidad B de la toxina
del colera (CTb) con la HRP, y el conjugado de la Bandeiraea simplicifolia isolectina
B4 (IB4) con la HRP. Los conjugados WGA-HRP y CTb-HRP fueron preparados en
nuestro laboratorio mediante el método del peryodato sédico de Nakane y Kawaoi
(1974) con la modificacién de Mcllhinney et al. (1988). Por el contrario, la IB4-HRP

empleada fue un conjugado comercial de la casa Sigma (L5391).

3.3.1. Técnica operatoria

Los cobayas fueron rasurados en la regiéon de las vibrisas, previa anestesia
mediante inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico (P3761, Sigma; 30-40
mg/Kg de peso). Transcurridos 30 minutos, se procedio6 a inyectar lentamente (durante 5
minutos) y en la region de las vibrisas izquierda el neurotrazador (WGA-HRP, CTb-
HRP o IB4-HRP) mediante el empleo de una microjeringa Hamilton de 25ul (Tabla 3).
Todos los neurotrazadores fueron disueltos en agua destilada la cual contenia un 2% de

dimetilsulfoxido (DMSO, 102952, Merck).

COBAYA N° PESO NEUROTRAZADOR DOSIS

035 600 g
WGA-HRP al 4% 20ul

036 675 ¢g

037 750 g
CTb-HRP al 4% 15ul

038 600 g

039 800 g
IB4-HRP al 1% 25ul

040 650 g

Tabla 3. Animales empleados para el estudio de las proyecciones trigeminales de la region de las
vibrisas.
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Una vez finalizada la inyeccion de los neurotrazadores, la microjeringa fue
retirada y los animales fueron colocados en jaulas individuales durante todo el tiempo
de supervivencia, permitiéndoseles tener libre acceso a comida y agua. El tiempo de
supervivencia es de vital importancia para obtener el rendimiento Optimo del
neurotrazador. Tanto con la WGA-HRP como con la CTb-HRP y la IB4-HRP se han
utilizado tiempos relativamente cortos (45-47 horas) para evitar un marcaje adicional

por transporte transneuronal.

3.3.2. Perfusion. Fijacion. Almacenamiento y seccion de los bloques de tejido

nervioso

La fijacion del tejido nervioso y el posterior lavado del mismo con tampdn
constituyen dos etapas cruciales cuando se utilizan trazadores enzimaticos tales como
WGA-HRP, CTb-HRP e IB4-HRP (Rosene y Mesulam, 1978).

La solucion fijadora ideal ademas de conservar los tejidos adecuadamente y de
permitir realizar estudios con microscopia Optica y electronica de transmision (Segade
et al., 1980); cuando se emplean trazadores enzimaticos también debe estabilizar y
preservar la actividad peroxidasica exdgena (Segade et al., 1980) asi como inhibir la
actividad peroxidasica enddgena evitando la aparicion de falsos positivos, sin afectar
considerablemente la actividad peroxidésica exégena (Wong-Riley, 1976).

Los pioneros en el transporte de la HRP (Kristensson y Olsson, 1971;
Kristensson et al., 1971) emplearon la mezcla fijadora propuesta por Graham y
Karnovsky (1966), constituida por glutaraldehido al 5% y paraformaldehido al 4%. Sin
embargo, aunque algunos investigadores han obtenido resultados relativamente
satisfactorios con el uso de paraformaldehido al 4% (Lynch et al., 1974; Keefer, 1978),
se ha dicho que este aldehido produce una clara disminucion de la actividad enzimatica
de la HRP exdgena (Jones y Leavitt, 1974; Malmgren y Olsson, 1978), lo que ha
conllevado que se haya propuesto un uso discreto de paraformaldehido (0,4% en el caso
de Jones y Leavitt, 1974), el empleo de soluciones fijadoras so6lo con glutaraldehido
(Adams, 1977; Malmgren y Olsson, 1978), o la supresion de la fijacion del tejido
nervioso (Courville y Saint-Cyr, 1978). Esta tltima alternativa presenta los
inconvenientes de que favorece la difusion de la HRP en los tejidos nerviosos (Segade

et al., 1980; Mesulam, 1982), complica su deteccion al favorecer la reaccion positiva de
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las peroxidasas endogenas y dificulta en gran medida la manipulacion de los cortes,
puesto que se desgarran con facilidad. Por todo ello, la técnica de Courville y Saint-Cyr
ha sido desestimada.

La mezcla fijadora mas usada ha sido la de Sotelo y Palay, sugerida inicialmente
por LaVail y LaVail (1972), la cual estd formada por paraformaldehido al 1% y
glutaraldehido al 1,25% en tampodn fosfato o cacodilato 0,1M y pH 7,2-7,6. Para evitar
en lo posible la disminuciéon de la actividad peroxidasica, Rosene y Mesulam (1978)
introdujeron un nuevo método de perfusion, que consistia en lavar durante 30 minutos,
después de introducir durante otros 30 minutos el fijador de Sotelo y Palay, el arbol
vascular con una solucion de sacarosa al 10% en tampon fosfato 0,1M y pH 7,2. Este
lavado eliminaria el exceso de aldehidos del tejido nervioso y serviria de crioprotector
al contener sacarosa (Rosene y Mesulam postularon su procedimiento para tejidos
nerviosos que se iban a cortar por congelacion). La técnica de Rosene y Mesulam
elimina el paso de postfijacion que antes se empleaba después de la perfusion, evitando
el tratamiento prolongado de los bloques de tejido nervioso.

En nuestro laboratorio se ha comprobado, a diferencia de lo que antiguamente se
creia (Segade et al., 1990), que la postfijacion no siempre es necesaria para obtener una
consistencia adecuada que permita seccionar el tejido nervioso en el vibratomo, siendo
ésta la actitud adoptada en el presente trabajo tal y como se menciona posteriormente.

La fijacion de los tejidos a bajas temperaturas para la demostracion de la HRP ya
fue sugerida por Straus (1964). Igualmente, en los estudios de Adams (1977), LaVail
(1978) y Malmgren y Olsson (1978) también se ha recomendado la postfijacion a bajas
temperaturas. Nuestras experiencias han demostrado que en los bloques de tejido
nervioso y en las secciones obtenidas en el vibratomo la actividad HRP disminuye

considerablemente si se dejan mas de 3 horas a temperatura ambiente.

a) Perfusion

La técnica de perfusion utilizada no difiere de la descrita en los animales donde
se estudid la inmunorreactividad de c-fos (apartado 3.4.3.b) a excepcion de las
soluciones fijadoras empleadas. En el caso de los cobayas a los que se les inyectaron los

trazadores neuroanatdmicos, las soluciones fijadoras utilizadas fueron las siguientes:



98 Material y métodos

1) Solucion fijadora A: Paraformaldehido (104005, Merck) al 1% y glutaraldehido
(820603, Merck) al 1,25% en tampdn fosfato salino 0,1M pH 7.4.

i1) Solucion fijadora B: Paraformaldehido al 2% y glutaraldehido al 2,5% en tampdn
fosfato salino 0,1M pH 7.,4.

Una vez administrada la solucion salina fisioldgica, los cobayas fueron
perfundidos durante 35 minutos con 1,4 litros de la solucion fijadora A a una
temperatura de unos 4°C, los cuales fueron seguidos por 300 ml de la solucién fijadora
B también a 4°C, aplicada durante 15 minutos. Finalmente, y tras la administracion de
las soluciones fijadoras se procedi6 a efectuar un nuevo lavado del arbol vascular con

PBS a 4°C durante 20 minutos, para eliminar el exceso de aldehidos del tejido nervioso.

b) Extraccion del encéfalo y médula espinal: postfijacion

Los bloques de tejido nervioso empleados para el estudio de las proyecciones,
una vez extraidos, y a diferencia de lo efectuado en el estudio de la inmunorreactividad
de c-fos (apartado 3.4.3.c), fueron directamente almacenados en PBS a 4°C durante 12
horas-2 dias, sin realizar postfijacion de los mismos. Durante esta fase, es de suma
importancia controlar la temperatura del frigorifico para que se mantenga en el limite
mencionado, puesto que si la temperatura es superior a 4°C la actividad enzimatica de la
HRP disminuye considerablemente pudiendo incluso quedar totalmente inhibida;
mientras que si la temperatura es inferior a 0°C el bloque se congela, con la consiguiente
vacuolizacion del tejido nervioso ocasionada por los cristales que se forman, haciéndolo
inservible por la pobre morfologia que exhibiria.

El lavado en tampoén después de la fijacion ya fue recomendado por la escuela de
LaVail (1972, 1973, 1974, 1978), sugiriendo que de esta forma se eliminaria el exceso
de aldehidos y se recuperaria la actividad peroxidasica de la HRP, al suponer que el
efecto inhibidor de los aldehidos sobre dicha enzima es reversible. Rosene y Mesulam
(1978) demostraron, sin embargo, que la técnica de introducir el tampon directamente
en el arbol vascular era mas efectiva y que la actividad peroxidasica no se recuperaba
después de un prolongado lavado en la solucion tampédn. Por otro lado, Malmgren y
Olsson (1978) no recomendaban prolongar el lavado en tampoén durante un periodo
superior a 12-24 horas. Otros estudios también demostraron que un lavado en tampon

inferior a 24 horas no disminuia la actividad peroxidésica (Mesulam, 1978, 1981;
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Segade, 1987). En nuestro laboratorio se ha observado que la permanencia de los
bloques en la solucion tampon a bajas temperaturas incluso durante mas de 2 dias no
disminuye la capacidad de visualizar el transporte transganglionar en el sistema
trigeminal del cobaya (Segade ef al., 1990). Estos resultados estan en linea con los de
Mesulam (1982), en los que se senala que la actividad peroxidasica no disminuye al
menos en los 7 primeros dias de permanencia de los bloques de tejido nervioso en la
solucién tampon fosfato a bajas temperaturas. Incluso este autor ha comprobado que
después de la permanencia de los bloques en la solucion tampoén hasta 2 meses, la

actividad peroxidasica se demuestra de modo similar a un tiempo mucho mas corto.

¢) Seccion de los bloques de tejido nervioso

La seccion de los bloques de tejido nervioso fue efectuada de la misma forma
que en el analisis inmunohistoquimico (apartado 3.4.3.d), con las siguientes
modificaciones: 1) las secciones transversales fueron cortadas con un espesor de 100pum;
i1) el bafo del vibratomo asi como las cubetas donde fueron almacenadas las secciones
fueron llenadas con agua destilada y no con PBS, en un intento por minimizar el
contacto con sustancias tamponadas las cuales producen una pérdida en menos tiempo
del precipitado. En cualquier caso, los cortes permanecieron en agua destilada un
maximo de 2 horas con la finalidad de evitar una importante disminucion de la actividad

enzimatica de la HRP.

3.3.3. Demostracion histoquimica de los neurotrazadores enzimaticos

La técnica histoquimica empleada ha sido la misma en los tres neurotrazadores
inyectados, la cual consiste en demostrar la actividad peroxidasica de la HRP. Por ello y
para obtener un buen rendimiento, se han adoptado las medidas anteriormente descritas
destinadas a evitar una disminucion significativa de la actividad enzimatica de dicha
sustancia. La sensibilidad del método, igualmente depende del cromodgeno elegido y de
todos los parametros que afectan al periodo de incubacion enzimatica.

La visualizacion de las neuronas marcadas en el sistema nervioso central se ha
realizado mediante el empleo del cromdgeno tetrametilbenzidina (TMB), que retne las

caracteristicas idoneas para demostrar las peroxidasas y, en particular, la HRP. Esta
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sustancia fue introducida en la histoquimica moderna por Holland et al. (1974), que la
utilizaron para demostrar la presencia de hemoglobina en los globulos rojos.
Posteriormente, fue propuesta como cromdgeno para la histoquimica de la HRP por
Hardy y Heimer (1977), y por Mesulam y Rosene (1977). Estos dos primeros
procedimientos no consiguieron un alto rendimiento porque, por una parte, con el
método de Hardy y Heimer (1977) la sensibilidad era a lo sumo igual al método de la
benzidina de Mesulam (1976), mientras que con el propuesto por Mesulam y Rosene
(1977) se formaban excesivos artefactos cristalinos que complicaban la deteccion de la
HRP. Mesulam (1978) analiz6 con detalle todos los parametros que influian en la
reaccion histoquimica empleando la TMB como cromdgeno y el nitroprusiato de sodio
como estabilizante, y de este modo propuso un método de gran sensibilidad. El éxito del
procedimiento de Mesulam (1978) consiste en emplear la adecuada concentracion de
TMB, de nitroprusiato de sodio y de perdxido de hidrogeno, y realizar la incubacion
enzimatica a un pH de 3,3-3,7. Las modificaciones posteriores al método de Mesulam
han discurrido en el sentido de mejorar la estabilidad del precipitado y de adaptar el
material tanto para la microscopia Optica como para la microscopia electrénica de
transmision. El procedimiento histoquimico que se describe a continuacidon constituye
una modificacion del método original de Mesulam (1978). Las variantes introducidas
han sido: la sustitucion de etanol por dimetilsulféxido para disolver el TMB (Segade,
1980), la reduccion de la concentracion de nitroprusiato de sodio a 0,06% (Mesulam,
1982) y la de perdxido de hidrogeno a 0,0075%, la incubacion en la oscuridad
(Mesulam, 1981), el prolongamiento del tiempo de incubacion, la estabilizacion de las
secciones secadas al aire con salicilato de metilo (Adams, 1980), y, finalmente su
almacenamiento en frio (Kalia y Welles, 1980). Los portaobjetos preparados en nuestro
laboratorio siguiendo este método han permanecido intactos durante 2-3 afios, sin que
ellos se apreciase ningun deterioro, mientras que los que fueron preparados por otras
técnicas (Mesulam, 1978, 1981, 1982) su vida media no ha sido superior a la de pocos
meses. Esto probablemente es debido al reemplazamiento del etanol por DMSO, debido
a que el alcohol desestabiliza el producto de reaccion azul incluso a bajas
concentraciones. Esta técnica ya ha sido descrita por Segade (1987) y Segade et al.

(1990).
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a) Soluciones

Solucion de preincubacion:

e TMB (T2885, Sigma) 10 mg
e DMSO 2 ml
e Nitroprusiato de sodio (106541, Merck) 120 mg
e Tampoén ClH/acetato sédico 0,05 M pH 3,3 200 ml

Se disuelve el TMB en el DMSO, y el nitroprusiato de sodio en el tampdn
ClH/acetato sddico. A continuacion ambas soluciones son mezcladas inmediatamente

antes de ser utilizadas, obteniéndose una disolucion de pH 3,7 aproximadamente.

Solucion de incubacion:

Se elabora de la misma forma que la solucion de preincubacion, pero a la que a
mayores se le anaden 5 ml de una solucién acuosa de peroxido de hidrogeno al 0,3%.
Esta solucion de peroxido de hidrogeno se prepara mezclando 1 ml de peroxido de
hidrogeno al 30% con 99 ml de agua destilada. El peroxido de hidrogeno al 0,3% debe
afadirse, al igual que ocurre con el DAB, segundos antes de iniciar la incubacion
enzimatica. La adicion del peroxido de hidrogeno induce un cambio de color del bafio

de incubacion, pasando de una tonalidad amarillenta a verdosa.

b) Procedimiento

- Preincubar las secciones durante 20 minutos, en la oscuridad y a 20-25°C.

- Incubar las secciones durante 20-40 minutos, también en la oscuridad y a 20-25°C.

- Lavar en agua destilada, debiendo pincelar las secciones para eliminar posibles
artefactos.

- Recoger las secciones en portaobjetos pretratados con gelatina (104078, Merck) al
1% y dejar secar al aire.

- Una vez secas, sumergir durante unos minutos en salicilato de metilo (106070,
Merck), aclarar con xileno (el tiempo necesario para que desaparezcan las burbujas
de aire que acostumbran a quedar en los vasos sanguineos) y poner los cubreobjetos
utilizando como resina de montaje Entellan.

- Tras el secado de la resina (30-60 minutos), almacenar los portaobjetos a una

temperatura de 2-4°C.
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3.4. Estimulacion quimica nociceptiva

La induccién de inmunorreactividad de c-fos como consecuencia de la
aplicacion de estimulos de naturaleza quimica tales como factores troficos (Sharp et al.,
1989a), solucion salina hipertonica (Sharp et al., 1991) y farmacos convulsivantes
(Popovici et al., 1988), entre otros (Sonnenberg et al., 1989b; Dragunow y Faull, 1990),
ha sido frecuentemente empleada para determinar la activacion de neuronas centrales de

segundo orden o de un orden superior.

3.4.1. Sustancias quimicas nocivas utilizadas

En el presente trabajo, los compuestos quimicos empleados con la finalidad de
inducir un estimulo nociceptivo capaz de propiciar la expresion de c-fos en el sistema
nervioso central del cobaya fueron: la capsaicina, la formalina, el aceite de mostaza, y
dos farmacos GABA¢érgicos: el baclofeno y el faclofeno. Por otra parte, las dos ratas
utilizadas para establecer comparaciones con la expresion de c-fos en el complejo
nuclear sensitivo del trigémino del cobaya inicamente fueron estimuladas con el aceite

de mostaza.

a) Capsaicina

La capsaicina, el principio activo de los pimientos picantes del género
Capsicum, es un derivado quimico de la amida vanillil (8-metil-N-vanillil-6-
nonenamida) y cuyo peso molecular es 305,42 g/mol (Holzer, 1991). Aunque este
compuesto fue aislado por primera vez en 1846 (Thresh, 1846), su estructura quimica
no fue determinada hasta 1919 (Nelson, 1919), realizandose su sintesis completa una
década mas tarde (Spath y Darling 1930).

Las acciones de la capsaicina principalmente son debidas a la activacion de un
receptor especifico situado en la membrana de las células sensibles a dicha sustancia: el
receptor vaniloide subtipo 1 (Caterina et al., 1997); sin embargo, también se le han
atribuido otros efectos no mediados por este receptor, tales como inhibicidon de sistemas

enzimdticos (Shimomura et al., 1989; Wolvetang et al., 1996), induccion de la
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formacion de pseudocanales en las bicapas lipidicas (Feigin et al., 1995), alteracion de
la fluidez de la membrana (Meddings et al., 1991; Aranda et al., 1995) y bloqueo de los
canales de potasio (Castle, 1992; Kuenzi y Dale, 1996). El receptor vaniloide subtipo 1
(VR1), un miembro de la familia de canales ionicos excitadores TRP (Clapham, 2003),
es permeable a diversos cationes monovalentes, aunque muestra una notable preferencia
por cationes divalentes (Caterina et al., 1997; Wood et al., 1988, 1989), siendo la
secuencia de permeabilidad la siguiente: Ca®>Mg**>Na'~K'~Cs" (Szallasi y
Blumberg, 1999), de ahi que dicho receptor sea definido como un canal catiénico no
selectivo con preferencia por el calcio (Bevan y Szolcsanyi, 1990). Ademas de la
capsaicina (Caterina et al., 1997) y otros agentes vaniloides (Szallasi y Blumberg, 1999;
Liu et al., 2000), el calor nocivo (Caterina et al., 1997; Tominaga et al., 1998) y el pH
bajo (Bevan y Yeats, 1991; Bevan y Geppetti, 1994) también activan el VRI.
Asimismo, los protones (pH dacido) pueden actuar como agentes moduladores,
potenciando los efectos provocados por el calor (Caterina et al., 1997; Tominaga et al.,
1998) asi como por la capsaicina (Petersen y LaMotte, 1993; Kress et al., 1996), al
disminuir el umbral necesario para la activacion del canal por dichos agonistas. De
hecho, en concentraciones moderadamente acidicas (pH < 5,9), la temperatura ambiente
es capaz de activar el canal (Tominaga et al., 1998), de la misma forma que una
reduccion del pH de 7,6 a 6,3 el cual no es capaz de abrir el VR1, produce un aumento
(de hasta 5 veces) en la amplitud de la corriente provocada por la capsaicina (Caterina et
al., 1997).

Hasta hace pocos afios se creia que el VR1 estaba presente de manera exclusiva
en neuronas sensitivas primarias (Szallasi y Blumberg, 1990; Szallasi et al., 1993,
1994), tanto en su soma como en sus procesos central y periférico (Szallasi, 1995; Guo
et al., 1999); sin embargo, hoy en dia se sabe que aunque tiene preferencia por este tipo
de neuronas, varios nucleos del cerebro [p.ej. nucleos basales (Sasamura et al., 1998),
hipotalamo (Acs et al., 1996; Sasamura et al., 1998) y formacion reticular (Acs et al.,
1996)], asi como tejidos no neuronales, tales como mastocitos (Bird et al., 1998b),
queratinocitos epidérmicos (Inoue et al., 2002) y células gliales (Bir6 et al., 1998a),
también expresan el VRI1. Las neuronas aferentes primarias sensibles a la capsaicina
unicamente incluyen ciertas subpoblaciones neuronales, las cuales suelen
corresponderse con neuronas peptidérgicas, siendo la sustancia P la que presenta la
mejor correlacion con la sensibilidad a la capsaicina (Buck y Burks, 1986; Holzer,

1991), de pequeno o mediano didmetro (neuronas de tipo B) (Sugimoto et al., 1998c;
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Guo et al., 1999) y provistas de un axon amielinico delgado (Marsh et al., 1987; Jancso
y Lawson, 1990), principalmente del tipo de las fibras nociceptivas polimodales
(Konietzny y Hensel, 1983; Szolcsanyi, 1987). Sin embargo, debe ser enfatizado que no
todas la neuronas sensitivas que reunen las caracteristicas anteriormente citadas son
sensibles a la capsaicina, de la misma forma que también se ha comprobado que algunas
neuronas de didmetro grande y axon mielinizado delgado (fibras Ad) conectado a
nociceptores polimodales (Szolcsanyi et al., 1988; Hartung et al., 1989; lkeda et al.,
1997), asi como algunas neuronas con axén amielinico tipo C conectado a receptores
del calor (Foster y Ramage, 1981; Szolcsanyi, 1983), pueden ser estimuladas por la
capsaicina; lo que ha llevado a Holzer (1988, 1991) a concluir que las neuronas
aferentes primarias sensibles a la capsaicina son una poblacién neuronal morfolédgica,
neuroquimica y funcionalmente heterogénea.

Tras un primer contacto con la capsaicina en bajas dosis (en el rango de pg/Kg)
o concentraciones (en el rango de nM-uM), las neuronas aferentes son estimuladas
durante un corto periodo de tiempo (p.ej. Konietzny y Hensel, 1983; Szolcsanyi, 1987,
Szolcsanyi et al., 1988). Esta excitacion neuronal conlleva no so6lo la generacion de una
sensacion dolorosa (Szolcsanyi y Jancso-Gébor, 1975; Geppetti et al., 1988b) asi como
la activacion de reflejos protectores tales como estornudos, tos y broncoconstriccion en
respuesta a la irritacion de la via aérea (Lundberg y Saria, 1987; Geppetti et al., 1988b),
sino también una liberacion de neurotransmisores (p.ej. sustancia P) desde las
terminaciones nerviosas sensitivas periféricas activadas (Jessell et al., 1978; Gamse et
al., 1980), permitiéndoles a estas neuronas ejercer una funcion efectora local (Holzer,
1988), debido a que estas sustancias influencian diversas funciones tisulares locales,
tales como cambios en la permeabilidad vascular o en la actividad del musculo liso
(Lundberg et al., 1984). Después de la estimulacion inicial, la capsaicina produce una
desensibilizacion de las neuronas aferentes primarias, la cual puede persistir desde unas
pocas horas (Szolcsanyi, 1983; Szolcsanyi ef al., 1975) hasta algunos dias (Hayes et al.,
1981; Bittner y Lahann, 1984), asi como un bloqueo de la conduccion (Pini, 1983;
Chung et al., 1985; Baranowski et al., 1986; Such y Jancso, 1986). La exposicion de
estas neuronas sensitivas a dosis relativamente bajas de capsaicina las vuelve
refractarias Uinicamente a posteriores aplicaciones de la misma o sus congéneres (Dray
et al., 1989, Winter et al., 1990), mientras que dosis mayores pueden conllevar una

pérdida de la respuesta también a estimulos mecanicos nocivos (Szolcsanyi, 1987; He et
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al., 1990) y térmicos (Szolcsanyi, 1983, 1987) asi como a otras sustancias quimicas
(Szolcsanyi, 1987; He et al., 1990). A los pocos minutos de la administracion de
capsaicina perineural se produce un bloqueo de la conduccion (Pini, 1983; Baranowski
et al., 1986; Such y Jancso, 1986). Este bloqueo, en el huron (Baranowski ef al., 1986)
en el mono (Chung et al., 1985) y en el gato (Such y Jancso, 1986) inicamente se
observa en fibras aferentes delgadas, mientras que en la rata (Pini, 1983; Baranowski et
al., 1986), en el conejo y en el cobaya (Baranowski et al., 1986) afecta tanto a fibras
aferentes C y Ad como Aaf, siendo las fibras C del cobaya y el conejo menos sensibles
a la inhibicion de la conduccion que las de la rata (Baranowski et al., 1986). Pese a que
la desensibilizacion y el bloqueo de la conduccion son las consecuencias mas comunes
de la accion excitadora inicial de la capsaicina, en algunas ocasiones y previamente a la
aparicion de éstas, también es posible observar un aumento de la sensibilidad a
estimulos térmicos (Kenins, 1982; Konietzny y Hensel, 1983), mecanicos (Kenins,
1982) y quimicos (Green, 1989) nocivos, principalmente cuando se administran dosis
bajas de capsaicina reiteradamente. La administracion de altas dosis de capsaicina (en el
rango de mg/kg) tiene un claro efecto neurotéxico en neuronas aferentes sensitivas,
dependiendo la severidad del dafio ocasionado de la dosis, de la especie animal, de la
edad y de la via de administracion. El tratamiento sistémico de ratas recién nacidas con
una unica dosis de capsaicina de 50 mg/Kg produce una degeneracion permanente que
oscila desde aproximadamente el 65% (Jancso et al., 1977, 1980; Scadding, 1980) al
95% (Nagy et al., 1981,1983) de todas las fibras aferentes amielinicas, sin que se
produzca ningun cambio importante en aferentes mielinizadas. Sin embargo, con dosis
mayores de 50 mg/Kg, también se observa una reduccion [entre el 10% (Jancsé ef al.,
1980) y el 40% (Nagy et al., 1983)] en las fibras mielinizadas de pequeno calibre. La
aplicacion de 35 a 300 mg/Kg de capsaicina a ratas adultas produce efectos menos
pronunciados que en recién nacidas, observandose bien ninguna (Joo et al., 1969;
Szolcséanyi et al., 1975) o solamente una parcial (Jancs6 et al., 1985) degeneracion de
neuronas aferentes de tipo B. Por el contrario, en cobayas adultas, cuyas neuronas
aferentes de pequefio calibre (Buck et al, 1983) son ligeramente mas sensibles a la
accion neurotoxica de la capsaicina sistémica que aquellas de ratas recién nacidas (Nagy
et al., 1983), una dosis de 50 mg/Kg causa una rdpida degeneracion de fibras no
mielinizadas (Papka et al., 1984). La degeneracion de neuronas sensitivas ocasionada
por la capsaicina conlleva la aparicion de déficits neuroquimicos. La deplecion de la

sustancia P en tractos sensitivos de ratas adultas es observada tras la administracion
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subcutanea o intraperitoneal de 50-125 mg/Kg de capsaicina (Gamse et al., 1981;
Gamse, 1982), siendo la via intraperitoneal mas efectiva que la subcutanea (Gamse et
al., 1981).

Las acciones ejercidas por la capsaicina en neuronas sensitivas aferentes, han
estimulado el empleo de esta sustancia como agente analgésico para el tratamiento del
dolor en afecciones tales como la cefalea acuminada (Fusco ef al., 1991), la neuralgia
postherpética (Watson et al., 1988), la neuropatia diabética (Scheffler et al., 1991), el
sindrome post-mastectomia (Dini et al., 1993), la osteoartritis y artritis reumatoide
(Deal et al., 1991), el sindrome de Guillain-Barré (Morgenlander et al., 1990) y el
sindrome de boca ardiente (Huang et al., 1996), entre otras (Szallasi y Blumberg, 1999).

Las especies no mamiferas presentan baja sensibilidad a la acciéon de la
capsaicina. La administracion sistémica o local de esta sustancia en palomas y otros
péjaros no provoca o bien sbélo es ligeramente activa a la hora de inducir dolor o
reacciones nociceptivas (Mason y Maruniak, 1983; Szolcsanyi ef al., 1986; Sann et al.,
1987), de la misma forma que los anfibios son insensibles a los efectos neurotdxicos de
la capsaicina (Chéry-Croze et al., 1985). Por el contrario, la capsaicina act@ia como un
estimulante de neuronas sensitivas de pequefio calibre en numerosas especies de
mamiferos, entre las que se incluyen los humanos, la rata, el raton, el cobaya, el
hamster, el conejo, el gato, el perro, la cabra (Glinsukon et al., 1980; Szolcsanyi, 1990),
el cerdo (Pierau y Szolcsanyi, 1989; Alving et al., 1991) y el oso (Rogers, 1984), pese a
que se ha visto que existen importantes diferencias de especie en la susceptibilidad de
neuronas aferentes a la accion de la capsaicina. Por ejemplo, en el conejo, la aplicacion
de capsaicina a fibras nerviosas aferentes no conlleva ninguna degeneracion axonica
(Lynn y Shakhanbeh, 1988), mientras que una gran proporcion de fibras C de la rata
degeneran tras la administracion de la misma (Jancs6 y Lawson, 1990; Pini et al.,
1990). Igualmente, las acciones de la capsaicina presentan discrepancias asociadas con
la edad y el linaje. El grado de deplecion peptidica producida en neuronas sensitivas de
ratas Wistar es la misma cuando la capsaicina es dada a ratas recién nacidas que adultas
(Geppetti et al., 1988a), mientras que el tratamiento en ratas Sprague-Dawley recién

nacidas es mas efectivo que en adultas (Gamse et al., 1981).
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b) Formalina

La formalina, un irritante quimico cuya administracion se asocia con la aparicion
de lesion tisular (Clavelou et al., 1995; Fu et al., 2001), inflamacion (Brown et al.,
1968; Rosland et al., 1990; Wheeler-Aceto et al., 1990) y dolor (Wheeler-Aceto y
Cowan, 1991; Luccarini et al., 2004; Okamoto et al., 2004), ha sido extensamente
utilizada como estimulo nocivo en varias especies animales, tales como la rata
(Dubuisson y Dennis, 1977; Okamoto et al., 2004), el gato (Dubuisson y Dennis, 1977,
Chen et al., 1996), el ratén (Hunskaar et al., 1985; Hunskaar y Hole, 1987; Murray et
al., 1988; Kolesnikov et al., 2004), el cobaya (Wheeler-Aceto y Cowan, 1991) y el
mono (Alreja et al., 1984).

La inyeccién subcutdnea de formalina constituye un modelo experimental
animal de dolor inflamatorio moderado y persistente conocido como el test de la
formalina (Dubuisson y Dennis, 1977; Murray et al., 1988; Tjelsen et al., 1992). Dicho
test ha sido ampliamente utilizado para estudiar diversos estados dolorosos y sus
patofisiologias subyacentes (Coderre y Melzack, 1992a,b; Okamoto et al., 2004) asi
como para evaluar acciones antinociceptivas de farmacos analgésicos (Hunskaar et al.,
1985; Luccarini et al., 2004), dado que imita algunas de las caracteristicas del dolor
inflamatorio en humanos (Clavelou et al., 1995), lo que le convierte en un modelo
clinicamente més adecuado que otros test que inducen un dolor fasico de intensidad
umbral (Tjelsen et al., 1992).

Investigaciones de analisis de comportamiento han mostrado que tanto el test de
la formalina original (Coderre y Melzack, 1992a,b; Tjelsen et al., 1992; Cadet et al.,
1998), es decir, aquel en el que la formalina es inyectado subcutdineamente en la pata
posterior de animales de experimentacion, como las diferentes variantes que se han
hecho de dicho test, tales como el test de la formalina orofacial cutaneo (Clavelou ef al.,
1989, 1995; Eisenberg et al., 1996; Cadet et al., 1998) y profundo (Roveroni et al.,
2001; Okamoto et al., 2004, 2005) asi como el test de la formalina de la cola
(Kolesnikov et al., 2004), inducen una serie de reacciones nociceptivas que en conjunto
constituyen la denominada ‘“conducta relacionada con el dolor”. La conducta
relacionada con el dolor es, generalmente, una respuesta bifasica motora caracterizada
por presentar un periodo de actividad inmediato (a los pocos segundos) y de corta

duracion (3-5 minutos) observado inmediatamente tras la inyeccion (primera fase), y el



108 Material y métodos

cual tras una fase de relativa inactividad (5-10 minutos) es seguido por una respuesta
mas tardia (a los 10-15 minutos) y prolongada, de aproximadamente 20-40 minutos
(segunda fase) (Dubuisson y Dennis, 1977; Clavelou et al., 1989; Coderre y Melzack,
1992b). Estos dos componentes de la respuesta inducida por la formalina se ha visto que
estan relacionados con las dos modalidades de sensibilidad nociceptiva: aguda/fasica y
cronica/tonica, respectivamente (Dennis y Melzack, 1979; Eisenberg et al., 1996).

La fase temprana y transitoria que se produce inmediatamente tras la inyeccion
de formalina, se debe a una activacion directa de los nociceptores periféricos
mielinizados y no mielinizados por la formalina (Dubuisson y Dennis, 1977). La fase
tonica tardia depende igualmente de la conduccidon en fibras aferentes primarias,
especialmente fibras C (Dallel et al., 1995; Puig y Sorkin, 1995; Taylor et al., 1995;
MccCall et al., 1996), asi como de la inflamacion tisular periférica que se desarrolla en el
lugar de la inyeccion (Dubuisson y Dennis, 1977; Tjelsen et al., 1992; Eisenberg et al.,
1996) y de cambios inducidos por la actividad neuronal generada en la primera fase en
el sistema nervioso central (es decir, sensibilizacion central) (Dickenson y Sullivan,
1987b; Coderre et al., 1990, 1993) y en los cuales estan implicados amino &cidos
excitadores, la sustancia P y los receptores correspondientes (Haley et al, 1990;
Coderre, y Melzack, 1992a; Wiertelak et al., 1994; Woolf, y Doubell, 1994). El periodo
inactivo es el resultado de una inhibicion de la transmision nociceptiva mediada por la
activacion de los receptores GABA, mediante el neurotransmisor GABA (acido
gammaaminobutirico), el cual es liberado 10 minutos tras de la inyeccion de formalina
(Kaneko y Hammond, 1997).

Los comportamientos nociceptivos inducidos por la formalina son sensibles a
cambios en la temperatura ambiente (Rosland, 1991; Hole y Tjelsen, 1993; Abbott et
al., 1995), a la edad (Wheeler-Aceto y Cowan, 1991), a determinados anestésicos
(O’Connor y Abram, 1995; Taylor et al., 1997) asi como a sustancias que deprimen la
actividad motora (Rosland et al., 1987; Wheeler-Aceto y Cowan, 1991; Jourdan ef al.,
1997) y a nuevas situaciones medioambientales y/o de evaluacion (Tjelsen et al., 1992;
Harris y Westbrook, 1994; Abbott et al., 1995). Ademas, el nivel de estrés del animal
(Fanselow, 1985; Abbott et al., 1986), el lugar de inyeccion (Raboisson y Dallel, 2004),
la especie (Wheeler-Aceto y Cowan, 1991) e incluso el linaje (Abbott et al., 1995)
pueden influenciar dichas respuestas. Pese a que el test de la formalina es un modelo
fiable para el estudio de la nocicepcion, especialmente si se emplea una combinacion de

varios comportamientos antes que cualquier reaccion individual (Tjelsen ef al., 1992;
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Coderre et al., 1993; Abbott et al., 1995; Roveroni et al., 2001), siempre que se realicen
estudios farmacologicos o fisiologicos, los factores anteriormente citados deben ser
controlados con el fin de evitar una disminucion en la sensibilidad del test y de esta
forma prevenir un enmascaramiento de los efectos de la droga que esté siendo evaluada.

La formalina también ha sido utilizada como estimulo nocivo en investigaciones
electrofisiologicas (p.ej. Dickenson y Sullivan, 1987a,b; Haley et al., 1989, 1990;
Raboisson et al., 1991, 1995), observandose que tanto neuronas nociceptivas especificas
(Raboisson et al., 1991) como neuronas de limite vasto y dindmico (Banna et al., 1986;
Dickenson y Sullivan, 1987a,b; Haley et al., 1989, 1990; Sotgiu, 1989; Raboisson et al.,
1991, 1995; Porro y Cavazzuti, 1993) del asta dorsal de la médula espinal (Banna et al.,
1986; Dickenson y Sullivan, 1987a,b; Haley et al., 1989, 1990; Pertovaara y Tukeva,
1989; Sotgiu, 1989; Porro y Cavazzuti, 1993) y del nucleo espinal trigeminal
(Raboisson et al, 1991, 1995) son excitadas tras la inyeccion de formalina. Sin
embargo, la actividad inducida por la formalina en neuronas nociceptivas se caracteriza
por presentar un perfil heterogéneo: mientras que en algunas la respuesta es monofasica
(Banna et al., 1986; Pertovaara y Tukeva, 1989; Raboisson et al., 1991, 1995), en otras
se observa un aumento de doble pico en sus descargas neuronales (Banna et al., 1986;
Dickenson y Sullivan, 1987a,b; Haley et al., 1989, 1990; Sotgiu, 1989; Raboisson ef al.,
1991, 1995), el cual se correlaciona desde el punto de vista temporal con las reacciones
bifasicas de comportamiento (Dickenson y Sullivan, 1987b; Sotgiu, 1989; Raboisson et
al., 1991). El estudio de las respuestas de neuronas nociceptivas a la administracién de
formalina ha contribuido a esclarecer qué ntcleos estan implicados en el procesamiento

de cada una de las dos modalidades de sensibilidad nociceptiva (Raboisson et al., 1995).

¢) Aceite de mostaza

El aceite de mostaza (isotiocianato de alilo), un potente irritante quimico
(Szolcsanyi, 1977), es el principio pungente de diversas plantas del género Brassica
(p.ej. B. nigra, B. juncea) (Banvolgyi et al., 2004) y el cual ha sido ampliamente
utilizado, junto con la capsaicina (Holzer, 1988), para inducir reacciones inflamatorias
bajo condiciones experimentales (Reeh et al., 1986; Louis et al., 1989; Lippe et al.,

1993; Inoue et al., 1997; Bester et al., 1998; Pintér et al., 1999; Banvolgyi et al., 2004).
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Este compuesto media sus efectos a través de la activacion del receptor
ANKTMI (Jordt et al., 2004), un canal i6nico no selectivo permeable al calcio que, al
igual que el VR, pertenece a la familia de canales excitadores TRP (Clapham, 2003) y
puede ser bloqueado por el rojo de rutenio (Story et al., 2003; Jordt et al., 2004), un
inhibidor no especifico del VR1 (Szallasi y Blumberg, 1999). El receptor ANKTM1
interviene en la termosensacion, concretamente, es activado por estimulos térmicos
inferiores a 20°C, de ahi que se defina como un detector del frio nocivo (Story et al.,
2003).

El aceite de mostaza estimula una subpoblacioén de neuronas sensitivas primarias
peptidérgicas (p.ej. CGRP- o sustancia P-inmunorreactivas) (Story et al., 2003; Jordt et
al., 2004) nociceptivas polimodales (Reeh et al, 1986; Fitzgerald, 1987),
principalmente provistas de axones amielinicos (fibras C) (Reeh et al., 1986; Woolf y
Wall, 1986; Fitzgerald, 1987; Story et al., 2003), pero también mielinizados de pequeiio
calibre (fibras Ad) (Harris y Ryall, 1988; Story et al., 2003), siendo muchas de ellas
también sensibles a la capsaicina (Woolf'y Wall, 1986; Story et al., 2003; Banvolgyi et
al., 2004; Jordt et al., 2004). Particularmente se ha visto que el 97% (100/103) de las
neuronas del ganglio de la raiz dorsal que expresan el receptor ANKTMI1 también
presentan el VR1, mientras que el 30% (100/336) de las neuronas que expresan el VR1
también presentan el receptor ANKTMI1 (Story et al., 2003). Esta amplia colocalizacion
justifica la ausencia de efectos asociados al aceite de mostaza posteriormente a la
realizacion de un pretratamiento con capsaicina en dosis suficientes para inducir
degeneracion neuronal (p.ej. Lippe ef al., 1993).

El aceite de mostaza aplicado topicamente en la superficie cutdnea activa
terminaciones nerviosas sensitivas periféricas subyacentes, produciendo una sensacion
dolorosa quemante (Handwerker et al., 1991), que es seguida por el desarrollo de una
reaccion inflamatoria (Reeh et al., 1986; Louis et al., 1989; Lippe et al., 1993; Inoue et
al., 1997; Bester et al., 1998; Pintér et al., 1999; Banvolgyi et al., 2004) y por la
aparicion de sensibilizacion, caracterizandose esta Ultima por cursar con hiperalgesia y
alodinia (Koltzenburg et al., 1992).

Aunque en un principio, en base a la inefectividad del aceite de mostaza para
inducir efectos inflamatorios en regiones cutdneas desnervadas (Jancso et al., 1967,
1977; Lippe et al., 1993; Bester et al., 1998), se creia que dicha sustancia unicamente

inducia una respuesta inflamatoria de tipo neurogénico, actualmente se sabe que la
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reaccion inflamatoria estd mediada tanto por mecanismos neurogénicos como no
neurogénicos (Banvolgyi ef al., 2004).

La neuroinflamacion cursa con vasodilatacion y un aumento en la permeabilidad
vascular, que conlleva la extravasacion de proteinas plasmaticas con la posterior
formacion de edema (Reeh et al., 1986; Louis ef al., 1989; Lippe et al., 1993; Inoue et
al., 1997; Bester et al., 1998; Pintér et al., 1999; Banvolgyi et al., 2004). Estos efectos
son debidos a la accidon de transmisores peptidicos vasoactivos (fundamentalmente
sustancia P y CGRP) que son liberados desde terminaciones nerviosas periféricas
sensibles a la capsaicina (Jancso et al., 1967, 1977; Louis et al., 1989; Inoue et al.,
1997; Gamse et al., 1980), ya que el tratamiento con dosis neurotdxicas de capsaicina
(Jancso et al., 1977; Lippe et al., 1993; Holzer y Joci¢, 1994; Inoue et al., 1997), la cual
produce una deplecion de los péptidos presentes en dichas terminaciones (Holzer,
1991), o la administracion de antagonistas de los receptores para dichos neuropéptidos
(p-¢j. SR 140333, un antagonista selectivo no peptidico del receptor NK;) (Amann et
al., 1995; Inoue et al., 1997; Pintér et al., 1999; Banvolgyi et al., 2004) previamente a la
aplicacion del aceite de mostaza, conllevan la ausencia de efectos inflamatorios.
Concretamente, el componente exudativo de la respuesta inflamatoria es en gran medida
justificado por la sustancia P (Lembeck y Holzer, 1979; Louis et al., 1989; Lembeck et
al., 1992; Amann et al., 2000; Banvolgyi et al., 2004), el miembro mas conocido de la
familia de las taquicininas, al actuar mediante el receptor NK;, frecuentemente situado
en células endoteliales postcapilares (O Flynn et al., 1989; Guard y Watson, 1991;
McDonald et al., 1996) y al inducir la liberacion de aminas vasoactivas desde
mastocitos situados en cercana proximidad a espacios perivasculares (Erjavec et al.,
1981; Fewtrell et al., 1982); mientras que la hiperemia, es mediada por la sustancia P
(Lembeck y Holzer, 1979; Louis et al., 1989) y por el CGRP (Brain et al., 1985; Louis
et al., 1989), y también en parte por el 6xido nitrico derivado de las células endoteliales
(Lippe et al., 1993), el cual es sabido que participa en la accién vasodilatadora de la
sustancia P (Furchgott, 1984; Whittle et al., 1989; Schini et al., 1990), pero no en la
hiperemia inducida por el CGRP (Ralevic ef al., 1992). El CGRP por si mismo no
produce extravasacion de proteinas plasmaticas (Brain y Williams, 1985), sin embargo
cuando es administrado conjuntamente con la sustancia P potencia el aumento de la
permeabilidad inducido por esta taquicinina (Gamse y Saria, 1985; Louis et al., 1989).

La administracion repetitiva de aceite de mostaza da lugar a una reaccion

inflamatoria que cursa con cambios vasculares tardios (edema sostenido) que son
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seguidos por eventos celulares (acumulacion de leucocitos), y los cuales son
independientes de mecanismos neurogénicos, ya que no son inhibidos ni por el
pretratamiento con capsaicina ni por el antagonista del receptor NK;, SR140333, lo que
excluye la participacion de neuropéptidos sensitivos en dicha reaccioén (Banvolgyi et al.,

2004).

d) Farmacos GABAérgicos

El GABA es el neurotransmisor inhibidor por excelencia del sistema nervioso
central de los vertebrados, seguido por la glicina. Se ha estimado que este aminoacido es
utilizado por lo menos por un 40% de las neuronas y por las células gliales (Burt y
Kamatchi, 1991; Zorumski y Isenberg, 1991) y que aproximadamente un tercio de todas
las sinapsis del sistema nervioso central son GABAérgicas (Gaillard, 1989).

El GABA inhibe la excitabilidad neuronal al actuar sobre dos clases de
receptores: el receptor ionotrépico GABA, o complejo receptor GABAA (CRGA) y el
receptor metabotropico GABABg, siendo la mayoria de los efectos inhibitorios rapidos de
este neurotransmisor mediados por el receptor GABA4 y los inhibitorios lentos por el
receptor GABAg (Salazar, 2005).

El GABA al interaccionar con el receptor GABA,, induce la apertura de canales
ionicos selectivos para el cloro, lo que conlleva un aumento de la conductancia hacia el
interior de las neuronas que desencadena la hiperpolarizacion de la membrana
postsinaptica, resultando finalmente en una inhibicion de su actividad (Roberts et al.,
1986; Sawynok, 1987). El CRGA es activado directamente por el muscimol, e inhibido
competitivamente por la bicuculina, y no competitivamente por la picrotoxina
(Takemura et al., 2000b).

El receptor GABAg comprende un lugar de reconocimiento y un canal iénico de
calcio o de potasio, con los que estd acoplado indirectamente mediante proteinas
ligadoras de nucleodtidos de guanina, también conocidas como proteinas G (Roberts et
al., 1986; Sawynok, 1987). En general, la activacion del receptor GABAg en neuronas
periféricas, como las del ganglio raquideo posterior, induce una reduccion de la entrada
de calcio en la célula, mientras que en el sistema nervioso central, como en el caso de
las células piramidales del hipocampo, produce un aumento del flujo de potasio hacia el

exterior de la neurona (Bittiger, 1989; Allan y Harris, 1989). Entre los antagonistas del
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receptor GABAp cabe destacar al faclofeno y entre los agonistas al baclofeno
(Takemura et al., 2001). Mientras que el faclofeno, y en general, todos los agentes que
bloquean al GABA no tienen aplicacion clinica porque generan convulsiones (Salazar,
2005); el baclofeno es de amplio uso en la clinica diaria como agente antiespastico,
relajante muscular (Penn et al., 1989) y antinociceptivo, especialmente en cuadros
agudos o fasicos (Fromm y Terrence, 1987).

El sistema GABA¢érgico ha sido implicado en la etiopatogenia de diversas
condiciones patoldgicas tales como los trastornos de la memoria (p.ej. enfermedad de
Alzheimer), las encefalopatias metabdlicas (de tipo hepatico o urémico), la epilepsia, el
dolor, la depresion, la esquizofrenia, la ansiedad, los trastornos del movimiento (p.e;j.
enfermedad de Parkinson) y del tono muscular (p.ej. espasticidad), los tumores
cerebrales, el abuso de alcohol y de otras sustancias (p.ej. las benzodiacepinas), las
alteraciones del suefo, la isquemia y edema cerebral, y las porfirias (Gaillard, 1989;
Lloyd et al., 1990; Burt y Kamatchi, 1991; Zorumski y Isenberg, 1991).

De especial interés resulta la sustancial evidencia que indica que el GABA esta
intimamente implicado en la nocicepcion a través de acciones ejercidas a niveles
espinales (segmentales) y supraespinales (Roberts et al., 1986; Sawynok, 1987). Sin
embargo, los efectos de farmacos GABAérgicos en el procesamiento sensitivo varia de
acuerdo con la via de administracion, el lugar de accion, la modalidad sensitiva y la
intensidad del estimulo (Sawynok, 1987). Por ejemplo, la administracion sistémica del
muscimol se ha visto que produce antinocicepcion (Sawynok, 1987), mientras que
cuando este fairmaco es administrado supraespinalmente produce un aumento de las
respuestas nociceptivas (Heinricher y Kaplan, 1991).

En el campo orofacial una entidad de gran relevancia es la neuralgia trigeminal,
en la cual se ha visto que tiene gran utilidad el baclofeno (Fromm et al., 1984), siendo
mas potente el L-isomero que la forma racémica (Fromm y Terrence, 1987).
Experimentalmente se ha observado que la administracion sistémica de baclofeno es
capaz de inhibir, casi completamente, la expresion de c-fos inducida por estimulacion
del ganglio de Gasser no sélo en el ntcleo caudal sino también en los nucleos rostrales
del complejo nuclear sensitivo del trigémino, concretamente en el nucleo principal,
divisiéon dorsomedial del ntcleo oral y division dorsomedial del nucleo interpolar
(Takemura et al., 2001). De particular interés es la reduccion de las neuronas c-fos
positivas tanto en el niicleo caudal como en la division dorsomedial del nucleo oral, los

cuales estan implicados en la nocicepcion facial (Dallel et al., 1988) e intraoral (Dallel
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et al., 1990), respectivamente. Esta reduccion de la inmunorreactividad de c-fos asi
como la aplicacion clinica del baclofeno en la terapéutica de la neuralgia trigeminal ha
sido asociada con el incremento de la inhibicion segmentaria mediada por el GABA en

el complejo nuclear sensitivo del trigémino (Fromm et al., 1992).

3.4.2. Técnica operatoria

Todos los procedimientos de investigacion fueron efectuados mediante técnicas
asépticas y bajo anestesia general, adoptandose en todo momento los cuidados
postoperatorios y practicandose los procedimientos analgésicos pertinentes con el fin de
reducir al minimo el sufrimiento de los animales. Los experimentos fueron llevados a
cabo de acuerdo con las normas éticas recomendadas por la Asociacion Internacional
para el Estudio del Dolor (IASP) (Zimmermann, 1983).

Las ratas empleadas para establecer un estudio comparativo con la expresion de
c-fos inducida en los cobayas fueron tratadas de la misma manera que estos ultimos
animales, por lo que todos los procedimientos que desarrollamos a continuacién
(apartados 3.4.2-3.4.4) son comunes a ambas especies, a pesar de que en todo momento
nos referiremos a los cobayas.

El dia anterior a la estimulacion, los cobayas fueron rasurados en la region de las
vibrisas, previa anestesia mediante inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sodico o
pentotal sédico (Abbott) (30-40 mg/Kg de peso). Seguidamente los animales fueron
colocados en jaulas individuales hasta el momento de iniciar los procedimientos de
estimulacion, permitiéndoseles tener acceso a comida y agua ad libitum.

Entre 5 y 8 horas antes de proceder a la inyeccion del irritante quimico nocivo,
los cobayas fueron moderadamente anestesiados mediante inyeccion intraperitoneal de
pentobarbital soédico (45-60 mg/Kg de peso). Durante este tiempo, los animales
permanecieron en una habitacion cerrada en ausencia de estimulos ambientales (p.ej.
ruidos y luz) y el grado de anestesia adecuado fue mantenido con dosis suplementarias
de este mismo anestésico (10-20 mg/Kg de peso). Ademas, la vascularizacion de los
tejidos cutaneos fue periddicamente chequeada observando el color de las extremidades,
asi como su capacidad para regresar rapidamente a su estado previo tras la aplicacion de

presion.
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Finalmente, a los cobayas les fue inyectado, mediante una microjeringa
Hamilton y a temperatura ambiente, la capsaicina (M2028, Sigma), el aceite de mostaza
(377430, Aldrich) o la formalina (104005, Merck). Para poder determinar la influencia
del sistema GABAérgico en la expresion de c-fos inducida por el aceite de mostaza, a
algunos de los animales que fueron estimulados con dicha sustancia les fue
administrado sistémicamente 10 minutos antes de la aplicacion de la misma, también
mediante una microjeringa Hamilton y a temperatura ambiente, el agonista del receptor
GABAj baclofeno (B5399, Sigma) o el antagonista del receptor GABAg faclofeno
(P118, Sigma) (Tabla 4).

Por otra parte y con la finalidad de controlar efectos no especificos relacionados
con el procedimiento de inyeccion, a 3 cobayas se les inyectod aceite mineral (M8410,
Sigma; grupo control 1) y a otros 3 cobayas solucion salina con 7,5% de DMSO (grupo
control 2). Igualmente, para determinar la inmunorreactividad de c-fos de fondo y/o los
efectos relacionados con la anestesia, 3 cobayas fueron anestesiados, siguiendo la pauta
anteriormente descrita, sin aplicarseles ninglin otro tratamiento (grupo control 3) (Tabla
4).

Los diferentes grupos de animales utilizados para estudiar la expresion c-fos
fueron sacrificados a las 2 horas de la estimulacion. El tiempo de supervivencia o
postoperatorio utilizado, entendiéndose por éste el espacio de tiempo que media desde
la aplicacion del estimulo y el sacrificio del animal, fue elegido debido a que tras la
aplicacion de estimulos nocivos breves, la inmunorreactividad de c-fos es méaxima a las
2 horas de la administracion de los mismos, disminuyendo progresivamente con
intervalos de tiempo mayores (Williams et al., 1990; Bullitt et al., 1992; Luo et al.,
1998).

3.4.3. Perfusion. Fijacion. Almacenamiento y seccion de los bloques de tejido

nervioso

La optima deteccion de la proteina c-fos ademds de estar influenciada por el
anticuerpo primario empleado (Caston—Balderrama et al., 1998) también depende del
tipo de fijador utilizado (Sharp et al., 1991; Hoffman et al., 1992, 1993). La solucién
fijadora ideal debe conservar los tejidos adecuadamente para que puedan ser

seccionados en el vibratomo o criostato y permitir realizar estudios tanto con
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700 g 50 pl Vibrisas izquierda
700 g S o 75 ul Vibrisas izquierda
750 g 50 pl Vibrisas derecha
750 g 65 ul Vibrisas derecha
700 g 50 pul Vibrisas derecha
700 g Capsaicina al 0,005% en solucion 75 ul Vibrisas derecha
650 g salina con 7,5% de DMSO 50 pl Vibrisas derecha
800 g 75 ul Vibrisas derecha
600 g 50 pl Vibrisas izquierda
500 g Aceite de mostaza al 20% en aceite 50 ul Vibrisas izquierda
800 g mineral 50 pl Vibrisas izquierda
750 g 50 pl Vibrisas izquierda

Faclofeno en solucion salina con 30%

2mg/kg Intraperitoneal
de metanol
650 g
Aceite de mostaza al 20% en aceite L
. 50 ul Vibrisas izquierda
mineral
Faclofeno en solucion salina con 30% )
2mg/kg Intraperitoneal
de metanol
825¢g
Aceite de mostaza al 20% en aceite o
. 50 pl Vibrisas izquierda
mineral
Faclofeno en solucion salina con 30% )
2mg/kg Intraperitoneal
de metanol
700 g
Aceite de mostaza al 20% en aceite S
. 50 ul Vibrisas izquierda
mineral
Faclofeno en solucion salina con 30% )
2mg/kg Intraperitoneal
de metanol
800 g
Aceite de mostaza al 20% en aceite
. 50 pl Vibrisas derecha
mineral
Baclofeno en PBS 0,1M pH 7,4 con )
20mg/kg Intraperitoneal
40% de HC1 0,2N
650 g
Aceite de mostaza al 20% en aceite S
50 ul Vibrisas izquierda

mineral
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Baclofeno en PBS 0,1M pH 7,4 con

20mg/kg Intraperitoneal
40% de HCI1 0,2N
018 800 g
Aceite de mostaza al 20% en aceite o
: 50 ul Vibrisas izquierda
mineral
Baclofeno en PBS 0,1M pH 7,4 con )
20mg/kg Intraperitoneal
40% de HC1 0,2N
019 775 g
Aceite de mostaza al 20% en aceite o
) 50 pl Vibrisas derecha
mineral
Baclofeno en PBS 0,1M pH 7,4 con
20mg/kg Intraperitoneal
40% de HCI1 0,2N
020 800 g
Aceite de mostaza al 20% en aceite o
i 50 ul Vibrisas derecha
mineral
021 850 g 50 pl Vibrisas izquierda
022 875 ¢ Solucién salina con 7,5% de DMSO 50 ul Vibrisas izquierda
023 800 g 50 pl Vibrisas derecha
024 725 g 50 pl Vibrisas izquierda
025 650 g Aceite mineral 50 pl Vibrisas izquierda
026 750 g 50 pl Vibrisas derecha
027 875¢g --- ---
028 800 g Control con anestesia — —
029 775 g --- ---

Tabla 4. Sustancias utilizadas en la estimulaciéon, dosis administradas y lugar de aplicacion de las
mismas.

microscopia optica como con microscopia electronica de transmision (Segade et al.,
1980).

El paraformaldehido al 4% tamponado, un fijador reticulante que actua mediante
la formacion de puentes metileno entre los aminodcidos, ha sido ampliamente usado en
investigaciones dirigidas a cuantificar la inmunorreactividad de c-fos bajo diversas
condiciones de estimulacion, tales como convulsiones (Morgan et al, 1987),
deshidratacion (Sagar et al., 1988), hiperosmolaridad aguda (Sharp et al., 1991),
estimulacion eléctrica o nociva (Hunt er al., 1987), lesion cerebral (Dragunow y
Robertson, 1988b) y administracion del factor de crecimiento nervioso (Curran y

Morgan, 1985) o de hormonas (Hoffman et al., 1990). En todos estos casos se ha visto
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que este fijador preservaba correctamente la morfologia tisular, al mismo tiempo que la
uniodn cruzada de proteinas no impedia la penetracion subsiguiente del anticuerpo.

Sin embargo, con la finalidad de mejorar la deteccién de la proteina c-fos la
adicion de acroleina a la solucion fijadora ha sido empleada por diversos investigadores
(Hoffman et al., 1991, 1992, 1993). La acroleina, un monoaldehido altamente reactivo,
penetra y estabiliza proteinas riapidamente al unirse con las terminaciones de
aminodcidos libres, al mismo tiempo que cuando se emplea en concentraciones diluidas
durante cortos intervalos de tiempo preserva la morfologia tisular sin destruir la
antigenicidad fos (King et. al, 1983, Caston-Balderrama ef. al, 1998). Mas
especificamente, se ha visto que la fijacion con acroleina al 2,5% en paraformaldehido
al 4% tamponado induce un aumento global de la deteccion de la proteina c-fos en el
tejido cerebral, siendo la tincion nuclear mas inequivoca y obteniéndose una substancial
reduccion de la tincion de fondo en comparacion a cuando como solucion fijadora solo
se emplea paraformaldehido al 4% tamponado (Caston-Balderrama et. al., 1998).

En virtud de todas las ventajas expuestas anteriormente en relacion a la adicion
de acroleina a la solucidn fijadora, en el presente trabajo se ha realizado la perfusion de
los animales de experimentacion destinados al estudio de la inmunorreactividad de c-fos
alternando paraformaldehido al 4% tamponado con acroleina al 1,25% en
paraformaldehido al 4% tamponado. La reduccién en la concentracion de acroleina
empleada con respecto a otras investigaciones previas (Hoffman et al., 1991; Caston—
Balderrama et. al., 1998) se ha hecho para minimizar la exposicion potencialmente
dafiina de los investigadores a este fijador toxico y para evitar la aparicion de falsos
positivos observada en nuestro laboratorio (datos sin publicar) cuando se empleaban

concentraciones superiores al 1,25%.

a) Soluciones empleadas en la perfusion

La perfusion de los animales de experimentacion se llevo a cabo mediante el
empleo de una solucion salina fisioldgica y dos tipos de soluciones fijadoras.
- Solucién salina fisiologica:
e Cloruro sodico (106404, Merck): 09¢g
e Nitrito sodico (822285, Merck): 0,1g
e Heparina (Rovi): 10.000-20.000 U.I.
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e Agua destilada: 100 ml
- Solucion fijadora C:
Paraformaldehido al 4% y acroleina (01680, Fluka) al 1,25% en tampo6n fosfato
salino 0,1 M pH 7.4.
- Solucion fijadora D:

Paraformaldehido al 4% en tampodn fosfato salino 0,1 M pH 7.,4.

b) Técnica de perfusion

Los cobayas fueron reanestesiados profundamente mediante inyecciones
intraperitoneales de uno de los dos anestésicos anteriormente citados (50-70 mg/Kg de
peso) e inmovilizados sobre la mesa de operaciones en posicion decubito supino.
Durante el procedimiento quirtrgico, y cuando fue necesario, el grado de anestesia
optimo fue mantenido con dosis suplementarias de éter dietilico (192770, Panreac),
aplicado periddicamente cerca de las narinas mediante algodones humedecidos en esta
sustancia.

Previo rasuramiento de los cobayas a nivel toracico y abdominal, se realiz6 una
incision longitudinal y medial, con la ayuda de un bisturi, desde la escotadura yugular
del esternon hasta la parte caudal del abdomen, separdndose a continuacion el
tegumento a ambos lados mediante mosquitos y separadores. Seguidamente, con unas
tijeras finas se procedid a hacer una incision longitudinal y media en la pared
abdominal, separandose las visceras con el fin de poder visualizar el diafragma para su
posterior seccionamiento. A continuacioén, con unas tijeras gruesas se abrio la cavidad
toracica, realizandose maniobras de hemostasia en la parrilla costal mediante un
mosquito. Una vez que el corazon fue totalmente visible, se clampd la aorta toracica y
se aislo la aorta ascendente con unas pinzas pequefias y curvas; inmediatamente se hizo
una incision a nivel del apex del corazdn, a través del cual se introdujo una canula, que
estaba conectada con un catéter, hasta el cayado de la aorta fijdndose a esta altura con
un mosquito.

Acto seguido y después de realizar un corte a nivel de la auricula derecha, los
animales fueron perfundidos a través de la aorta ascendente. En primer lugar, fueron
inyectados rapidamente (20-40 segundos) a 35°C 120 ml de la solucion salina

fisiologica con el fin de evitar el colapso de los vasos y prevenir la formacion de
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coagulos sanguineos, facilitando de esta forma el posterior paso del fijador. Una vez
eliminada la sangre del arbol vascular, los cobayas fueron perfundidos durante 5-10
minutos con 300 ml de la soluciéon fijadora C a una temperatura de unos 4°C,
completandose finalmente la perfusion con 1,2 litros de la solucion fijadora D, también
a 4°C, aplicada durante 35-40 minutos.

Esta misma pauta de perfusion fue utilizada en los cobayas reservados para el
analisis topografico de la organizacion nuclear del tronco encefélico y médula espinal

cervical superior.

¢) Extraccion del encéfalo y médula espinal: postfijacion

Tras la perfusion, se procedio a la extraccion del encéfalo de la boveda craneal y
de la médula cervical del conducto vertebral, realizandose la diseccién del tronco
encefalico y de la médula espinal en un solo bloque. Para mejor visibilidad, todas los
procedimientos de extraccion fueron efectuados mediante el empleo de una lupa y
aporte adicional de luz fria.

Primeramente fue aislada la cabeza y el cuello del resto del cuerpo, para facilitar
las posteriores maniobras de extraccion, retirdndose seguidamente con un cincel los
tejidos blandos (piel, musculos, tejido adiposo) hasta lograr tener acceso directo a la
estructura 6sea. A continuacion, ayudandose alternativamente de tijeras y gubias de
distintos tamafios, se realizd una ostectomia de los huesos craneales discurriendo en
sentido fronto-occipital y se eliminaron los arcos vertebrales cervicales teniendo sumo
cuidado de no dafiar la region dorsal de la médula espinal. Con la finalidad de extraer el
tronco encefalico y la médula cervical, se extirp6 el cerebelo tras seccionar los tres
pares de pedunculos cerebelosos, se extrajo el cerebro, para lo cual se efectué una
incision inmediatamente rostral a los coliculos superiores, y se cortaron los nervios
craneales y las raices anteriores y posteriores de los nervios espinales.

Una vez concluidas las maniobras de extraccion, el tejido nervioso constituido
por el tronco encefalico y la médula espinal fue seccionado transversalmente en 4
bloques: mesencéfalo, mitad rostral del bulbo raquideo (desde la formacion reticular
pontina hasta el nicleo motor del facial), mitad caudal del bulbo raquideo (desde el
nucleo motor del facial hasta el 6bex) y médula cervical, dentro de la cual se incluia la
region del bulbo situada caudalmente al 6bex. Finalmente, los distintos bloques de

tejido nervioso destinados al estudio de la inmunorreactividad de c-fos asi como al
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analisis topografico de la organizacion nuclear del sistema nervioso central, fueron
postfijados mediante inmersion en la solucion fijadora D durante 31-38 horas a 4°C y
posteriormente almacenados en tampon fosfato salino 0,1 M pH 7,4 (PBS) a la misma
temperatura. La postfijacion es un paso de suma importancia, principalmente cuando
quedan zonas de tejido pobremente perfundidas, ya que permite obtener una
consistencia adecuada para poder efectuar con éxito su posterior seccionamiento en el

vibratomo.

d) Seccion de los bloques de tejido nervioso

En el presente trabajo, asi como en otras investigaciones en las que se ha
estudiado la inmunorreactividad de c-fos (p.ej. Sharp et al., 1989c), la expresion de
neuropéptidos implicados en la transmision de informacidon nociceptiva tales como el
CGRP (p.ej. Bennett-Clarke y Chiaia, 1992) o las proyecciones trigeminales (p.ej.
Segade et al., 1990), los cortes de tejido nervioso fueron obtenidos mediante un
vibratomo, debido a que éste permite realizar secciones con una morfologia excelente, a
diferencia de los cortes obtenidos por congelacion, donde la formacion de microcristales
de agua conllevan una alteracion de la estructura del tejido, el cual se caracteriza por
presentar un aspecto vacuolizado (LaVail, 1978).

Los bloques de tejido nervioso destinados al estudio de la expresion c-fos asi
como los empleados para el anélisis de la organizacion nuclear del sistema nervioso
central inmediatamente tras ser extraidos del PBS y ser ligeramente secados, fueron
fijados por su zona mas caudal mediante cianocrilato (Loctite Super Glue3, Henkel
Iberica) a los portabloques de un vibratomo Lancer para su posterior seccionamiento.
Previa comprobacion del angulo de corte y llenado del bafio del vibratomo con PBS, se
ajustaron los parametros de vibracion, velocidad y temperatura del bafio y se situo el
portabloques en la parte correspondiente del vibratomo, obteniéndose secciones
transversales seriadas de 75 um de espesor. Cada uno de los cortes fueron recogidos con
un pincel fino y depositados en cubetas conteniendo PBS a 4°C hasta su posterior
procesamiento. Se ha empleado PBS y no agua destilada para realizar el
almacenamiento de las secciones, debido a que el primero evita alteraciones en la

morfologia asociadas a cambios osmoticos.
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3.4.4. Demostracion inmunohistoquimica de la proteina c-fos

Antes de proceder al estudio inmunohistoquimico, las secciones fueron tratadas
primeramente durante 20 minutos a temperatura ambiente con borohidruro de sodio al
1% en PBS para reducir grupos aldehidos residuales de la fijacién y disminuir la
inmunorreactividad de c-fos de fondo y, a continuacion durante 30 minutos, también a
temperatura ambiente, con peroxido de hidrogeno al 5% con la finalidad de bloquear la
actividad peroxidasica endogena. Tras la aplicacion de ambas sustancias se realizaron
multiples lavados con PBS.

Seguidamente, el tejido fue incubado durante 60-65 horas a 4°C en un anticuerpo
primario policlonal elaborado en oveja (OA-11-824, Cambridge Research
Biochemicals, dilucion 1:4000), reaccionando posteriormente el producto de reaccion
con un anticuerpo secundario conjugado con biotina elaborado en conejo (BA6000,
Vector Laboratories, dilucion 1:720) o en burro (713-065-147, Jackson
Immunoresearch, dilucion 1:500) durante 75-90 minutos a temperatura ambiente y
agitacion suave, y realizdndose 3 lavados con PBS de 15 minutos cada uno tras la
aplicacion de todos los anticuerpos. Tanto el anticuerpo primario como los dos
secundarios fueron diluidos en tampdn fosfato salino 0,05M pH 7,4 con 0,4% de triton
X-100. Finalmente, las secciones fueron tratadas durante 60-90 minutos a temperatura
ambiente y agitacion suave en una solucion del complejo avidina-biotina-peroxidasa
recién preparada; empleandose 1 gota del bote A (avidina DH) y otra del bote B
(peroxidasa biotinada) por cada 5 ml de PBS con triton X-100 al 0,4%. Después de tres
lavados con PBS de 15 minutos cada uno, las secciones fueron reveladas empleando el
cromégeno DAB; inicialmente el tejido fue incubado durante 5 minutos a temperatura
ambiente en una solucidén que contenia DAB al 0,05% en PBS, seguido por un tiempo
adicional de 20 minutos en esta misma solucion, pero a la que a mayores se le anadio el
sustrato peroxido de hidrogeno al 0,01%. La oxidacion del DAB, da lugar a un producto
de color marrén oscuro que es insoluble en agua y disolventes organicos.

Las secciones fueron posteriormente aclaradas en PBS, montadas en
portaobjetos SuperFrost® Plus, secadas al aire, deshidratadas en alcoholes de
graduacion creciente, comenzando en alcohol de 70° hasta alcohol absoluto, y aclaradas
con xileno. Finalmente fueron puestos los cubreobjetos, empleando como resina de

montaje Entellan.
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3.5. Tinciones histologicas complementarias

Las secciones de los cobayas reservadas para el estudio morfologico del sistema
nervioso central (Tabla 1), una vez fueron montadas en portaobjetos y secadas al aire,
fueron sumergidas durante 5-10 minutos en una soluciéon tampdn con tionina (Merck) al
0,1% pH 4. Seguidamente, los cortes fueron deshidratados en alcohol de 96° y alcohol

absoluto, aclarados con xileno, y montados utilizando como resina el Entellan.
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3.6. Observacion del material

Una vez concluidas las fases experimental y de laboratorio, se procedié al
estudio mediante microscopia Optica (Microphot-FX de Nikon), de todas las secciones
del tronco encefalico y primer segmento cervical.

En cada animal, el contaje de los ntcleos c-fos positivos que fueron densamente
tefiidos con el producto de reaccion de DAB, fue efectuado en todas las secciones
correspondientes a los nucleos parabraquial medial y lateral, nicleo de Kolliker-Fuse,
nucleos paratrigeminales rostral, dorsal y ventral, complejo nuclear sensitivo del
trigémino, formacion reticular ventral adyacente a los nucleos oral e interpolar del
trigémino y tercio rostral del primer segmento cervical, tanto a nivel ipsilateral como
contralateral. El contaje fue realizado manualmente, por duplicado, en distintos dias y
por dos observadores diferentes desconocedores del tratamiento experimental efectuado,
anotandose los valores obtenidos de cada vez en hojas nuevas. La razén por la cual el
contaje fue evaluado en repetidas ocasiones y en diferentes dias fue para garantizar que
se tuviera un buen indicador del nimero de neuronas c-fos inmunorreactivas en las
areas evaluadas y para minimizar la posibilidad de que los examinadores recordaran los
valores previos. Posteriormente fue hallada la media de los dos valores obtenidos en
cada seccion por cada uno de los observadores, realizdndose un andlisis estadistico de
los mismos (test t-Student; nivel de significacion p<0,05) con el fin de verificar que no
se habian cometido errores en la cuantificacion asi como en la localizacion nuclear de
las neuronas. Una vez corroborada esta premisa, la media de los cuatro valores por
seccion fue empleada para los subsiguientes estudios.

La inmunorreactividad de c-fos en el complejo parabraquial (nticleo de Kolliker-
Fuse y nacleos parabraquiales medial y lateral) y en el nticleo caudal y primer segmento
cervical fue analizada en conjunto, sin considerar su localizacion rostrocaudal; mientras
que en el resto de los nucleos, la expresion de c-fos fue estudiada por niveles (6 u 8
niveles) para determinar su distribucion rostrocaudal. El test ANOVA fue utilizado para
determinar diferencias en la inmunorreactividad de c-fos entre los distintos grupos
experimentales (nivel de significacion p<0,05), para lo cual fue necesario calcular la
media a través de los distintos animales que habian recibido el mismo tratamiento
experimental. Por otra parte, las diferencias en la expresion de c-fos entre el lado

ipsilateral y el contralateral fueron estudiadas mediante el test t Student (nivel de
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significacion p<0,05). Ademas del analisis estadistico, las neuronas c-fos positivas han
sido representadas graficamente por niveles tanto en histogramas como en dibujos de
camara clara obtenidos mediante un microscopio Optiphot-2 de Nikon, indicando la
contribucion ipsilateral y contralateral.

El estudio de la inmunorreactividad de c-fos, CGRP y sustancia P y el analisis de
las proyecciones centrales de las aferentes de la region de las vibrisas fue
complementado mediante microfotografias realizadas con un fotomicroscopio

Microphot-FX-35DX de la casa Nikon.
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4.1. Inmunorreactividad de sustancia P y CGRP

4.1.1. CGRP

Las secciones de tejido nervioso correspondientes al tallo cerebral y a la médula
espinal cervical presentaron un marcaje excelente de fibras CGRP positivas. Por el
contrario, no se observo ningun tipo de inmunorreactividad de CGRP mas alla de unas
300-400 pm cranealmente al polo rostral del nicleo motor del trigémino. A la altura del
tallo nervioso, las fibras con inmunorreactividad de CGRP fueron registradas en las
raices sensitivas del trigémino.

Rostralmente, las fibras CGRP positivas procedentes del nervio trigémino
alcanzaron la region caudal del complejo parabraquial. Dentro del complejo
parabraquial, las fibras CGRP inmunorreactivas se observaron preferentemente en la
region parabraquial medial, y mas concretamente en la region denominada como nucleo
parabraquial medial externo (Figs. 1A-B). Igualmente, también se registraron algunas
fibras dispersas en la region caudal del nucleo parabraquial lateral externo y del ntcleo
de Kolliker-Fuse.

A la altura del niicleo principal del trigémino, se observaron fibras CGRP
positivas tanto en la region dorsal como en la region ventral de dicho nucleo. En el
tercio anterior del ntcleo principal del trigémino, se identifico una zona de densa
proyeccion de fibras CGRP positivas en la region lateral del subnucleo principal dorsal
(Figs. 1D-E), y en menor medida, una proyeccion de fibras no tan densa en la region
medial del subntcleo principal ventral. Mas caudalmente, las fibras CGRP positivas
fueron muy escasas en el nicleo principal del trigémino, concentrandose la mayoria de
¢éstas en el subnlcleo dorsal, aunque algunas fibras muy aisladas también fueron
halladas en el subntcleo ventral. Al margen de las fibras CGRP inmunorreactivas
registradas dentro del nucleo principal del trigémino, se observé una positividad
moderada en las neuronas del nicleo motor del trigémino (Figs. 1A-D).

Las fibras CGRP positivas se observaron a todo lo largo del niicleo oral del
trigémino, pero con una distribucion irregular en sentido rostrocaudal y dorsoventral.
En las regiones mas rostrales del nucleo oral, a la altura de la oliva superior, las fibras
CGRP positivas se hallaron principalmente en el nacleo oral dorsal, donde adoptaron

una disposicion bastante laxa, arborizandose preferentemente en el area lateral de dicha
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region dorsal. Por el contrario, en el nicleo oral ventral inicamente fueron observados
algunos bulbos terminales. A la altura del polo rostral del niicleo motor del trigémino, la
proyeccion en el area dorsal oral se hizo més densa, a pesar de que el territorio que
ocupaban dichas fibras de proyeccion era muy inferior al observado en la rata.
Igualmente, a este nivel, algunas fibras parecian terminar en pequefias islas dentro de la
region dorsal del tracto sensitivo del trigémino. Caudalmente, a partir del tercio medio
del ntcleo oral, las fibras CGRP positivas se observaron tanto en la region dorsal como
en la region ventral del nucleo oral del trigémino (Figs. 2C-D), registrandose siempre
una mayor proyeccion de fibras en la primera que en la segunda. Preferentemente, las
fibras con inmunorreactividad de CGRP terminaron en el area del nucleo sensitivo que
colinda con el tracto espinal del trigémino, aunque algunas de estas fibras, como se
puede ver en las figuras, terminaron en pequefias islas localizadas dentro de dicho
tracto. Ya hacia la parte final del nucleo oral del trigémino, se observaron fibras CGRP
positivas entrando en el ntcleo del fasciculo solitario. De un modo similar al ntcleo
motor del trigémino, también se observaron neuronas moderadamente CGRP positivas
en el nucleo motor del facial (Fig. 2C) y en el nticleo abducens.

A todo a lo largo del micleo interpolar del trigémino, se observaron fibras
CGRP positivas en las regiones dorsal y ventral (Figs. 3A-C) de dicho nucleo, en los
nucleos paratrigeminales dorsal (Figs. 3A-B) y ventral, en el nucleo del fasciculo
solitario (Figs. 3A-D) y en la formacion reticular colindante con el nucleo interpolar
(formacion reticular parvocelular), tanto a nivel dorsal como a nivel ventral. Las fibras
CGRP positivas fueron muy escasas en la parte rostral del nucleo interpolar, sin
embargo, al dirigirnos caudalmente, las fibras comenzaron a hacerse mas manifiestas en
las regiones ventral y dorsal de dicho ntcleo. Las fibras identificadas dentro del
territorio del nucleo interpolar ventral se localizaron preferentemente dentro de la region
ventromedial del mismo (Figs. 3A y C), mientras que las fibras halladas dentro del
nucleo interpolar dorsal siempre se situaron en la zona limitrofe del ntcleo interpolar
con el tracto espinal del trigémino. Por el contrario, se observé una importante densidad
de fibras CGRP positivas tanto en el nticleo paratrigeminal dorsal (Figs. 3A y B) como
en el ventral (Fig. 4D). Asimismo, ya en el tercio caudal del ntcleo interpolar
empezaron a observarse numerosas fibras en la regién marginal entre el nucleo
interpolar y el tracto espinal trigeminal, lo que se corresponderia con una prolongacion
rostral de las laminas I y Ilo del ntcleo caudal del trigémino (Fig. 4C). A lo largo del

nucleo interpolar, se observaron fibras aisladas distribuidas laxamente en la formacion
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reticular parvocelular, que limita medialmente el ntcleo interpolar. Muchas de estas
fibras, de un modo mas o menos constante, se localizaron en el borde dorsomedial del
nucleo interpolar asi como en su borde ventromedial, a pesar de que otras fibras
discurrian hacia la formacion reticular lateral ventral (Figs. 4A y B).

A lo largo de todo el niicleo caudal del trigémino, se registr6 una muy densa
proyeccion de fibras CGRP positivas localizada fundamentalmente en las laminas I-Ilo
(Figs. 4D y E), con algunos aciimulos aislados en el limite entre las ldminas IV y V
(Fig. 4E). En la médula espinal cervical, igualmente se registr6 una muy densa
proyeccion de fibras con inmunorreactividad de CGRP en las laminas I y Ilo, asi como
islas intersticiales en el tracto de Lissauer. Ademas, se hallaron proyecciones aisladas en
la ldmina III (también se observan en el tercio caudal del ntcleo caudal del trigémino) y
en el limite entre las laminas IV y V (Figs. 5C y D). Por otro lado, también se registro
una reaccion moderadamente positiva en algunas de las partes del niicleo ambiguo y en

las células del nucleo motor del hipogloso.

4.1.2. Sustancia P

En nuestro laboratorio, previamente al empleo del anticuerpo de abcam ntimero
ab14184, se realizaron estudios encaminados a determinar la expresion de la sustancia P
en el sistema nervioso central empleando otros anticuerpos policlonales. Algunos de
estos anticuerpos, como el comercializado hace afios por Amersham, pese a ofrecer
buenos resultados en la rata, comprobamos que no eran vélidos para una deteccion
especifica de la sustancia P en el sistema nervioso central del cobaya. El anticuerpo
ab14184 es un anticuerpo monoclonal producido a partir de un péptido sintético
correspondiente a la secuencia de aminoacidos 1-11 de la sustancia P humana. Segtn la
ficha comercial, dicho anticuerpo reacciona especificamente con la sustancia P de
humanos, de rata y de cobaya y no presenta reactividad cruzada con otras taquicininas,
tales como la neuroquinina A, neuroquinina B y la casinina.

El estudio de la inmunorreactividad de sustancia P se llevd a cabo con la
finalidad de establecer una comparacion con la distribucién de CGRP en el complejo
nuclear sensitivo del trigémino y en la médula espinal cervical.

En el nicleo principal del trigémino, se observo una densa proyeccion de fibras

sustancia P positivas en la region dorsolateral del subnucleo principal dorsal (Fig. 1C).
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Esta zona con inmunorreactividad de sustancia P se solapaba con el territorio en el cual
se vio proyeccion de fibras CGRP positivas (Fig. 1D).

En el niicleo oral del trigémino, la sustancia P se localizé de manera discontinua
en las zonas marginales del nucleo oral tanto a nivel dorsal como ventral (Figs. 2A-B),
de manera similar a lo observado en relacion al CGRP (Figs. 2C-D). Sin embargo, en
comparacion con este Ultimo, se registrdé una proyecciéon mas densa de fibras reactivas
para sustancia P en el nucleo del fasciculo solitario y en la formacion reticular que
bordea medialmente el nucleo oral del trigémino (Fig. 2A). Incluso, algunas de estas
fibras alcanzaron la region medial de los nucleos oral ventral y dorsal.

A la altura del nicleo interpolar del trigémino, se observaron importantes
acumulos de sustancia P en los nucleos paratrigeminales y en la region marginal del
nucleo interpolar, de manera similar a lo descrito en relacién con el CGRP.

En el niucleo caudal del trigémino y en la médula espinal cervical, se
registraron acumulos muy densos de sustancia P en las laminas I-Ilo (Figs. SA-B).
Ademas, también se observaron muchas fibras sustancia P positivas en el nucleo espinal
lateral (Fig. 5A), las cuales no contienen CGRP. En las laminas III y IV practicamente
no se observo inmunorreactividad para sustancia P, a excepcion de una pequeiia zona
con fibras sustancia P positivas presente en la ldmina III (Fig. 5A). Finalmente, cabe
destacar las fibras mas o menos numerosas observadas en la ldmina V e incluso en

laminas mas profundas del asta ventral.
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4.2. Proyeccion central de aferentes primarias que inervan la region

de las vibrisas

4.2.1. CTb-HRP

El transporte transganglionar de la CTb-HRP ha dado como resultado un
precipitado positivo a lo largo de toda la extension rostrocaudal del complejo nuclear
sensitivo del trigémino y del asta dorsal del primer segmento de la médula cervical. La
region donde se ha observado el precipitado coincide con el territorio presuntivo de la
rama infraorbitaria de la segunda division del nervio trigémino, es decir, la rama
maxilar.

En el niucleo principal del trigémino, ¢l producto de reaccion esta situado en la
parte ventral y lateral, aunque también se han identificado algunas fibras que alcanzan la
zona medial (Fig. 6A). A la altura de dicho ntcleo igualmente se observan fibras
nerviosas marcadas que discurren en el tracto sensitivo del trigémino, concretamente en
la zona media y ventral del mismo.

En el niucleo oral del trigémino, el precipitado se observa en toda su extension
sin presentar ninguna preponderancia rostrocaudal, localizdndose principalmente en la
region lateral del nucleo oral ventral (Figs. 6B-C). Sin embargo, en la zona caudal del
nucleo oral, pese a que el precipitado es mas manifiesto en la zona lateral y ventral,
siendo muy escaso o nulo en la zona mas ventral del nicleo, también existen algunas
terminaciones hacia la zona medial de la region ventral del nlcleo sensitivo. A
diferencia de lo observado con CGRP, no se observa ningln precipitado dentro del
tracto sensitivo trigeminal a la altura del nucleo oral.

En el nucleo interpolar del trigémino, el producto de reaccidon se concentra
preferentemente en la region media, ocupando el territorio descrito somatotdpicamente
como area de recepcion de las vibrisas (Fig. 6D). A partir de la mitad caudal del ntcleo
interpolar también se aprecia alglin precipitado, aunque no muy intenso en la region mas
ventral del nucleo interpolar, observandose producto de reaccion dentro del tracto
sensitivo del trigémino en el territorio descrito como nucleo paratrigeminal, tanto a
nivel dorsal como ventral (Fig. 7A).

En el comienzo del miicleo caudal del trigémino el precipitado es mas

manifiesto que en el nucleo precedente, localizandose en toda la extension de la lamina
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I y algo de la [amina Ilo asi como en las laminas III-V, pero en este caso confinado en la
zona media (Fig. 7B). A este nivel, asi como en toda la extension del nucleo el producto
de reaccion es muy numeroso y mas intenso en estas laminas, disminuyendo hacia el
tercio caudal del mismo. Sin embargo, en el tercio final del nucleo caudal, el precipitado
también se observa en la lamina III, desapareciendo de la ldmina Ilo (Fig. 7C).

En el comienzo del primer segmento cervical, el precipitado se restringe a la
lamina I, quedando algun precipitado disperso en las laminas III-IV, siempre a nivel de

la zona media.

4.2.2. 1B4-HRP

La inyeccion de IB4-HRP en la region de las vibrisas marcé fibras en el tracto
espinal trigeminal localizadas en el territorio propio de la segunda division del nervio
trigémino, es decir, en la region media del tracto, aunque ocasionalmente también se vio
alguna fibra en el tercio ventral del mismo.

Por otra parte, no hemos visto terminaciones consistentes de aferentes primarias
marcadas con este trazador en los nucleos rostrales del complejo nuclear sensitivo del
trigémino ni tampoco en los nucleos paratrigeminales. La tnica proyeccion intensa y
reproducible de fibras IB4-HRP positivas se situ6 en el tercio final del nicleo caudal del
trigémino, concretamente en la zona media de las ldminas I y II, pudiendo identificarse

también algunas fibras mas laxas en la lamina III de Rexed (Fig. 7D-E).

4.2.3. WGA-HRP

Fibras positivas se hallaron a lo largo del tracto espinal del trigémino y del tracto
de Lissauer en el primer segmento de la médula cervical espinal. Estas fibras
discurrieron preferentemente en la region media del tracto espinal del trigémino. La
distribucion de las terminaciones centrales de las aferentes primarias procedentes de la
region facial de las vibrisas visualizadas con WGA-HRP es muy similar a la obtenida
con el conjugado IB4-HRP. En los nucleos paratrigeminales asi como en los nucleos
rostrales del complejo nuclear sensitivo del trigémino no se observé ningin producto de
reaccion, salvo algunas fibras tenuemente marcadas presentes en los nucleos rostrales

trigeminales. El transporte transganglionar del conjugado WGA-HRP unicamente dio
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como resultado un precipitado positivo intenso en las laminas I y II del nucleo caudal
del trigémino, en la misma localizacién que el conjugado IB4-HRP, observandose

también escaso marcaje hacia las laminas Il y IV de Rexed.
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4.3. Localizacion de las neuronas que expresan c-fos

El nimero y el porcentaje de neuronas activadas en cada uno de los nucleos en
los que se ha realizado un estudio cuantitativo tras la estimulacion de la region de las
vibrisas, han sido representados en las Tablas 5-82. Ademas, en los nucleos oral e
interpolar del trigémino, en la formacion reticular ventral colindante con los nucleos
oral e interpolar del trigémino y en los nucleos paratrigeminales, se ha especificado la

localizacion rostrocaudal de la inmunorreactividad de c-fos.

4.3.1. Controles

Los animales estimulados con solucion salina o aceite mineral no presentaron
ningun signo de inflamacioén en la region de las vibrisas tras su inyeccion. Igualmente,
los cobayas tampoco respondieron mediante reacciones reflejas nociceptivas

inmediatamente después de la administracion de dichas sustancias quimicas.

a) Solucion salina

La inyeccion de solucion salina en la region de las vibrisas indujo
inmunorreactividad de c-fos en los nucleos oral, interpolar y caudal del trigémino, en la
formacion reticular ventral adyacente a los nucleos oral e interpolar del trigémino, en
los nucleos paratrigeminales, en el asta dorsal del primer segmento cervical y en el
complejo parabraquial. La expresion de c-fos en los nucleos interpolar dorsal y
paratrigeminal ventral no presento diferencias significativas entre ambos lados. Por el
contrario, la inmunorreactividad de c-fos en el nucleo oral ventral y en la formacion
reticular ventral adyacente al nucleo interpolar fue estadisticamente mayor en el lado
contralateral que en el ipsilateral, observandose el efecto contrario en el resto de las

estructuras donde hallamos neuronas c-fos positivas.

Nucleo principal del trigémino
La inyeccion de solucion salina en la region de las vibrisas no indujo ninguna

expresion de c-fos en el ntcleo principal del trigémino.
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Nucleo oral del trigémino

La solucién salina indujo inmunorreactividad de c-fos bilateral en toda la
extension rostrocaudal del nucleo oral, a excepcion del nivel mas rostral del ntcleo oral
contralateral. Mientras que en el lado ipsilateral, la mayor parte de las neuronas c-fos
positivas se registraron en el tercio caudal del nucleo oral (50,9% de las neuronas), en el
lado contralateral, las neuronas se distribuyeron de manera uniforme en sentido
rostrocaudal (Tabla 5). Al analizar la distribucion dorsoventral de la inmunorreactividad
de c-fos se constatd que ésta era mayor en la division dorsal que en la division ventral
del nucleo oral ipsilateral, observandose lo contrario en el lado contralateral. En el
nucleo oral dorsal, el nimero de neuronas c-fos positivas fue significativamente mayor
en el lado ipsilateral que en el contralateral en todos los niveles; mientras que en el
nucleo oral ventral, el nimero de neuronas con expresion de c-fos fue estadisticamente
mayor en el lado contralateral que en el ipsilateral en el segundo, tercero, cuarto y
séptimo nivel (Tabla 6). La inmunorreactividad de c-fos se distribuy6 uniformemente en

sentido dorsoventral y lateromedial en las dos divisiones del nucleo oral.

NUCLEO ORAL
Nivel IL CE
X+SEM YoRr-c X+SEM YoRr-c
Primero 2 1,5 0 0
Segundo 18 13,8 6 13,6
Tercero 18 13,8 10 22,7
Cuarto 14 10,8 6 13,6
Quinto 12 9,2 2 4,5
Sexto 32 24,7 4 9,1
Séptimo 26 20 12 27,4
Octavo 8 6,2 4 9,1

TOTAL  130£31,2 100 44+11,3 100

Tabla 5. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estian representadas el nimero y
el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por la solucién salina. IL:
ipsilateral; CL: contralateral.

Nucleo interpolar del trigémino

La solucidon salina indujo expresion de c-fos bilateral practicamente en toda la
extension rostrocaudal del nucleo interpolar. Sin embargo, la mayor parte de las
neuronas c-fos positivas se registraron en la mitad caudal del nacleo (87,9% a nivel
ipsilateral; 82,9% a nivel contralateral) (Tabla 7). Al analizar la distribucion

dorsoventral de la inmunorreactividad de c-fos, se observo que ésta era mas manifiesta
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en la division ventral que en la division dorsal del nucleo interpolar. Mientras que en el
nucleo interpolar ventral, el nimero de neuronas c-fos positivas fue significativamente
mayor en el lado ipsilateral que en el contralateral en los dos tercios caudales del
nucleo; en el ntcleo interpolar dorsal, las diferencias entre ambos lados fueron
estadisticas en el primer, tercer y sexto nivel (Tabla 8). La expresion de c-fos se localizo

principalmente en la region ventromedial y ventrolateral del ntcleo interpolar ventral.

Primero 2 100 0 0,02 0 ND
__-_-__-I_-I_
Tercero 18 100 0 0 <0,001 0 10 100 0,001
__---_--I--I_
Quinto 12 85,7 2 14,3 0,001 0 0 ND
__-_-__-I_-I_
Séptimo 22 78,6 6 21,4 <0,001 4 6 60 0,038

TOTAL 120+28,7 88,2 16+2,3 11,8 0,002 10+0,4 26,3 28+4,7 73,7 0,02

Tabla 6. Neuronas ipsilaterales y contralaterales c-fos positivas. Estin representadas el nimero y el
porcentaje de neuronas activadas por la solucion salina. IL: ipsilateral; CL: contralateral; ND: no
diferencias significativas.

IR | PR o
____
Primero 0
_____
Tercero 16 11,4 14,5
_____
Quinto 31 22,2 18,5

TOTAL  140431,9 100 76+11,1 100

Tabla 7. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero y
el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por la solucion salina. IL:
ipsilateral; CL: contralateral.

Nucleo caudal del trigémino y asta dorsal del primer segmento cervical

La solucién salina indujo inmunorreactividad de c-fos bilateral en toda la
extension rostrocaudal del nucleo caudal del trigémino y en el tercio rostral del asta
dorsal del primer segmento cervical (C1). A excepcion de la lamina V, en las restantes
laminas se hallaron diferencias significativas entre el lado ipsilateral y el contralateral

en relacion con el nimero de neuronas c-fos positivas (Tabla 9). Al analizar la
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distribucion dorsoventral de la expresion de c-fos se constatd que €sta era mayor en las
dos laminas mads superficiales, situdndose a este nivel el 68,3% de las neuronas
ipsilaterales y el 51% de las neuronas contralaterales (Tabla 9). Las neuronas activadas
por la solucion salina se localizaron fundamentalmente en la region ventral de las
laminas 1 y II en los dos tercios rostrales del nucleo caudal; y en la region ventral

unicamente de la lamina I en el tercio caudal del nucleo caudal y en C1.

NUCLEO INTERPOLAR DORSAL NUCLEO INTERPOLAR VENTRAL
Nivel IL CL IL vs CL IL CL IL vs CL
X+SEM % X+SEM %L p X+SEM % X£tSEM %L p

Primero 0 0 2 100 0,038 0 0 0 0 ND
Segundo 0 0 0 0 ND 1 100 0 0 0,057
Tercero 0 0 6 100 0,003 16 76,2 5 23,8 0,001
Cuarto 2 50 2 50 ND 41 68,3 19 31,7 <0,001
Quinto 2 50 2 50 ND 29 70,7 12 29,3 <0,001
Sexto 4 100 0 0 0,006 45 61,6 28 38,4 <0,001

TOTAL 8£0,4 40 1240,3 60 0,053 1324322 67,3 6448,7 32,7 <0,001

Tabla 8. Neuronas ipsilaterales y contralaterales c-fos positivas. Estan representadas el nimero y el
porcentaje de neuronas activadas por la solucion salina. IL: ipsilateral; CL: contralateral; ND: no
diferencias significativas.

NUCLEO CAUDAL Y C1
L. IL CL IL vs CL
Laminas
X+SEM %D-V %IL X+SEM %D-V %CL P
IyIl 496 68,3 70,9 204 51 29,1 <0,001
111 86 11,8 64,2 48 12 358 <0,001
v 26 3,6 464 30 7,5 53,6 0,008
\% 118 16,3 50 118 29,5 50 ND

TOTAL 726+199,2 100 64,5 400+126,3 100 35,5 <0,001

Tabla 9. Distribucién dorsoventral de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el niumero y
el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por la soluciéon salina. IL:
ipsilateral; CL: contralateral; ND: no diferencias significativas.

Formacion reticular ventral adyacente a los nucleos oral e interpolar del trigémino

A la altura del nucleo oral, la solucién salina indujo inmunorreactividad de c-fos
ipsilateralmente en casi toda la extension rostrocaudal de la formacion reticular ventral
y contralateralmente en los tercios rostral y caudal de la formacién reticular ventral. En
el lado ipsilateral las neuronas c-fos positivas se distribuyeron de manera uniforme en
sentido rostrocaudal por toda la formacion reticular ventral (Tabla 10). La expresion de
c-fos fue mayor en la formacion reticular ventral ipsilateral que en la contralateral,

hallandose diferencias significativas entre ambos lados en todos los niveles a excepcion
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del primer y octavo nivel (Tabla 10). La inmunorreactividad de c-fos se localizd, casi de
manera exclusiva, medialmente a la region mas ventral del nucleo oral y del tracto

trigeminal espinal.

Primero 0 0 ND
~ Segundo 10 - - ] - - ~ 0002
Tercero 16 17,4 61,5 10 454 38,5 0,003
~ Cuarto 24 261 100 0 - 0 <0001
Quinto 8 8,7 100 0 0 0,002
~ Sexto 6 65 100 0 - 0 0003
Séptimo 20 21,7 90,9 2 9,1 9,1 <0,001

TOTAL  92£16,5 100 80,7 22448 100 19,3 <0,001

Tabla 10. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estin representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por la solucion salina. IL:
ipsilateral; CL: contralateral; ND: no diferencias significativas.

A la altura del ntcleo interpolar, la solucion salina indujo expresion de c-fos
bilateral en toda la extension rostrocaudal de la formacion reticular ventral. Sin
embargo, la mayor parte de la inmunorreactividad de c-fos se observd en el tercio
caudal de la formacion reticular ventral (42,6% en el lado ipsilateral; 43,5% en el lado

contralateral) (Tabla 11). El nimero de neuronas c-fos positivas fue mayor en la

Primero 18 26,5 52,9 16 17,4 47,1 0,02

~ Segundo _ ©59 222 14 152 778 0001
Tercero 10,3 46,7 8 8,7 53,3 0,183

- Cuarto _I C 147 417 14 152 583 0008
Quinto 13,2 33,3 18 19,6 66,7 0,001

~ Sexto _I 294 476 22 239 524 0038
TOTAL 68+12,2 100 42,5 92+14 100 57,5 <0,001

Tabla 11. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por la solucion salina. IL:
ipsilateral; CL: contralateral.

formacion reticular ventral contralateral que en la ipsilateral, hallandose diferencias

estadisticas entre ambos lados en todos los niveles a excepcion del tercer nivel (Tabla



Resultados 141

11). Las neuronas activadas por la solucion salina se localizaron medialmente al nacleo
interpolar ventral, no existiendo practicamente expresion de c-fos medialmente a la

region mas ventral del nicleo paratrigeminal ventral.

Nucleos paratrigeminales rostral y ventral

La soluciéon salina indujo escasa inmunorreactividad de c-fos en el nucleo
paratrigeminal rostral, la cual se localizd en los tercios rostral y caudal del mismo
(Tabla 12). El nimero de neuronas c-fos positivas fue mayor en el lado ipsilateral que
en el contralateral, hallandose diferencias significativas entre ambos lados en todos los
niveles a excepcidn del cuarto, quinto y octavo nivel (Tabla 12). La expresion de c-fos
en el nucleo paratrigeminal rostral adopté una distribucion andrquica en sentido

dorsoventral y lateromedial en toda la extension del nticleo.

NUCLEO PARATRIGEMINAL ROSTRAL

Nivel IL CL IL vs CL
X+SEM  %g.c % X£ESEM  %grc YcL P
Primero 2 16,7 100 0 0 0 0,02
Segundo 2 16,7 100 0 0 0 0,02
Tercero 0 0 0 4 100 100 0,008
Cuarto 0 0 0 0 0 0 ND
Quinto 0 0 0 0 0 0 ND
Sexto 4 33,3 100 0 0 0 0,006
Séptimo 4 33,3 100 0 0 0 0,006
Octavo 0 0 0 0 0 0 ND
TOTAL  12+1,5 100 75 4+0,5 100 25 0,009

Tabla 12. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estin representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por la solucion salina. IL:
ipsilateral; CL: contralateral; ND: no diferencias significativas.

La solucion salina indujo inmunorreactividad de c-fos bilateralmente en toda la
extension rostrocaudal del ntcleo paratrigeminal ventral, a excepcion del tercio rostral
del ntcleo contralateral. Sin embargo, la mayor parte de la expresion de c-fos se situd
en la mitad caudal del nucleo (75% a nivel ipsilateral; 92,9% a nivel contralateral)
(Tabla 13). La solucion salina activo un mayor numero de neuronas en el lado ipsilateral
que en el contralateral, siendo las diferencias estadisticas entre ambos lados en todos los
niveles a excepcion del tercer nivel (Tabla 13). Las neuronas c-fos positivas se

localizaron principalmente en el tercio ventral del nticleo paratrigeminal ventral.
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Primero 10 100 0 0 0,006
~ Segundo | _ 75 - 0 - 0001
Tercero 3 7,5 2 7,1 40 0,057
~ Cuarto 5 125 - 8 286 615 0015
Quinto 11 27,5 61,1 7 25 38,9 0,006
 Sexto 14 35 56 11 393 4 001
TOTAL  40+9.8 100 58,8 28+6,5 100 41,2 0,053

Tabla 13. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el niimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por la solucion salina. IL:
ipsilateral; CL: contralateral.

Nucleo paratrigeminal dorsal

La solucion salina indujo una minima expresion de c-fos en el nucleo
paratrigeminal dorsal, la cual se registrd en el tercio caudal del nucleo, tanto a nivel
ipsilateral como contralateral (Tabla 14). La inmunorreactividad de c-fos fue mas
manifiesta en el nlcleo paratrigeminal dorsal ipsilateral que en el contralateral,
hallandose diferencias significativas entre ambos lados tnicamente en el sexto nivel
(Tabla 14). Las neuronas c-fos positivas se distribuyeron anarquicamente en sentido

dorsoventral y lateromedial en toda la extension del nticleo paratrigeminal dorsal.

Primero 0 ND

Tercero 0 0 ND

Quinto 3 37,5 429 4 100 57,1 0,183

TOTAL 8£0,8 100 66,7 40,3 100 333 0,008

Tabla 14. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por la solucion salina. IL:
ipsilateral; CL: contralateral; ND: no diferencias significativas.

Complejo parabraquial
La solucién salina indujo inmunorreactividad de c-fos bilateral en toda la
extension rostrocaudal del complejo parabraquial. Al analizar la distribucion

lateromedial de la expresion de c-fos se constatdé que ésta era mayor en el nucleo
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parabraquial lateral, localizandose a este nivel el 71,2% de las neuronas ipsilaterales y el
59,9% de las neuronas contralaterales (Tabla 15). El nimero de neuronas c-fos positivas
fue estadisticamente mayor en el nlcleo parabraquial lateral ipsilateral que en el
contralateral; mientras que en el nucleo de Kolliker-Fuse y en el nucleo parabraquial
medial ipsilateral se hall6 significativamente menos inmunorreactividad de c-fos que en
el lado contralateral (Tabla 15). La expresion de c-fos en el tercio rostral del ntcleo
parabraquial lateral se localiz6 principalmente en su region lateroexterna. Por el
contrario, en los dos tercios caudales del ntcleo parabraquial lateral y en toda la
extension rostrocaudal del nucleo de Kolliker-Fuse y del nucleo parabraquial medial, las
neuronas activadas por la solucion salina se distribuyeron uniformemente en sentido

dorsoventral y lateromedial en toda la extension de dichos nticleos.

COMPLEJO PARABRAQUIAL
IL CL IL vs CL
X+SEM  %rm % XESEM  %rwm %cL P
Parabraquial lateral 652 71,2 59 454 59,9 41 <0,001

Nucleo

Kolliker-Fuse 130 14,2 442 164 21,6 55,8 <0,001
Parabraquial medial 134 14,6 48,9 140 18,5 51,1 0,003
TOTAL 916+232,1 100 54,7 758+198,3 100 45,3 <0,001

Tabla 15. Distribucién lateromedial de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por la solucion salina. IL:
ipsilateral; CL: contralateral.

b) Aceite mineral

La inyeccion de aceite mineral en la regiéon de las vibrisas indujo
inmunorreactividad de c-fos en los nucleos interpolar y caudal del trigémino, en la
formacion reticular ventral adyacente a los nucleos oral e interpolar del trigémino, en
los nucleos paratrigeminales ventral y dorsal, en el asta dorsal del primer segmento
cervical y en el complejo parabraquial. La expresion de c-fos en la formacion reticular
ventral adyacente al nucleo interpolar, en el nicleo caudal y en el asta dorsal del primer
segmento cervical fue significativamente mayor en el lado ipsilateral que en el
contralateral. Por el contrario, en el resto de las estructuras no se hallaron diferencias

estadisticas entre ambos lados.
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Nucleo principal del trigémino
La estimulacion con aceite mineral no indujo ninguna expresion de c-fos en el

nucleo principal del trigémino.

Nucleo oral del trigémino
La inyeccion de aceite mineral en la region de las vibrisas no indujo ninguna

inmunorreactividad de c-fos en el ntcleo oral ipsilateral ni contralateral.

Nucleo interpolar del trigémino

El aceite mineral indujo inmunorreactividad de c-fos Uinicamente en la division
ventral del nucleo interpolar. Mientras que en el lado ipsilateral la expresion de c-fos se
localiz6 principalmente en el tercio medio y en la zona rostral del tercio caudal del
nucleo oral ventral (75% de las neuronas), en el lado contralateral las neuronas c-fos
positivas se situaron fundamentalmente en los polos rostral y caudal del mismo (66,6%

de las neuronas) (Tabla 16). A pesar de que la inmunorreactividad de c-fos fue similar

NUCLEO INTERPOLAR
Nivel 1L GE

X+SEM YoRr-cC X+SEM %oRr-c
Primero 0 0 2 333
Segundo 1 12,5 1 16,7
Tercero 2 25 1 16,7

Cuarto 2 25 0 0

Quinto 2 25 0 0
Sexto 1 12,5 2 33,3
TOTAL 8+1,2 100 60,5 100

Tabla 16. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estian representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite mineral. IL:
ipsilateral; CL: contralateral.

en el nucleo interpolar ventral ipsilateral y contralateral, en el nucleo ipsilateral fueron
excitadas significativamente mas neuronas que en el nucleo contralateral en el cuarto y
quinto nivel (Tabla 17). Aunque los dibujos de camara clara (Figs. 13B-D) no
demuestran la presencia de neuronas c-fos positivas en el nacleo interpolar, en los
restantes animales donde fue estudiada la expresion de c-fos tras la inyeccion de aceite
mineral se observd que ésta se distribuia anarquicamente en sentido dorsoventral y

lateromedial en toda la extension del nucleo interpolar ventral.
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Primero 0 0 ND 2 100 0,225
__-_-__-_-_
Tercero 0 ND 2 66,7 1 33,3 0,456
_----_--I--_
Quinto 0 0 ND 2 100 0 0 0,038
_----_--I--_
TOTAL 0 0 ND 8+1,2 57,1 6+0,5 429 0,707

Tabla 17. Neuronas ipsilaterales y contralaterales c-fos positivas. Estin representadas el nimero y
el porcentaje de neuronas activadas por el aceite mineral. IL: ipsilateral; CL: contralateral; ND: no
diferencias significativas.

Nucleo caudal del trigémino y asta dorsal del primer segmento cervical

El aceite mineral indujo inmunorreactividad de c-fos bilateral en toda la
extension rostrocaudal del nucleo caudal del trigémino y en el tercio rostral del asta
dorsal del primer segmento cervical (C1) (Figs. 13E-H). A pesar de que la expresion de
c-fos fue mayor en el lado ipsilateral que en el contralateral en las 5 laminas dorsales de
Rexed, unicamente se hallaron diferencias estadisticas entre ambos lados en las laminas
[-1I (Tabla 18). Al estudiar la distribucién dorsoventral de las neuronas c-fos positivas
se constatd que éstas eran mas numerosas en las dos laminas mas superficiales,
situdndose a este nivel el 78,6% de las neuronas ipsilaterales y el 65,5% de las neuronas
contralaterales (Tabla 18). Los dibujos de camara clara (Figs. 13E-H) muestran que la
inmunorreactividad de c-fos se localizd principalmente en toda la extension

dorsoventral de la lamina I de Rexed.

IylIl 316 78,6 80,1 131 65,5 19,9 <0,001

13 32 80,2 12 6 19,8 0,225

TOTAL 402+122,2 100 66,8 200+£87,6 100 33,2 <0,001

Tabla 18. Distribucién dorsoventral de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite mineral. IL:
ipsilateral; CL: contralateral.
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Formacion reticular ventral adyacente a los nucleos oral e interpolar del trigémino

A la altura del nucleo oral, el aceite mineral indujo escasa expresion de c-fos en
la formacion reticular ventral, localizdndose tanto a nivel ipsilateral como contralateral
principalmente en el tercio caudal de la formacion reticular ventral (57,1% a nivel
ipsilateral; 100% a nivel contralateral) (Tabla 19). El nimero de neuronas c-fos
positivas fue similar en ambos lados, no hallandose diferencias significativas entre
ambos en ningin nivel (Tabla 19). Aunque los dibujos de camara clara (Fig. 13A)
practicamente no demuestran inmunorreactividad de c-fos en la formacién reticular
ventral, en los restantes animales donde fue estudiada la expresion de c-fos tras la
inyeccion de aceite mineral se observd que ésta se distribuia andrquicamente en sentido

dorsoventral y lateromedial en toda la extension de la misma.

FORMACION RETICULAR VENTRAL ADYACENTE AL NUCLEO ORAL

Nivel IL CL IL vs CL
X+SEM = %grc % X4¥SEM @ %grc Y%cL p

Primero 1 14,3 100 0 0 0 0,183
Segundo 0 0 0 0 0 0 ND
Tercero 1 14,3 100 0 0 0 0,183
Cuarto 1 143 100 0 0 0 0,183
Quinto 0 0 0 0 0 0 ND

Sexto 0 0 0 0 0 0 ND
Séptimo 1 14,3 25 3 60 75 0,074
Octavo 3 42,8 60 2 40 40 0,456

TOTAL T+

—

.1 100 58,3 540,3 100 41,7 0,625

Tabla 19. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite mineral. IL:
ipsilateral; CL: contralateral; ND: no diferencias significativas.

A la altura del ntcleo interpolar, después de la inyeccion de aceite mineral, se
registré inmunorreactividad de c-fos bilateral en toda la extension rostrocaudal de la
formacion reticular ventral. Sin embargo, la mayor parte de las neuronas c-fos positivas
se concentraron en el tercio caudal de la formacion reticular ventral (56,3% en el lado
ipsilateral; 42,5% en el lado contralateral) (Tabla 20). A pesar de que el nimero de
neuronas con expresion de c-fos fue mayor en el lado ipsilateral que en el contralateral,
las diferencias entre ambos Unicamente fueron estadisticas en el sexto nivel (Tabla 20).
Los dibujos de cdmara clara (Figs. 13B-D) muestran que la inmunorreactividad de c-fos
se localiz6, casi de manera exclusiva, medialmente a la region mas ventral del tracto

trigeminal espinal y del nucleo interpolar.
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Primero 16,4 52,9 8 17 47,1 0,762

- Segundo _ 91 50 5 107 50  ND
Tercero 9,1 45,5 6 12,8 54,5 0,225

~ Cuarto _I 91 385 8 17 615 0551
Quinto 9,1 55,6 4 8,5 44 .4 0,578

~ Sexto _I 472 619 16 34 381 0049
TOTAL 5546,6 100 53,9 4745,9 100 46,1 0,039

Tabla 20. Distribuciéon rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite mineral. IL:
ipsilateral; CL: contralateral; ND: no diferencias significativas.

Nucleos paratrigeminales rostral y ventral

La inyeccion de aceite mineral en la region de las vibrisas no indujo ninguna
expresion de c-fos en el nticleo paratrigeminal rostral.

Por el contrario, la inmunorreactividad de c-fos fue patente de manera bilateral
en toda la extension rostrocaudal del nucleo paratrigeminal ventral. Aunque en ambos
lados, y de manera general, las neuronas c-fos positivas se distribuyeron de manera
uniforme en sentido rostrocaudal, se constato una ligera tendencia a situarse en el tercio
caudal (61,1% en el lado ipsilateral; 43,8% en el lado contralateral) (Tabla 21). El
numero de neuronas que presentaron expresion de c-fos fue similar en ambos lados,
siendo la diferencia entre ambos Uinicamente significativa en el cuarto nivel (Tabla 21).
Los dibujos de camara clara (Figs. 13B-D) muestran que las neuronas excitadas por el
aceite mineral se localizaron principalmente en la region ventral del ntcleo

paratrigeminal ventral.

Primero 5,6 50 1 6,2 50 ND

~ Segundo -I 11 50 2 124 50  ND
Tercero 16,7 50 3 18,8 50 ND

- Cuarto _I 56 25 3 188 75 0,038
Quinto 33,3 66,7 3 18,8 33,3 0,551

~ Sexto -I 278 556 4 25 444 0225
TOTAL  18+2,3 100 52,9 162 100 47,1 0,762

Tabla 21. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite mineral. IL:
ipsilateral; CL: contralateral; ND: no diferencias significativas.
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Nucleo paratrigeminal dorsal

El aceite mineral apenas indujo expresion de c-fos en el nucleo paratrigeminal dorsal.
Las neuronas c-fos positivas se registraron fundamentalmente en los dos tercios
caudales del nticleo (88,8% a nivel ipsilateral; 100% a nivel contralateral) (Tabla 22).
La inmunorreactividad de c-fos fue mayor en el ntcleo paratrigeminal dorsal ipsilateral
que en el contralateral, hallandose diferencias estadisticas entre ambos inicamente en el
quinto nivel (Tabla 22). Los dibujos de camara clara (Figs. 13B-D) muestran que la
expresion de c-fos se situd principalmente en la region dorsal del nicleo paratrigeminal

dorsal.

Primero 0 ND

Tercero 2 22,2 66,7 1 25 33,3 0,183

Quinto 3 33,3 100 0 0 0,035

TOTAL 9+1,1 100 69,2 4+0,9 100 30,8 0,069

Tabla 22. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estin representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite mineral. IL:
ipsilateral; CL: contralateral; ND: no diferencias significativas.

Complejo parabraquial

El aceite mineral indujo inmunorreactividad de c-fos bilateral en casi toda la
extension rostrocaudal del complejo parabraquial. Al analizar la distribucion
lateromedial de la expresion de c-fos se constatd que ésta era mayor en el ntcleo
parabraquial lateral, localizdndose a este nivel el 72,6% de las neuronas ipsilaterales y el

78,8% de las neuronas contralaterales (Tabla 23). El nimero de neuronas c-fos positivas

Parabraquial lateral 156 72,6 47,1 175 78,8 52,9 0,189

Parabraquial medial 25 11,6 59,5 17 7,7 40,5 0,137

Tabla 23. Distribucién lateromedial de las neuronas c-fos positivas. Estin representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite mineral. IL:
ipsilateral; CL: contralateral.
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fue similar en ambos lados, no hallandose ninguna diferencia significativa entre ellos en
ninguno de los tres ntcleos del complejo parabraquial analizados (Tabla 23). Las
neuronas que respondieron a la inyeccion de aceite mineral se distribuyeron
uniformemente en toda la extension dorsoventral y lateromedial de los tres nucleos del

complejo parabraquial estudiados.

¢) Anestesia

Los cobayas que fueron anestesiados pero a los cuales no se les inyectd ninguna
sustancia en la region de las vibrisas presentaron inmunorreactividad de c-fos en los
nucleos interpolar y caudal del trigémino, en la formacion reticular ventral adyacente a
los nucleos oral e interpolar del trigémino, en los nlicleos paratrigeminales ventral y
dorsal, en el asta dorsal del primer segmento cervical y en el complejo parabraquial. La
expresion de c-fos en el nucleo caudal, en el asta dorsal del primer segmento cervical y
en el complejo parabraquial fue significativamente mayor en el lado contralateral que en
el ipsilateral, observandose el efecto contrario en el nicleo paratrigeminal dorsal. En el
resto de las estructuras donde hallamos neuronas c-fos positivas no encontramos

diferencias estadisticas entre ambos lados.

Nucleo principal del trigémino
Los cobayas que Unicamente fueron anestesiados no presentaron ninguna

expresion de c-fos en el ntcleo principal del trigémino.

Nucleo oral del trigémino
En los cobayas que fueron anestesiados y a los cuales no se les inyectd ninguna
sustancia en la region de las vibrisas no se observo ninguna neurona c-fos positiva en el

nucleo oral del trigémino ipsilateral o contralateral.

Nucleo interpolar del trigémino

Los cobayas que unicamente fueron anestesiados apenas presentaron expresion
de c-fos en el nucleo interpolar. Mientras que en el nucleo interpolar ipsilateral la
inmunorreactividad de c-fos se distribuyd uniformemente en toda la extension

rostrocaudal del nticleo, en el nucleo interpolar contralateral ésta tendid a situarse
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principalmente en el tercio medio (50% de las neuronas) (Tabla 24). Al analizar la
distribucion dorsoventral de las neuronas c-fos positivas, se registrd6 una mayor
presencia en la division ventral que en la dorsal del nucleo interpolar, localizandose
concretamente todas las neuronas del nucleo interpolar contralateral en la division
ventral. El analisis estadistico determind una presencia significativamente mayor de
neuronas con expresion de c-fos en el nucleo interpolar ventral contralateral que en el
ipsilateral en el primer y tercer nivel, y en el nicleo interpolar dorsal ipsilateral que en
el contralateral en el cuarto nivel (Tabla 25). La inmunorreactividad de c-fos se
distribuy6 anarquicamente en sentido dorsoventral y lateromedial en toda la extension

del nucleo interpolar.

- _ _ . Y%rc
Primero 16,7
- Segundo _ _ _ 83
Tercero 41,7
~ Cuarto _ _ _ _
Quinto 0
- Sexto 2 _ _ _
TOTAL 6+0,7 100 12+1.4 100

Tabla 24. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales de los cobayas que unicamente fueron
anestesiados. IL: ipsilateral; CL: contralateral.

Primero 0 ND 2 100 0,038
‘Segundo. - - 0 - ~ ND - - 1 333 0057
Tercero 0 ND 5 100 0,005
_----_--I--_
Quinto 0 ND 1 100 0,183
~ Sexto - - 0 - ~ ND - - 2 50 ND
TOTAL 2+0,2 100 0 0 0,057 4+0,5 25 12+1,4 75 0,055

Tabla 25. Neuronas ipsilaterales y contralaterales c-fos positivas. Estan representadas el nimero y
el porcentaje de neuronas de los cobayas que tinicamente fueron anestesiados. IL: ipsilateral; CL:
contralateral; ND: no diferencias significativas.

Nucleo caudal del trigémino y asta dorsal del primer segmento cervical
La anestesia indujo expresion de c-fos bilateral en casi toda la extension

rostrocaudal del ntcleo caudal del trigémino y en el tercio rostral del asta dorsal del
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primer segmento cervical (C1). La inmunorreactividad de c-fos en las laminas I-II, 11 y
V fue estadisticamente mayor en el lado contralateral que en el ipsilateral, mientras que
en la lamina IV se observd lo contrario (Tabla 26). Al estudiar la distribucion
dorsoventral de las neuronas c-fos positivas se constatd una mayor presencia en las dos
laminas mas superficiales, situdndose a este nivel el 71,8% de las neuronas ipsilaterales
y el 68% de las neuronas contralaterales (Tabla 26). La inmunorreactividad de c-fos se

localiz6 principalmente en toda la extension dorsoventral de la lamina I de Rexed.

Iyll 122 71,8 46,6 140 68 534 <0,001

4 24 100 0 0 0 0,006

TOTAL 170+67,1 100 452 206£71,1 100 54,8 0,003

Tabla 26. Distribucién dorsoventral de las neuronas c-fos positivas. Estin representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales de los cobayas que unicamente fueron
anestesiados. IL: ipsilateral; CL: contralateral.

Formacion reticular ventral adyacente a los nucleos oral e interpolar del trigémino
En los cobayas que tnicamente fueron anestesiados practicamente no se observo

ninguna expresion de c-fos en la formacion reticular ventral adyacente al ntcleo oral

(Tabla 27). La expresion de c-fos se distribuyd anarquicamente en sentido dorsoventral

y lateromedial en toda su extension.

Primero 0 1 50 100 0,183

Segundo 0 - - 0 0 0 ND
Tercero 0 1 50 100 0,183

~ Cuarto 0 - - 0 - - ~ ND
Quinto 0 0 ND

~ Sexto 0 - - 0 - - ~ ND
Séptimo 0 0 ND

TOTAL 10,1 100 333 240,1 100 66,7 0,529

Tabla 27. Distribuciéon rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales de los cobayas que unicamente fueron
anestesiados. IL: ipsilateral; CL: contralateral; ND: no diferencias significativas.
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Por el contrario, se registré inmunorreactividad de c-fos bilateral en toda la
extension rostrocaudal de la formacion reticular ventral adyacente al nticleo interpolar.
Al analizar la distribucion rostrocaudal de la expresion de c-fos se observo una
tendencia a concentrarse principalmente en el tercio caudal de la formacion reticular
ventral (57,9% en el lado ipsilateral; 40,6% en el lado contralateral) (Tabla 28). Aunque
el nimero de neuronas c-fos positivas fue similar en ambos lados, en el primer nivel de
la formacion reticular ventral contralateral se registré un mayor nimero de neuronas que
en el lado ipsilateral, de la misma forma que en el sexto nivel de la formacion reticular
ventral ipsilateral la inmunorreactividad de c-fos fue significativamente mayor que en el
lado contralateral (Tabla 28). La expresion de c-fos se localizd, casi de manera
exclusiva, medialmente a la region mas ventral del tracto trigeminal espinal y del nticleo

interpolar.

FORMACION RETICULAR VENTRAL ADYACENTE AL NUCLEO INTERPOLAR

Nivel IL CL IL vs CL
X+SEM Y%orc YL X+SEM Y%orc  YocL P
Primero 4 10,5 33,3 8 25 66,7 0,008
Segundo 2 5,3 40 3 9,4 60 0,183
Tercero 4 10,5 57,1 3 9,4 42,9 0,057
Cuarto 6 15,8 54,5 5 15,6 45,5 0,057
Quinto 8 21,1 47,1 9 28,1 52,9 0,183
Sexto 14 36,8 77,8 4 12,5 22,2 0,001
TOTAL 3848,2 100 54,3 3248 100 45,7 0,15

Tabla 28. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estian representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales de los cobayas que unicamente fueron
anestesiados. IL: ipsilateral; CL: contralateral.

Nucleos paratrigeminales rostral y ventral

Los cobayas que fueron anestesiados y a los cuales no se les inyectd ninguna
sustancia en la region de las vibrisas, no presentaron ninguna neurona c-fos positiva en
el nacleo paratrigeminal rostral.

En el nacleo paratrigeminal ventral, la escasa inmunorreactividad de c-fos
registrada se observo practicamente en toda la extension rostrocaudal del nucleo
bilateralmente. Mientras que en el lado contralateral las neuronas con expresion de c-fos
se distribuyeron de manera bastante uniforme en sentido rostrocaudal, en el lado
ipsilateral tendieron a concentrarse en el tercio caudal del ntcleo (63,7% de las
neuronas) (Tabla 29). El numero de neuronas c-fos positivas fue mayor en el nicleo

ipsilateral que en el contralateral, hallandose diferencias estadisticas entre ambos lados
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en la mitad caudal del nucleo (Tabla 29). La inmunorreactividad de c-fos se distribuyd
anarquicamente en sentido dorsoventral y lateromedial en toda la extension del ntcleo

paratrigeminal ventral.

Primero 2 9,1 50 2 25 50 ND
~ Segundo _ 0 0 1 125 100 018
Tercero 18,2 57,1 3 37,5 42,9 0,057
~ Cuarto _ 91 100 0 - 0 0038
Quinto 8 36,4 100 0 0 0,002
~ Sexto 6 273 75 2 - 25 0006
TOTAL  2246,9 100 73,3 8+1,2 100 26,7 0,059

Tabla 29. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales de los cobayas que unicamente fueron
anestesiados. IL: ipsilateral; CL: contralateral; ND: no diferencias significativas.

Nucleo paratrigeminal dorsal

La anestesia indujo escasa expresion de c-fos en el ntcleo paratrigeminal dorsal,
la cual se distribuy¢ aleatoriamente por toda la extension rostrocaudal del ntcleo (Tabla
30). La inmunorreactividad de c-fos fue significativamente mayor en el nucleo
paratrigeminal dorsal contralateral que en el ipsilateral en el primer y cuarto nivel,
mientras que las neuronas c-fos positivas fueron estadisticamente mas numerosas en el
nucleo paratrigeminal dorsal ipsilateral que en el contralateral en el tercer y sexto nivel
(Tabla 30). La expresion de c-fos se distribuyd anarquicamente en sentido dorsoventral

y lateromedial en toda la extension del nucleo paratrigeminal dorsal.

Primero 2 50 100 0,038
~ Segundo _ - - 0 - 0  ND
Tercero 4 66,7 100 0 0 0,006
~ Cuarto 0 - - ] - - - 0,038
Quinto 0 0 ND
~ Sexto 2 - - 0 - - o002
TOTAL 620,8 100 60 4+0,7 100 40 0,02

Tabla 30. Distribuciéon rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales de los cobayas que unicamente fueron
anestesiados. IL: ipsilateral; CL: contralateral; ND: no diferencias significativas.
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Complejo parabraquial

En los cobayas que fueron anestesiados y a los cuales no se les inyectd ninguna
sustancia en la region de las vibrisas se observo inmunorreactividad de c-fos bilateral en
toda la extension rostrocaudal del complejo parabraquial. Al analizar la distribucion
lateromedial de la expresion de c-fos se constatd que €sta era mayor en el nucleo
parabraquial lateral, localizandose a este nivel el 77,6% de las neuronas ipsilaterales y el
74,3% de las neuronas contralaterales (Tabla 31). El nimero de neuronas c-fos positivas
en los tres nucleos analizados fue significativamente mayor en el lado contralateral que
en el ipsilateral (Tabla 31). La inmunorreactividad de c-fos se distribuy6 uniformemente
en toda la extension dorsoventral y lateromedial de los tres nucleos del complejo

parabraquial estudiados.

COMPLEJO PARABRAQUIAL
IL CL IL vs CL
X+SEM %rm % X+SEM  %pwm %cL p
Parabraquial lateral 118 77,6 454 142 74,3 54,6 <0,001

Nucleo

Kolliker-Fuse 20 13,2 42,6 27 14,1 574 0,002
Parabraquial medial 14 9,2 389 22 11,5 61,1 0,002
TOTAL 152+54.4 100 44,3 191+59,1 100 55,7 <0,001

Tabla 31. Distribucién lateromedial de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales de los cobayas que unicamente fueron
anestesiados. IL: ipsilateral; CL: contralateral.

4.3.2. Aceite de mostaza

El aceite de mostaza inmediatamente tras ser inyectado, indujo claros signos de
inflamacién en la zona de las vibrisas, tales como edema y enrojecimiento, y los cuales
aun fueron manifiestos en el momento de realizar la perfusion. Igualmente, los cobayas
respondieron a la inyecciéon de dicho irritante quimico mediante reacciones reflejas
nociceptivas, principalmente con el frotamiento del area de inyeccion con las patas
anteriores.

El aceite de mostaza, tal y como se muestra en los dibujos de cdmara clara de
secciones transversales del tronco encefalico y médula espinal cervical (Figs. 14A-L),
indujo inmunorreactividad de c-fos en el complejo nuclear sensitivo del trigémino, en el
nucleo intertrigeminal, en la formacion reticular ventral colindante con los nucleos oral
e interpolar del trigémino, en los nlcleos paratrigeminales, en el asta dorsal del primer

segmento cervical y en el complejo parabraquial. La expresion de c-fos en el nucleo oral
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dorsal, en la formacion reticular ventral adyacente al nucleo oral, en los nucleos
paratrigeminales rostral y ventral y en el complejo parabraquial no presentd diferencias
significativas entre ambos lados. Por el contrario, el numero de neuronas c-fos positivas
en el nucleo interpolar dorsal fue estadisticamente mayor en el lado contralateral que en
el ipsilateral, observandose el efecto inverso en el resto de las estructuras donde se halld

inmunorreactividad de c-fos.

Nucleo principal del trigémino

El aceite de mostaza unicamente indujo inmunorreactividad de c-fos ipsilateral
en el nucleo principal del trigémino y en el nicleo intertrigeminal (Tabla 32). La escasa
expresion de c-fos registrada se localizo en el tercio medio y en la zona rostral del tercio
caudal de dichos nticleos. Las neuronas que fueron activadas por el aceite de mostaza se
situaron preferentemente en la region ventromedial del nucleo principal ventral y en la

region ventrolateral del nucleo intertrigeminal (Figs. 8D y 14A).

NUCLEO PRINCIPAL NUCLEO INTERTRIGEMINAL
IL CL IL vs CL IL CL IL vs CL
X+SEM %IL X+SEM %CL P X+SEM %IL X+SEM %CL P
20+4,3 100 0 0 <0,001  38+7,7 100 0 0 <0,001

Tabla 32. Neuronas c-fos positivas en el nidcleo principal del trigémino y en el nucleo
intertrigeminal. Estin representadas el niimero y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y
contralaterales activadas por el aceite de mostaza. IL: ipsilateral; CL: contralateral.

Nucleo oral del trigémino

El aceite de mostaza indujo expresion de c-fos bilateral en toda la extension
rostrocaudal del nucleo oral. Sin embargo, la mayor parte de las neuronas c-fos
positivas se registraron en el tercio caudal del nucleo (67,3% a nivel ipsilateral; 82% a
nivel contralateral) (Tabla 33). La inmunorreactividad de c-fos fue méas manifiesta en la
divisiéon ventral que en la division dorsal del nicleo oral, especialmente a nivel
ipsilateral. La expresion de c-fos fue significativamente mayor en el nucleo oral ventral
ipsilateral que en el contralateral en los niveles tercero, sexto, séptimo y octavo. Por el
contrario, el nimero de neuronas c-fos positivas en el nucleo oral dorsal sélo fue
estadisticamente mayor en el lado ipsilateral que en el contralateral en el octavo nivel
(Tabla 34). Las neuronas del ntcleo oral que respondieron a la inyeccion de aceite de

mostaza se situaron fundamentalmente en la zona ventromedial y ventrolateral del
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nucleo oral ventral (Figs. 9A-B y 14B-E) y en la region mas dorsal del nacleo oral

dorsal (Figs. 14C-D).

.  c
- _ - _
Primero
~ Segundo _ _ _ _
Tercero 23
~ Cuarto 32 _ _ _
Quinto 39 11,2
~ Sexto 75 215 _ _
Séptimo 96 27,5
~ Octavo 64 183 _ _
TOTAL  349+111 100 50+3,2 100

Tabla 33. Distribuciéon rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza. IL:
ipsilateral; CL: contralateral.

Primero 100 0 0 0215 4 1 20 0,109
‘Segundo - [85,7] T [14/3] (03257 [F9i] - 00 0057
Tercero 7 875 1 125 0125 16 941 1 59 0038
‘Cuarto 6 100 0 0 0066 26 929 2 71 006
Quinte 6 857 1 143 0067 33 943 2 57 0074
~ Sexto 15 - 5 25 0165 60 938 4 63 0002
Séptimo 9 6 40 0501 8 89,7 10 103 0022

TOTAL 55+4,3 78,6 15+1,4 21,4 0,068 294+122 89,4 35+6,4 10,6 0,017

Tabla 34. Neuronas ipsilaterales y contralaterales c-fos positivas. Estan representadas el nimero y
el porcentaje de neuronas activadas por el aceite de mostaza. IL: ipsilateral; CL: contralateral.

Nucleo interpolar del trigémino

El aceite de mostaza indujo expresion de c-fos bilateral en toda la extension
rostrocaudal del nucleo interpolar. Sin embargo, la mayor parte de las neuronas c-fos
positivas se registraron en el tercio caudal del nucleo (65,5% a nivel ipsilateral; 42,7% a
nivel contralateral) (Tabla 35). Al igual que se comento6 en relacion con el ntcleo oral,
la inmunorreactividad de c-fos fue méas manifiesta en la division ventral que en la
divisiéon dorsal del nucleo interpolar. Aunque en el nucleo interpolar ventral, la
expresion de c-fos fue mayor en el lado ipsilateral que en contralateral, el analisis

estadistico unicamente reveld diferencias significativas entre ambos lados en el quinto
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nivel (Tabla 36). Las neuronas c-fos positivas del nucleo interpolar ventral se situaron
fundamentalmente en el borde lateral, proximo al tracto trigeminal espinal, y en el borde

medial, adyacente a la formacion reticular (Figs. 10A,E y 4F-H).

X+SEM _ _ _
Primero 17
 Segundo 13 _ _ _
Tercero 13 18,3
~ Cuarte 25 _ _ 152
Quinto 75 38,1 25,6

TOTAL  197+487,2 100 164+74,3 100

Tabla 35. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza. IL:
ipsilateral; CL: contralateral.

Primero 1 3 75 0,252 16 9 36 0,072

Tercero 33,3 6 66,7 0,416 10 29,4 24 70,6 0,162

Quinto 8 8 50 0,919 67 66,3 34 33,7 0,024

TOTAL 23+4,7 45,1 28459 54,9 0,006 1744543 56,1 136+44,2 43,9 <0,001

Tabla 36. Neuronas ipsilaterales y contralaterales c-fos positivas. Estan representadas el nimero y
el porcentaje de neuronas activadas por el aceite de mostaza. IL: ipsilateral; CL: contralateral.

Nucleo caudal del trigémino y asta dorsal del primer segmento cervical

El aceite de mostaza indujo inmunorreactividad de c-fos bilateral en toda la
extension rostrocaudal del nucleo caudal del trigémino y en el tercio rostral del asta
dorsal del primer segmento cervical (C1) (Figs. 141-L). Dicha inmunorreactividad de
fue mas manifiesta en el lado ipsilateral que en el contralateral, hallandose diferencias
estadisticas entre ambos lados en las 5 laminas dorsales (Tabla 37). Al analizar la
distribucion dorsoventral de la expresion de c-fos se constatd que ésta era mayor en las
dos laminas mas superficiales, localizdndose a este nivel el 82,6% de las neuronas
ipsilaterales y el 68,8% de las neuronas contralaterales (Tabla 37). Las neuronas del

nucleo caudal y de C1 que respondieron a la inyeccion de aceite de mostaza se situaron
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fundamentalmente en los dos tercios ventrales de las laminas [ y Ilo (Figs. 11A-B y 14I-

L).

IyIl 3447 826 815 784 688 185 0,021
_ © 296 71 705 124 109 295 0,005
133 32 658 69 6,1 342 0,005

TOTAL 4171£631,2 100 78,5 1140+391,6 100 21,5 0,007

Tabla 37. Distribucién dorsoventral de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza. IL:
ipsilateral; CL: contralateral.

Formacion reticular ventral adyacente a los nucleos oral e interpolar del trigémino

El aceite de mostaza indujo expresion de c-fos bilateral en toda la extension
rostrocaudal de la formacion reticular ventral adyacente tanto al nucleo oral (Tabla 38)
como al nucleo interpolar (Tabla 39) del trigémino. La inmunorreactividad de c-fos fue
bastante uniforme a lo largo de la extension rostrocaudal de la formacién reticular
ventral, siendo destacable el aumento de neuronas c-fos positivas observado en la region
caudal de la formacion reticular ventral adyacente al ntcleo oral ipsilateral (Tabla 38) y
en la mitad caudal de la formaciéon reticular ventral adyacente al nucleo interpolar
contralateral (Tabla 39). El nimero de neuronas con expresion de c-fos fue mayor en el

lado ipsilateral que en el contralateral, a pesar de que las diferencias tinicamente fueron

Primero 9 2,2 75 3 3,3 25 0,147

~Segundo 3279 727 12 133 273 0,045
Tercero 27 6.7 58,7 19 21,1 41,3 0,059

~ Cuarto 71 176 826 15 167 174 0002
Quinto 42 10,4 84 8 8,9 16 0,068

~ Sexto 40 99 8 6 67 13 0064
Séptimo 53 13,1 84,1 10 11,1 15,9 0,108

TOTAL  404£119,5 100 81,8 90431 100 18,2 0,055

Tabla 38. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza. IL:
ipsilateral; CL: contralateral.
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significativas en el segundo y cuarto nivel a la altura del nucleo oral (Tabla 38) y en el
segundo y quinto nivel a la altura del ntcleo interpolar (Tabla 39). Las neuronas de la
formacion reticular ventral que fueron activadas tras la inyeccion de este irritante
quimico se localizaron inmediatamente medial a los nucleos oral e interpolar ventral.
Igualmente, en el cuarto caudal del nucleo oral y en toda la extensiéon del nucleo
interpolar, las neuronas c-fos positivas también se localizaron medialmente a la region

mas ventral del tracto trigeminal espinal (Figs. 9A-B, 10A y 14B-H).

FORMACION RETICULAR VENTRAL ADYACENTE AL NUCLEO INTERPOLAR

Nivel IL CL IL vs CL
X+SEM %rc Yo X+SEM Y%orc YcL P
Primero 108 13,8 75,5 35 8,8 24,5 0,077
Segundo 117 14,9 80,7 28 7 19,3 0,049
Tercero 143 18,3 69,4 63 15,8 30,6 0,2
Cuarto 135 17,2 61,9 83 20,9 38,1 0,157
Quinto 179 229 624 108 27,1 37,6 0,035
Sexto 101 12,9 55,5 81 20,4 44,5 0,399

TOTAL 783£216,5 100 66,3  398+101,4 100 33,7 0,016

Tabla 39. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estian representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza. IL:
ipsilateral; CL: contralateral.

Nucleos paratrigeminales rostral y ventral

El aceite de mostaza Uinicamente indujo inmunorreactividad de c-fos bilateral en
el tercio caudal del nucleo paratrigeminal rostral, no observandose ninguna expresion de
c-fos en los dos tercios rostrales de ambos lados (Tabla 40). El nimero de neuronas c-
fos positivas en los tres niveles caudales del nucleo paratrigeminal rostral fue mayor en
el lado ipsilateral que en el contralateral, a pesar de que las diferencias unicamente
fueron estadisticas en el octavo nivel (Tabla 40).

Por el contrario, la inmunorreactividad de c-fos fue patente de manera bilateral
en toda la extension rostrocaudal del nucleo paratrigeminal ventral. Sin embargo, la
mayor parte de las neuronas c-fos positivas se situaron en la mitad caudal del nucleo
(81,3% a nivel ipsilateral; 89,2% a nivel contralateral) (Tabla 41). El nimero de
neuronas que presentaron expresion de c-fos fue mayor en el lado ipsilateral que en el
contralateral, hallandose diferencias significativas Ginicamente en el tercer nivel (Tabla
41). Las neuronas que fueron activadas tras la inyeccion de este irritante quimico se

localizaron principalmente en la region mas medial de los nticleos paratrigeminales
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rostral y ventral, en estrecha proximidad con el ntcleo oral e interpolar (Figs. 10E y

14D-H).

Primero ND
~ Segundo _ - - _ - - ~ ND
Tercero 0 0 ND
 Cuarto 0 - - 0 - - ~ ND
Quinto 0 0 ND
 Sexto 21 - - ] - - C0391
Séptimo 29 47.5 82,9 6 46,2 17,1 0,101
~ Octavo 11 181 647 6 462 353 0029
TOTAL 61+10,3 100 82,4 13+0,2 100 17,6 0,068

Tabla 40. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el niimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza. IL:
ipsilateral; CL: contralateral; ND: no diferencias significativas.

Primero 5 1,6 62,5 3 1,2 37,5 0,252
Segundo 18 57 - 10 4 357 0283
Tercero 36 11,4 14 5,6 28 0,023
~ Cuarto _ 274 - 4 198 36 0212
Quinto 30,3 61,1 61 24,6 38,9 0,331
~ Sexto _ 236 403 111 448 597 0541
TOTAL 317497,4 100 56,1 248+79.4 100 43,9 0,067

Tabla 41. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el niimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza. IL:
ipsilateral; CL: contralateral.

Nucleo paratrigeminal dorsal

El aceite de mostaza indujo expresion de c-fos bilateral en toda la extension
rostrocaudal del nucleo paratrigeminal dorsal, salvo en la zona mas rostral del lado
contralateral. Sin embargo, la mayor parte de las neuronas c-fos positivas se registraron
en la mitad caudal del nucleo (70,4% a nivel ipsilateral; 86,2% a nivel contralateral)
(Tabla 42). La inmunorreactividad de c-fos fue mas manifiesta en el ntcleo
paratrigeminal dorsal ipsilateral que en el contralateral, hallandose diferencias

estadisticas entre ambos lados en el tercer, quinto y sexto nivel (Tabla 42). La
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inmunorreactividad de c-fos tras la inyeccion de este irritante quimico se distribuyd

uniformemente por todo el niicleo paratrigeminal dorsal (Fig. 10B).

Primero 2,8 100 0 0 0,252
~ Segundo _ 85 857 1 - 143 0178
Tercero 13 18,3 68,4 6 11,8 31,6 0,046

Quinto 18 254 56,2 14 274 438 0,044

TOTAL 71x16,4 100 582 51+11,2 100 41,8 0,001

Tabla 42. Distribuciéon rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza. IL:
ipsilateral; CL: contralateral.

Complejo parabraquial

El aceite de mostaza indujo expresion de c-fos bilateral en toda la extension
rostrocaudal del complejo parabraquial. EI numero de neuronas c-fos positivas fue
similar en ambos lados, no existiendo diferencias significativas entre ellos en ninguno
de los nucleos estudiados en dicho complejo (Tabla 43). Al analizar la distribucion
lateromedial de la inmunorreactividad de c-fos se constatdé que ésta era mayor en el
nucleo parabraquial lateral, situdndose a este nivel el 75,1% de las neuronas ipsilaterales
y el 75,3% de las neuronas contralaterales (Tabla 43). La inmunorreactividad de c-fos se
localiz6 en toda la extension del nucleo parabraquial lateral, del nticleo parabraquial

medial y del nacleo de Kolliker-Fuse (Fig. 8C).

Parabraquial lateral 900 75,1 5573 727 75,3 44,7 0,087

Parabraquial medial 176 14,6 61,1 112 11,6 38,9 0,058

Tabla 43. Distribuciéon lateromedial de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza. IL:
ipsilateral; CL: contralateral.
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4.3.3. Formalina

La formalina indujo los mismos signos de inflamacion local asi como las
reacciones nociceptivas observadas después de la inyeccion de aceite de mostaza.
Igualmente, tras la aplicacion de este irritante quimico se constatd la presencia de
expresion de c-fos en los nucleos oral, interpolar y caudal del trigémino, en la formacion
reticular ventral adyacente a los nucleos oral e interpolar del trigémino, en los nucleos
paratrigeminales, en el asta dorsal del primer segmento cervical y en el complejo

parabraquial.

Nucleo principal del trigémino
La inyeccion de formalina en la region de las vibrisas no indujo ninguna

inmunorreactividad de c-fos en el ntcleo principal del trigémino.

Nucleo oral del trigémino

La formalina indujo expresion de c-fos en toda la extension rostrocaudal del
nucleo oral ipsilateral. Al analizar la distribucion dorsoventral de la inmunorreactividad
de c-fos se constatd que ésta era mayor en la division ventral que en la division dorsal
del ntcleo oral. Mientras que en el nucleo oral dorsal las neuronas c-fos positivas se
distribuyeron uniformemente en los dos tercios caudales del ntcleo, en el ntcleo oral
ventral las neuronas se localizaron principalmente en el tercio caudal del mismo,
proximas a la region de transicion con el nucleo interpolar (59% de las neuronas) (Tabla
44). La expresion de c-fos se observd en el nucleo oral ventral, principalmente en la

region ventromedial del mismo (Fig. 9C).

Nucleo interpolar del trigémino

La formalina indujo inmunorreactividad de c-fos en toda la extension
rostrocaudal del nucleo interpolar ipsilateral. La expresion de c-fos fue mayor en la
division ventral que en la division dorsal del nucleo interpolar. Aunque en general, las
neuronas c-fos positivas se distribuyeron de manera uniforme en sentido rostrocaudal en
las dos divisiones del nucleo interpolar, se constatd una ligera tendencia a situarse en el
tercio caudal en ambos casos (47,6% de las neuronas del nucleo interpolar dorsal,

48,8% de las neuronas del nucleo interpolar ventral) (Tabla 45). La inmunorreactividad
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de c-fos se registro fundamentalmente en la region mas ventral del ntcleo interpolar

ventral, extendiéndose ligeramente dicha inmunorreactividad de también en su borde

medial en la region caudal del nacleo interpolar.

Primero

~ Segundo _ _ _ _ _
Tercero

~ Cuarto _ _ _ _ _
Quinto 24 26,5 10,1

~ Sexto 39 _ 265 _ o201
Séptimo 48 17,6 28,2

~ Octavo 18 _ 59 _ o107
TOTAL 183+57,3 34+10,3 100 149+47.6 100

Tabla 44. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales activadas por la formalina.

Primero 13,6

~ Segundo | _ _ _ _ 48
Tercero 23,8 16,8

~ Cuarto _ _ _ _ 16
Quinto 19,2

~ Sexto _ _ _ _ 296
TOTAL 146+69,8 2143,6 100 125431 100

Tabla 45. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales activadas por la formalina.

Nucleo caudal del trigémino y asta dorsal del primer segmento cervical

La inyeccion de formalina indujo expresion de c-fos ipsilateral en toda la
extension rostrocaudal del nucleo caudal del trigémino y en el tercio rostral del asta
dorsal del primer segmento cervical (C1). Al estudiar la distribucion dorsoventral de la
inmunorreactividad de c-fos, se constatd que ésta era mayor en las dos ldminas mas
superficiales, situandose a este nivel el 70% de las neuronas (Tabla 46). Las neuronas c-
fos positivas se localizaron principalmente en los dos tercios ventrales de las laminas I y

ITo del nacleo caudal y del asta dorsal de C1.
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NUCLEO CAUDAL Y C1
Laminas X+SEM Yop-v
Iyl 868 70

I 184 14,8
v 45 3.6
\% 143 11,5
TOTAL  1240+351,6 100

Tabla 46. Distribucién dorsoventral de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales activadas por la formalina.

Formacion reticular ventral adyacente a los nucleos oral e interpolar del trigémino
La formalina indujo inmunorreactividad de c-fos ipsilateralmente en los tres
cuartos caudales de la formacion reticular ventral adyacente al nucleo oral (Tabla 47) y
en toda la extension rostrocaudal de la formacion reticular ventral adyacente al ntcleo
interpolar (Tabla 48). Mientras que a la altura del nucleo oral, la expresion de c-fos
tendia a localizarse principalmente en el cuarto caudal de la formacion reticular (59,9%
de las neuronas) (Tabla 47); a la altura del nucleo interpolar, las neuronas c-fos
positivas se distribuyeron uniformemente a lo largo de toda su extension rostrocaudal
(Tabla 48). En los dos tercios rostrales de la formacion reticular ventral adyacente al
nucleo oral, la inmunorreactividad de c-fos se localizoé s6lo medialmente al nacleo oral
ventral. Por el contrario, en el tercio caudal de la formacion reticular ventral adyacente
al nacleo oral y en toda la extension rostrocaudal de la formacion reticular ventral
adyacente al nucleo interpolar, la expresion de c-fos se situ6 medialmente al ntcleo

trigeminal y a la region mas ventral del tracto trigeminal espinal (Fig. 9C).

FORMACION RETICULAR VENTRAL
ADYACENTE AL NUCLEO ORAL

Nivel X+SEM %R-C
Primero 0 0
Segundo 0 0
Tercero 22 15,5

Cuarto 11 7,7
Quinto 10 7

Sexto 14 9,9

Séptimo 41 28,9
Octavo 44 31
TOTAL 142+49,8 100

Tabla 47. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el niimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales activadas por la formalina.
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Primero 18,2

~ Segundo _ 12y
Tercero 15,7

~ Cuarto _ I A
Quinto 56 17,2

 Sexte 79 243
TOTAL 325+86.4 100

Tabla 48. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales activadas por la formalina.

Nucleos paratrigeminales rostral y ventral
La formalina tinicamente indujo expresion de c-fos en el tercio caudal del nucleo
paratrigeminal rostral ipsilateral (Tabla 49). Las neuronas activadas por dicho irritante

se localizaron en la region mas ventromedial del nticleo paratrigeminal rostral.

Primero

~ Segundo _ _
Tercero

~ Cuarto _ _

Quinto

~ Sexto _ _
Séptimo 66,7

~ Octavo _ 185
TOTAL 27+4,7 100

Tabla 49. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estin representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales activadas por la formalina.

La inmunorreactividad de c-fos se registr6 ipsilateralmente en toda la extension
rostrocaudal del nucleo paratrigeminal ventral. Sin embargo, la mayor parte de las
neuronas c-fos positivas se situaron en el tercio caudal del nucleo (76,9% de las
neuronas) (Tabla 50). La expresion de c-fos se distribuyd uniformemente en sentido
dorsoventral y lateromedial en toda la extension del nucleo paratrigeminal ventral,
aunque con una ligera tendencia a concentrarse principalmente en los dos tercios

ventrales de dicho nucleo.
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NUCLEO PARATRIGEMINAL VENTRAL

Nivel X+SEM %R-C
Primero 4 1,9
Segundo 12 5,7
Tercero 16 7,5

Cuarto 17 8
Quinto 86 40,6

Sexto 77 36,3

TOTAL 2124543 100

Tabla 50. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estian representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales activadas por la formalina.

Nucleo paratrigeminal dorsal

La formalina indujo inmunorreactividad de c-fos en toda la extension
rostrocaudal del nucleo paratrigeminal dorsal ipsilateral. Sin embargo, la mayor parte de
las neuronas c-fos positivas se registraron en el tercio caudal del nucleo (67,2% de las
neuronas) (Tabla 51). La expresion de c-fos se distribuy6 uniformemente en sentido

dorsoventral y lateromedial en toda la extension del nucleo paratrigeminal dorsal.

NUCLEO PARATRIGEMINAL DORSAL

Nivel X+SEM Y%or-c
Primero 2 34
Segundo 4 6,9
Tercero 5 8,60
Cuarto 8 13,8
Quinto 25 43,1

Sexto 14 24,1
TOTAL 58+9,4 100

Tabla 51. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el niimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales activadas por la formalina.

4.3.4. Capsaicina

La capsaicina, al igual que el aceite de mostaza y la formalina, inmediatamente
tras ser inyectada indujo claros signos de inflamacion en la zona de las vibrisas, tales
como edema y enrojecimiento, que aun fueron manifiestos en el momento de realizar la
perfusion. Sin embargo, a diferencia de aquellos, los cobayas no respondieron a la
aplicacion de dicho irritante quimico mediante reacciones reflejas nociceptivas.

La capsaicina tras su inyeccion indujo expresion de c-fos en los nucleos oral,

interpolar y caudal del trigémino, en la formacion reticular ventral adyacente a los
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nucleos oral e interpolar del trigémino, en los nucleos paratrigeminales, en el asta dorsal

del primer segmento cervical y en el complejo parabraquial.

Nucleo principal del trigémino
La inyeccién de capsaicina en la region de las vibrisas no indujo ninguna

inmunorreactividad de c-fos en el nacleo principal del trigémino.

Nucleo oral del trigémino

La capsaicina indujo expresion de c-fos en toda la extension rostrocaudal del
nucleo oral ipsilateral. Al analizar la distribucion dorsoventral de la inmunorreactividad
de c-fos se constatd que ésta era mayor en la division ventral que en la division dorsal
del nucleo oral. En el nucleo oral dorsal las neuronas c-fos positivas se localizaron
principalmente en el tercio medio y en la zona rostral del tercio caudal del nucleo
(78,9% de las neuronas). Por el contrario, la expresion de c-fos en el nucleo oral ventral
se observo fundamentalmente en el tercio caudal del nucleo (56,3% de las neuronas)
(Tabla 52). Las neuronas que respondieron a la inyeccion de capsaicina se situaron
principalmente en el borde ventrolateral del nucleo oral ventral, en cercana proximidad
al tracto trigeminal espinal, y en menor medida también en su borde ventromedial (Fig.

9D).

NUCLEO NUCLEO ORAL NUCLEO ORAL
Nivel ORAL DORSAL VENTRAL

X+SEM  X+SEM Y%or-C X+SEM Y%or-C
Primero 10 0 0 10 53
Segundo 17 1 5,3 16 8,4
Tercero 14 1 5,3 13 6,8
Cuarto 24 5 26,3 19 10
Quinto 30 5 26,3 25 13,2
Sexto 54 5 26,3 49 25,8
Séptimo 39 1 53 38 20
Octavo 21 1 5,3 20 10,5
TOTAL  209+54,7 1943,6 100 190442 100

Tabla 52. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el niimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales activadas por la capsaicina.

Nucleo interpolar del trigémino
La capsaicina indujo inmunorreactividad de c-fos ipsilateralmente en toda la

extension rostrocaudal del nucleo interpolar. La expresion de c-fos fue mas manifiesta
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en la division ventral que en la division dorsal del ntcleo interpolar. En el nacleo
interpolar dorsal, las neuronas c-fos positivas se distribuyeron principalmente en los dos
tercios caudales del nticleo (84% de las neuronas). En el nucleo interpolar ventral, la
inmunorreactividad de c-fos se observd fundamentalmente en el tercio caudal del
mismo (56,4% de las neuronas) (Tabla 53). La expresion de c-fos se localizod

principalmente en los bordes medial y lateral de la division ventral del nucleo interpolar.

Primero
~ Segundo — _ _ _ —
Tercero 14,3
Quinto 24,1
~ Sexto — _ _ _ 323
TOTAL 158+55,5 2543,8 100 133+£20,4 100

Tabla 53. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estin representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales activadas por la capsaicina.

Nucleo caudal del trigémino y asta dorsal del primer segmento cervical

La inyeccion de capsaicina indujo inmunorreactividad de c-fos ipsilateral en
toda la extension rostrocaudal del nucleo caudal del trigémino y en el tercio rostral del
asta dorsal del primer segmento cervical (C1). Al estudiar la distribucion dorsoventral
de la expresion de c-fos se constatd que ésta era mayor en las dos laminas mas
superficiales, situdndose a este nivel el 75,7% de las neuronas (Tabla 54). Las neuronas
c-fos positivas se localizaron fundamentalmente en la regién ventral de las laminas I y

IIo de Rexed.

Iyll 1266 75,7

5

TOTAL 1672+361,7 100

Tabla 54. Distribucion dorsoventral de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales activadas por la capsaicina.
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Formacion reticular ventral adyacente a los nucleos oral e interpolar del trigémino
La capsaicina indujo expresion de c-fos en practicamente toda la extension
rostrocaudal de la formacion reticular ventral adyacente a los ntcleos oral (Tabla 55) e
interpolar (Tabla 56) ipsilaterales. En la formacion reticular ventral adyacente al nucleo
oral, la inmunorreactividad de c-fos tendi6 a localizarse en el cuarto caudal (51,4% de
las neuronas) (Tabla 55). Por el contrario, las neuronas c-fos positivas se distribuyeron
uniformemente a lo largo de toda la extension rostrocaudal de la formacién reticular
ventral adyacente al nucleo interpolar (Tabla 56). La expresion de c-fos en la formacion
reticular ventral adyacente a los ntcleos oral e interpolar se situ6 medialmente al nticleo

trigeminal y a la region mas ventral del tracto trigeminal espinal (Fig. 9D).

Primero
Tercero 20,5
- Cuarto _ _
Quinto
Séptimo
TOTAL 185+34,8 100

Tabla 55. Distribuciéon rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales activadas por la capsaicina.

Primero 21,9

~ Segundo _ 14
Tercero 20,7

- Cuarto _ 152
Quinto 14,1

~ Sexto _ S 141
TOTAL 270£74,6 100

Tabla 56. Distribuciéon rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales activadas por la capsaicina.
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Nucleos paratrigeminales rostral y ventral
La capsaicina Unicamente indujo expresion de c-fos en la mitad caudal del
nucleo paratrigeminal rostral ipsilateral (Tabla 57). Las neuronas activadas por dicho

irritante se localizaron en la region mas ventromedial del nucleo paratrigeminal rostral.

Primero

~ Segundo _ _
Tercero

~ Cuarto _ _

Quinto

~ Sexto _ _
Séptimo

- Octavo _ _
TOTAL 40+11,2 100

Tabla 57. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales activadas por la capsaicina.

La inmunorreactividad de c-fos se registr6 ipsilateralmente en toda la extension
rostrocaudal del nucleo paratrigeminal ventral. Sin embargo, la mayor parte de las
neuronas c-fos positivas se situaron en el tercio caudal del nucleo (66,1% de las
neuronas) (Tabla 58). La expresion de c-fos se distribuyd uniformemente en sentido
dorsoventral y lateromedial en toda la extension del nucleo paratrigeminal ventral,
aunque con una ligera tendencia a concentrarse principalmente en los dos tercios

ventrales de dicho nucleo.

Primero
~ Segundo _ _
Tercero I 8,7
~ Cuarto _ I VA
Quinto 70 30,4
~ Sexto & 357
TOTAL 230+£79,8 100

Tabla 58. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estin representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales activadas por la capsaicina.
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Nucleo paratrigeminal dorsal

La capsaicina indujo inmunorreactividad de c-fos en toda la extension
rostrocaudal del nucleo paratrigeminal dorsal ipsilateral. Sin embargo, la mayor parte de
las neuronas c-fos positivas se registraron en la mitad caudal del nucleo (62,5% de las
neuronas) (Tabla 59). La expresion de c-fos se distribuyo uniformemente en sentido

dorsoventral y lateromedial en toda la extension del nucleo paratrigeminal dorsal.

NUCLEO PARATRIGEMINAL DORSAL

Nivel X+SEM %oRr-c
Primero 6 12,5
Segundo 6 12,5
Tercero 6 12,5
Cuarto 11 22,9

Quinto 12 25

Sexto 7 14,6

TOTAL 48+6,9 100

Tabla 59. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el niimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales activadas por la capsaicina.

4.3.5. Aceite de mostaza conjuntamente con antagonistas del sistema GABAp

El aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno indujo los mismos
signos de inflamacion local asi como las reacciones nociceptivas observadas después de
la inyeccion de aceite de mostaza sin emplear ningin farmaco del sistema GABAg.
Igualmente, tras la administracion de faclofeno se observd inmunorreactividad de c-fos
en el complejo nuclear sensitivo del trigémino, en el nucleo intertrigeminal, en la
formacion reticular ventral colindante con los nucleos oral e interpolar del trigémino, en
los nicleos paratrigeminales, en el asta dorsal del primer segmento cervical y en el
complejo parabraquial (Figs. 15A-L). La expresion de c-fos en el nticleo oral dorsal y en
el complejo parabraquial no presentd diferencias significativas entre ambos lados. Por el
contrario, el nimero de neuronas c-fos positivas en el resto de las estructuras fue

estadisticamente mayor en el lado ipsilateral que en el contralateral.

Nucleo principal del trigémino
El aceite de mostaza inyectado tras la administracion intraperitoneal de
faclofeno indujo escasa inmunorreactividad de c-fos ipsilateral en el ntcleo principal

del trigémino y en el nucleo intertrigeminal (Tabla 60). La expresion de c-fos fue
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observada en la misma localizacion rostrocaudal y ventrolateral que cuando inicamente

se inyect6 el aceite de mostaza (Fig. 15A).

NUCLEO PRINCIPAL NUCLEO INTERTRIGEMINAL
IL CL IL vs CL IL CL IL vs CL
X+SEM %IL X+SEM %CL P X+SEM %IL X+SEM %CL P
25+49 100 0 0 <0,001  3446,9 100 0 0 <0,001

Tabla 60. Neuronas c-fos positivas en el niicleo principal del trigémino y en el nicleo
intertrigeminal. Estin representadas el niimero y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y
contralaterales activadas por el aceite de mostaza tras la administracion de faclofeno. IL:
ipsilateral; CL: contralateral.

Nucleo oral del trigémino

El aceite de mostaza inyectado tras la administracion intraperitoneal de
faclofeno indujo inmunorreactividad de c-fos en toda la extension rostrocaudal del
nucleo oral ipsilateral y en los tres cuartos caudales del ntcleo oral contralateral. Sin
embargo, la mayor parte de la expresion de c-fos se observo en la mitad caudal del
nucleo oral (74,4 % a nivel ipsilateral; 92,3% a nivel contralateral) (Tabla 61). Las
neuronas c-fos positivas fueron mas numerosas en la division ventral que en la division
dorsal del nucleo oral ipsilateral, registrandose lo contrario en el nucleo oral
contralateral. La expresion de c-fos fue significativamente mayor en el nucleo oral

ventral ipsilateral que en el contralateral en todos los niveles, mientras que en el nucleo

NUCLEO ORAL
Nivel 1L CL
X+SEM Y%oRr-c X+SEM %oRr-c
Primero 5 1,2 0 0
Segundo 16 4 0 0
Tercero 29 7,1 2 5,1
Cuarto 54 13,3 1 2,6
Quinto 61 15,1 7 17,9
Sexto 74 18,3 12 30,8
Séptimo 110 27,2 11 28,2
Octavo 56 13,8 6 15,4
TOTAL  405£129 100 39494 100

Tabla 61. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estian representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza tras la
administracion de faclofeno. IL: ipsilateral; CL: contralateral.

oral dorsal no se hallaron diferencias estadisticas entre ambos lados (Tabla 62). Los

dibujos de cdmara clara (Figs. 15B-E) muestran que las neuronas del ntcleo oral ventral
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que respondieron a la inyeccion de aceite de mostaza tras la administracion de faclofeno
se situaron de manera anarquica en toda la extension del nucleo, mientras que en el
nucleo oral dorsal las neuronas tendian a localizarse en la region mas dorsal del mismo,

proximas al nucleo del fasciculo solitario.

Primero 100 0 0 0092 4 100 0 0 0002
__I---__---_
Tercero 13 867 2 133 0092 16 100 0 0 0044
(Cuarto 29 967 1 33 0092 25 100 0 0 0008
Quinto 37 841 7 159 0092 24 100 0 0 0004
CSexto 13 542 11 458 0117 61 984 1 16 0027
Séptimo 28 778 8 222 0092 8 965 3 35 0,007

TOTAL 1364584 81 32489 19 0092 269+71,1 97,5 7+0,6 2,5 0,013

Tabla 62. Neuronas ipsilaterales y contralaterales c-fos positivas. Estan representadas el nimero y
el porcentaje de neuronas activadas por el aceite de mostaza tras la administracion de faclofeno.
IL: ipsilateral; CL: contralateral.

Nucleo interpolar del trigémino

El aceite de mostaza inyectado tras la administracion intraperitoneal de
faclofeno indujo inmunorreactividad de c-fos bilateral en toda la extension rostrocaudal
del nucleo interpolar. Sin embargo, la mayor parte de las neuronas c-fos positivas se
registraron en el tercio caudal del nucleo (55,7% a nivel ipsilateral; 53,3% a nivel
contralateral) (Tabla 63). La expresion de c-fos fue mayor en la division ventral que en

la division dorsal del nucleo interpolar, especialmente a nivel ipsilateral. La

Primero

Tercero 68 14,9 13,2

Quinto 108 23,8 23,1

TOTAL  455+139,2 100 182+61,5 100

Tabla 63. Distribuciéon rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza tras la
administracion de faclofeno. IL: ipsilateral; CL: contralateral.
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inmunorreactividad de c-fos fue significativamente mas manifiesta en el tercio
caudaldel ntcleo interpolar ventral ipsilateral que del contralateral; mientras que en el
nucleo interpolar dorsal la diferencia entre ambos lados inicamente fue estadistica en el
sexto nivel (Tabla 64). Los dibujos de camara clara (Figs. 15F-H) muestran que las
neuronas c-fos positivas del nucleo interpolar ventral se situaron fundamentalmente en
la region ventrolateral y ventromedial del nucleo interpolar; mientras que las del nucleo
interpolar dorsal adoptaron una posicion dorsolateral en el polo rostral y dorsomedial en

el polo caudal del nucleo interpolar.

NUCLEO INTERPOLAR DORSAL NUCLEO INTERPOLAR VENTRAL
Nivel IL CL IL vs CL IL CL IL vs CL
X+SEM % X+SEM %1 p X+SEM % XtSEM %L p

Primero 8 88,9 1 11,1 0,099 19 67,9 9 32,1 0,134
Segundo 8 66,7 4 333 0,092 34 64,2 19 35,8 0,092
Tercero 11 78,6 3 21,4 0,092 57 73,1 21 26,9 0,072
Cuarto 8 61,5 5 38,5 0,371 57 71,2 23 28,8 0,117
Quinto 12 80 3 20 0,139 96 71,1 39 28,9 0,007

Sexto 14 77,8 4 22,2 0,031 131 72 51 28 <0,001
TOTAL 61£10,3 75,3 20+6,1 24,7 0,043 394+141 70,9 162461 29,1 0,004

Tabla 64. Neuronas ipsilaterales y contralaterales c-fos positivas. Estian representadas el niimero y
el porcentaje de neuronas activadas por el aceite de mostaza tras la administracion de faclofeno.
IL: ipsilateral; CL: contralateral.

Nucleo caudal del trigémino y asta dorsal del primer segmento cervical

El aceite de mostaza inyectado tras la administracion intraperitoneal de
faclofeno indujo inmunorreactividad de c-fos bilateral en toda la extension rostrocaudal
del ntcleo caudal del trigémino y en el tercio rostral del asta dorsal del primer segmento
cervical (C1) (Figs. 151I-L). Dicha inmunorreactividad de fue mas manifiesta en el lado
ipsilateral que en el contralateral, hallindose diferencias significativas entre ambos
lados en las 5 laminas dorsales (Tabla 65). Al analizar la distribucion dorsoventral de la
expresion de c-fos se constatd que ésta era mayor en las dos laminas més superficiales,
situandose a este nivel el 74,4% de las neuronas ipsilaterales y el 75,3% de las
contralaterales (Tabla 65). Las neuronas c-fos positivas en los dos tercios rostrales del
nucleo caudal se situaron fundamentalmente en la zona ventral de las laminas I y Ilo,
mientras que en el tercio final del nticleo caudal y en C1 se localizaron en la zona media

de dichas laminas (Figs. 11Cy 15I-L).
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Iyl 1997 744 888 252 753 112 <0,001
__--_--_
85 32 895 10 3 105 <0,001

TOTAL 2683+471,4 100 88,9 335122 100 11,1 <0,001

Tabla 65. Distribucién dorsoventral de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza tras la
administracion de faclofeno. IL: ipsilateral; CL: contralateral.

Formacion reticular ventral adyacente a los nucleos oral e interpolar del trigémino

El aceite de mostaza inyectado tras la administracion intraperitoneal de
faclofeno indujo inmunorreactividad de c-fos bilateral en toda la extension rostrocaudal
de la formacién reticular ventral adyacente tanto al nucleo oral (Tabla 66) como al
nucleo interpolar (Tabla 67) del trigémino. Sin embargo, la mayor parte de las neuronas
c-fos positivas se concentraron en el tercio caudal de la formacion reticular adyacente al
nucleo oral (60,6% en el lado ipsilateral; 68,4% en el lado contralateral) (Tabla 66) y en
la mitad caudal de la formacion reticular adyacente al nticleo interpolar (61,7% en el

lado ipsilateral; 60,4% en el lado contralateral) (Tabla 67). Tanto a la altura del ntcleo

Primero 18 7,9 90 2 5,3 10 0,006
Segundo 12 53 923 1 26 77 <0001
Tercero 22 9,6 88 3 7.9 12 0,001
- Cuarto 22 96 91,7 2 53 83 <0001
Quinto 16 7 80 4 10,5 20 0,016
~ Sexto 26 114 89 5 132 161 0005
Séptimo 34 149 773 10 26,3 22,7 <0,001

TOTAL  228+79,5 100 85,7 38471 100 143 0,004

Tabla 66. Distribuciéon rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza tras la
administracion de faclofeno. IL: ipsilateral; CL: contralateral.

oral como del nucleo interpolar, el nimero de neuronas con expresion de c-fos fue
mayor en el lado ipsilateral que en el contralateral, siendo las diferencias entre ambos

lados significativas en todos los niveles a excepcion del primer nivel de la formacion
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reticular adyacente al nucleo interpolar (Tablas 66 y 67). En los dibujos de camara clara
(Figs. 15B-H) se observa que las neuronas de la formacion reticular ventral que fueron
activadas por el aceite de mostaza cuando previamente se administrd faclofeno,
adoptaron la misma localizacion que la descrita tras la inyeccion de aceite de mostaza

sin emplear ningun farmaco del sistema GABAg.

Primero 65 7,8 35 11,2 35 0,065
Segundo 105 128 - 4 137 291 0045
Tercero 145 17,7 75,9 46 14,7 24,1 0,001
~ Cuarto 169 206 84 36 115 176 0004
Quinto 174 21,2 74,4 60 19,2 25,6 0,01
_ © 163 199 637 93 297 363 0013
TOTAL 82142422 100 72,4 313+123.4 100 27,6 0,002

Tabla 67. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el niimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza tras la
administracion de faclofeno. IL: ipsilateral; CL: contralateral.

Nucleos paratrigeminales rostral y ventral

El aceite de mostaza inyectado tras el pretratamiento con faclofeno, en general,
solo indujo inmunorreactividad de c-fos en la mitad caudal del nucleo paratrigeminal
rostral ipsilateral y en el tercio caudal del nucleo paratrigeminal rostral contralateral

(Tabla 68). El nimero de neuronas c-fos positivas fue mayor en el lado ipsilateral que

Primero 0 0 ND
Segundo 1 - - 0 - - C0092
Tercero 0 0 ND
 Cuarto 1 - - 0 - - 0058
Quinto 4 8,3 100 0 0 0,092
~ Sexto 10 208 909 1 - 91 0022
Séptimo 19 39,6 95 1 5 0,016
 Octavo 13 271 100 0 - 0 0003
TOTAL 48499 100 96 2+0,1 100 4 <0,001

Tabla 68. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza tras la
administracion de faclofeno. IL: ipsilateral; CL: contralateral; ND: no diferencias significativas.
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en el contralateral, hallandose diferencias estadisticas entre ambos lados en el tercio
caudal del nucleo (Tabla 68). Los dibujos de cdmara clara (Fig. 15E) revelan que las
neuronas que fueron activadas tras la inyeccion de este irritante quimico se
localizaronprincipalmente en la region mas medial del nicleo paratrigeminal rostral, en
estrecha proximidad con el ntcleo oral.

La expresion de c-fos fue patente de manera bilateral en toda la extension
rostrocaudal del nucleo paratrigeminal ventral. Sin embargo, la mayor parte de las
neuronas c-fos positivas se situaron en el tercio caudal del nucleo (74,5% a nivel
ipsilateral; 65% a nivel contralateral) (Tabla 69). Al igual que se coment6 en el parrafo
precedente, el nimero de neuronas que presentaron inmunorreactividad de c-fos fue
mayor en el lado ipsilateral que en el contralateral, siendo las diferencias significativas
entre ambos lados en los dos tercios caudales del ntcleo (Tabla 69). Los dibujos de
camara clara (Figs. 15F-H) revelan que en el tercio rostral del nucleo paratrigeminal, las
neuronas que fueron activadas tras la inyeccion de este irritante quimico se localizaron
principalmente en la regiéon mas medial de dicho nucleo, mientras que en los dos tercios

caudales adoptaron una distribucion uniforme en toda la extension del nucleo.

NUCLEO PARATRIGEMINAL VENTRAL

Nivel IL CL IL vs CL
X+SEM = %grc %  X£SEM @ %grc  %cL p

Primero 8 2 44 4 10 5,6 55,6 0,092
Segundo 7 1,7 50 7 4 50 0,901
Tercero 39 9,6 76,5 12 6,8 23,5 0,002
Cuarto 50 12,3 60,2 33 18,6 39,8 0,001
Quinto 137 33,6 67,2 67 37,9 32,8 0,002
Sexto 167 40,9 71,7 48 27,1 22,3 <0,001

TOTAL 408t131 100 69,7 177£52,8 100 30,3 <0,001

Tabla 69. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estian representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza tras la
administracion de faclofeno. IL: ipsilateral; CL: contralateral.

Nucleo paratrigeminal dorsal

El aceite de mostaza inyectado después de la administracion intraperitoneal de
faclofeno indujo expresion de c-fos bilateral en casi toda la extension rostrocaudal del
nucleo paratrigeminal dorsal. Sin embargo, la mayor parte de las neuronas c-fos
positivas se registraron en la mitad caudal del nucleo (69,9% a nivel ipsilateral; 82,8% a
nivel contralateral) (Tabla 70). La inmunorreactividad de c-fos fue méas manifiesta en el

nucleo paratrigeminal dorsal ipsilateral que en el contralateral, hallandose diferencias
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estadisticas entre ambos lados unicamente en el segundo, tercero y cuarto nivel (Tabla
70). En los dibujos de cdmara clara (Figs. 15F-H) se observa una distribucion uniforme,
en sentido dorsoventral y lateromedial, de la expresion de c-fos a nivel del ntcleo
paratrigeminal dorsal como consecuencia de la inyeccion de aceite de mostaza tras la

administracion de faclofeno.

Primero 4,1 60 2 6,9 40 0,092

Tercero 13 17,8 100 0 0 0,002

Quinto 20 274 66,7 10 34,5 33,3 0,05

TOTAL  7349.6 100 71,6 29432 100 28,4 0,006

Tabla 70. Distribuciéon rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza tras la
administracion de faclofeno. IL: ipsilateral; CL: contralateral.

Complejo parabraquial

El aceite de mostaza inyectado tras la administracion intraperitoneal de
faclofeno indujo inmunorreactividad de c-fos bilateral en toda la extension rostrocaudal
del complejo parabraquial. Al analizar la distribucion lateromedial de la expresion de c-
fos se constatd que ésta era mayor en el nlcleo parabraquial lateral (Figs. 8A-B),
localizandose a este nivel el 64,8% de las neuronas ipsilaterales y el 70% de las

neuronas contralaterales (Tabla 71). El numero de neuronas c-fos positivas fue similar

Parabraquial lateral 610 64,8 51 587 70 49 0,678

Parabraquial medial 175 18,6 61,8 108 12,9 382 0,012

Tabla 71. Distribuciéon lateromedial de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza tras la
administracion de faclofeno. IL: ipsilateral; CL: contralateral.

en ambos lados, hallandose inicamente diferencias significativas entre el lado ipsilateral

y el contralateral en el nticleo parabraquial medial (Tabla 71). La inmunorreactividad de
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c-fos se distribuy6 uniformemente en sentido dorsoventral y lateromedial en toda la
extension rostrocaudal del nucleo de Kolliker-Fuse, en la mitad caudal del nucleo
parabraquial lateral y en la mitad rostral del nucleo parabraquial medial. Sin embargo,en
la mitad rostral del nucleo parabraquial lateral y en la mitad caudal del nucleo
parabraquial medial la expresion de c-fos se localizd fundamentalmente en la region

medial de dichos ntcleos.

4.3.6. Aceite de mostaza conjuntamente con agonistas del sistema GABAg

El aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno indujo los mismos
signos de inflamacion local asi como las reacciones nociceptivas observadas después de
la inyeccion de aceite de mostaza sin emplear ningin farmaco del sistema GABAg.
Igualmente, tras la administracion de baclofeno se observd expresion de c-fos en los
nucleos oral, interpolar y caudal del trigémino, en la formacion reticular ventral
adyacente a los nucleos oral e interpolar del trigémino, en los nucleos paratrigeminales,
en el asta dorsal del primer segmento cervical y en el complejo parabraquial (Figs. 16A-
I). La expresion de c-fos en el nticleo oral dorsal, en el nucleo interpolar dorsal y en el
complejo parabraquial no presentd diferencias significativas entre ambos lados. Por el
contrario, el nimero de neuronas c-fos positivas en el resto de las estructuras fue

estadisticamente mayor en el lado ipsilateral que en el contralateral.

Nucleo principal del trigémino
La estimulacion con aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno no

indujo ninguna expresion de c-fos en el nucleo principal del trigémino.

Nucleo oral del trigémino

El aceite de mostaza inyectado tras la administracion intraperitoneal de
baclofeno indujo expresion de c-fos, casi de manera exclusiva, en el tercio caudal del
nucleo oral ipsilateral (89,2% de las neuronas), no detectindose ninguna o escasa
inmunorreactividad de c-fos en los dos tercios rostrales del ntcleo oral ipsilateral y en
toda la extension rostrocaudal del nucleo oral contralateral (Tabla 72). Las neuronas c-
fos positivas se localizaron principalmente en el nucleo oral ventral, observandose en

dicha divisidn diferencias estadisticas entre ambos lados unicamente en la mitad caudal
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del nucleo (Tabla 73). Las neuronas del nucleo oral ventral que respondieron a la
inyeccion de aceite de mostaza tras la administracion de baclofeno se situaron
unicamente en su mitad caudal, concretamente en los bordes medial y lateral,
inmediatamente adyacentes a la formacion reticular y al tracto trigeminal espinal,

respectivamente (Figs. 9E y 16A-B).

Primero

~ Segundo _ _ _ _
Tercero

 Cuarto _ _ _ _

Quinto

~ Sexto _ _ _ _
Séptimo 27 48,2 100

~ Octavo 11 196 _ 0
TOTAL 56+7,9 100 2+0,3 100

Tabla 72. Distribuciéon rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza tras la
administracion de baclofeno. IL: ipsilateral; CL: contralateral.

Primero 0 0 ND 0 ND
_----_----_
Tercero 1 100 0 0 0,058 1 100 0 0 0,058
__-_-_I_-_-_
Quinto 0 ND 3 100 0 0 0,035
_----_----_
Séptimo 1 1 ND 26 96,3 1 3,7 0,001

TOTAL 4402 80 1#0,1 20 0063 5249.8 98,1 1402 19 <0,001

Tabla 73. Neuronas ipsilaterales y contralaterales c-fos positivas. Estan representadas el nimero y
el porcentaje de neuronas activadas por el aceite de mostaza tras la administracion de baclofeno.
IL: ipsilateral; CL: contralateral; ND: no diferencias significativas.

Nucleo interpolar del trigémino

El aceite de mostaza inyectado tras la administracion intraperitoneal de
baclofeno indujo expresion de c-fos bilateral en toda la extension rostrocaudal del
nucleo interpolar. Sin embargo, la mayor parte de las neuronas c-fos positivas se
registraron en el tercio caudal del nucleo (66,7% a nivel ipsilateral; 44,5% a nivel

contralateral) (Tabla 74). La inmunorreactividad de c-fos fue mas manifiesta en la
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division ventral que en la division dorsal del ntcleo interpolar, especialmente a nivel
ipsilateral. La expresion de c-fos fue estadisticamente mayor en el nucleo interpolar
ventral ipsilateral que en el contralateral en el cuarto y sexto nivel; mientras que en el
nucleo interpolar dorsal ipsilateral el nimero de neuronas c-fos positivas fue
significativamente menor que en el lado contralateral tinicamente en el segundo nivel
(Tabla 75). La inmunorreactividad de c-fos del nucleo interpolar ventral tinicamente se

localizé en su borde medial, adyacente a la formacion reticular (Figs. 10C y 16C-E).

L
X+SEM _ _ _
Primero 2
~ Segundo - _ _ _
Tercero 13,9
 Cuarto _ _ _ 139
Quinto 13 20,6 30,6
~ Sexto 29 461 _ 139
TOTAL 63172 100 36+8,2 100

Tabla 74. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza tras la
administracion de baclofeno. IL: ipsilateral; CL: contralateral.

Primero 1 1 50 0,391 1 1 ND

Tercero 0 ND 6 54,5 5 45,5 0,658

Quinto 1 100 0 0 0,092 12 52,2 11 47,8 0,092

TOTAL 4403 50 4402 50 0,05 59482 648 32473 352 0,001

Tabla 75. Neuronas ipsilaterales y contralaterales c-fos positivas. Estin representadas el nimero y
el porcentaje de neuronas activadas por el aceite de mostaza tras la administraciéon de baclofeno.
IL: ipsilateral; CL: contralateral; ND: no diferencias significativas.

Nucleo caudal del trigémino y asta dorsal del primer segmento cervical

El aceite de mostaza inyectado tras la administracion intraperitoneal de
baclofeno indujo expresion de c-fos bilateral en toda la extension rostrocaudal del
nucleo caudal del trigémino e ipsilateralmente en el tercio rostral del asta dorsal del
primer segmento cervical (C1) (Figs. 16F-I). A pesar de que la inmunorreactividad de c-

fos fue mas manifiesta en el lado ipsilateral que en el contralateral, unicamente se
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hallaron diferencias estadisticas entre ambos lados en las laminas I-I1 y V (Tabla 76). Al
analizar la distribucion dorsoventral de las neuronas c-fos positivas se constatd que
¢éstas eran mas numerosas en las dos ldminas mas superficiales, situdndose a este nivel
el 85,6% de las neuronas ipsilaterales y el 69,7% de las neuronas contralaterales (Tabla
76). Las neuronas del nucleo caudal que respondieron a la inyeccion de aceite de
mostaza tras la administracion de baclofeno se situaron casi de manera exclusiva en las

laminas mas superficiales de Rexed (Figs. 11D y 16F-I).

NUCLEO CAUDAL Y C1
IL CL IL vs CL
X+SEM  %py %n. X+SEM  %p.v %cL P
IylII 1009 85,6 82,6 212 69,7 17,4 0,025

Laminas

I 69 5,9 831 14 4,6 169 0,052
v 41 34 52,6 37 12,2 47,4 0,534
\4 60 5,1 594 41 13,5 40,6 <0,001

TOTAL 11794381 100 79,5 304+128,4 100 20,5 0,01

Tabla 76. Distribucién dorsoventral de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza tras la
administraciéon de baclofeno. IL: ipsilateral; CL: contralateral.

Formacion reticular ventral adyacente a los nucleos oral e interpolar del trigémino

El aceite de mostaza inyectado tras la administracion intraperitoneal de
baclofeno indujo inmunorreactividad de c-fos bilateral en casi toda la extension
rostrocaudal de la formacion reticular ventral adyacente tanto al nucleo oral (Tabla 77)
como al nucleo interpolar (Tabla 78) del trigémino. La expresion de c-fos fue bastante
uniforme a lo largo de la extension rostrocaudal de la formacion reticular, aunque se ha
observado un ligero aumento de las neuronas c-fos positivas en el tercio caudal de la
formacion reticular ipsilateral adyacente al nucleo oral (56,4% de las neuronas), en los
tercios rostral (42,8% de las neuronas) y caudal (39,3% de las neuronas) de la formacién
reticular contralateral adyacente al nucleo oral (Tabla 77) y en el tercio caudal de la
formacion reticular ipsilateral (43,6% de las neuronas) y contralateral (40,3% de las
neuronas) adyacente al nucleo interpolar (Tabla 78). Tanto a la altura del nucleo oral
como del interpolar, la inmunorreactividad de c-fos fue mayor en la formacion reticular
ipsilateral que en la contralateral, sin embargo, soélo se hallaron diferencias
significativas entre ambos lados en el segundo, sexto, séptimo y octavo nivel de la
formacion reticular adyacente al nticleo oral (Tabla 77) y en el primer, cuarto y quinto

nivel de la formacion reticular adyacente al nicleo interpolar (Tabla 78). Las neuronas
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de la formacidn reticular ventral que fueron activadas por el aceite de mostaza cuando
previamente se administrd baclofeno, adoptaron la misma localizacion que la descrita

tras la inyeccion de aceite de mostaza sin emplear ningin farmaco del sistema GABAg

(Figs. 10C y 16B-E).

Primero 4 5,5 100 0 0,08

~Segundo 6 85 75 2 - - 0047
Tercero 10 14,1 50 10 35,7 50 1

~ Cuarto 8 113 667 4 143 333 008
Quinto 3 42 75 1 3,6 25 0,117

~ Sexto 13 183 929 1 36 71 <0001
Séptimo 8 11,3 66,7 4 14,3 3373 <0,001

TOTAL  71£18.3 100 71,7 28474 100 283 0,001

Tabla 77. Distribuciéon rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza tras la
administracion de baclofeno. IL: ipsilateral; CL: contralateral.

Primero 12,4 52,9 33 15,3 47,1 0,016

- Segundo _ S 101 448 37 171 552 0217
Tercero 44 148 64,7 24 11,1 35,3 0,055

- Cuvarto 57 191 6 35 162 38 0013
Quinto 74 248 70,5 31 14,4 29,5 0,008

~ Sexto 56 188 50 56 259 50 1
TOTAL 298+112,4 100 58 216+81,2 100 42 <0,001

Tabla 78. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza tras la
administracion de baclofeno. IL: ipsilateral; CL: contralateral.

Nucleos paratrigeminales rostral y ventral

El aceite de mostaza inyectado tras la administracion intraperitoneal de
baclofeno tnicamente indujo inmunorreactividad de c-fos en los dos tercios caudales
del nucleo paratrigeminal rostral ipsilateral y en el cuarto caudal del nucleo
paratrigeminal rostral contralateral (Tabla 79). El nimero de neuronas c-fos positivas
fue mayor en el lado ipsilateral que en el contralateral, hallindose diferencias

estadisticas entre ambos lados en el tercio caudal del nucleo (Tabla 79).
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Por el contrario, la expresion de c-fos se registré bilateralmente en toda la
extension rostrocaudal del nucleo paratrigeminal ventral. Sin embargo, la mayor parte
de las neuronas c-fos positivas se situaron en la mitad caudal del nucleo (89% a nivel
ipsilateral; 80,5% a nivel contralateral) (Tabla 80). El numero de neuronas que
presentaron inmunorreactividad de c-fos fue mayor en el lado ipsilateral que en el
contralateral, siendo las diferencias significativas entre ambos lados en los dos cuartos
caudales del nucleo (Tabla 80). Las neuronas que fueron activadas por el aceite de
mostaza tras el pretratamiento con baclofeno se localizaron principalmente en la region
mas medial de los nucleos paratrigeminales rostral y ventral, en estrecha proximidad

con el nucleo oral e interpolar del trigémino (Figs. 10C-D y 16A-E).

Primero 0 ND
~ Segundo _ - - 0 - - ~ ND
Tercero 0 0 ND
 Cuarto 2 - - 0 - - 0069
Quinto 4 5.8 100 0 0,08
~ Sexte 23 333 100 0 - - - <0001
Séptimo 23 33,3 85,2 4 100 14,8 0,003
~Octavo 17 247 100 0 0 0 003
TOTAL 69493 100 94,5 4+0,5 100 5,5 0,001

Tabla 79. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el niimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza tras la
administracion de baclofeno. IL: ipsilateral; CL: contralateral; ND: no diferencias significativas.

. w c  ILwCL
XESEM  %rc % XtSEM  %wc %o P

Primero 5 1,9 62,5 3 2,8 37,5 0,092
Segundo 4 15 40 6 56 60 0092

Tercero 20 7,6 62,5 12 11,1 37,5 <0,001

Quinto 107 40,9 73,8 38 352 26,2 0,005

TOTAL 2624914 100 70,8  108+£23,5 100 29,2 <0,001

Tabla 80. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estan representadas el niimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza tras la
administracion de baclofeno. IL: ipsilateral; CL: contralateral.
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Nucleo paratrigeminal dorsal

El aceite de mostaza inyectado tras la administracion intraperitoneal de
baclofeno indujo expresion de c-fos bilateral en toda la extension rostrocaudal del
nucleo paratrigeminal dorsal. Sin embargo, la mayor parte de las neuronas c-fos
positivas se registraron ipsilateralmente en el tercio caudal (69,4% de las neuronas) y
contralateralmente en la mitad caudal (56,3% de las neuronas) del nucleo (Tabla 81). La
inmunorreactividad de c-fos fue mas manifiesta en el nicleo paratrigeminal dorsal
ipsilateral que en el contralateral, a pesar de que solo se hallaron diferencias estadisticas
entre ambos lados en el quinto nivel (Tabla 81). En los dibujos de cdmara clara (Figs.
16C-E) se observa que la expresion de c-fos fue vista generalmente en la region mas
dorsal del nucleo paratrigeminal dorsal, adoptando una posiciéon medial en el polo

rostral y una localizacion lateral en el polo caudal del nucleo.

NUCLEO PARATRIGEMINAL DORSAL

Nivel IL CL IL vs CL
X+SEM %grc % X+SEM  %grc @ %cL P

Primero 4 11,1 66,7 2 12,5 33,3 0,092
Segundo 1 2,8 333 2 12,5 66,7 0,092
Tercero 5 13,9 62,5 3 18,7 37,5 0,308
Cuarto 1 2,8 20 4 25 80 0,092
Quinto 18 50 81,8 4 25 18,2 0,049
Sexto 7 194 87,5 1 6,3 12,5 0,052

TOTAL 3682 100 69,2 16£2,7 100 30,8 0,001

Tabla 81. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas. Estian representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza tras la
administracion de baclofeno. IL: ipsilateral; CL: contralateral.

Complejo parabraquial

El aceite de mostaza inyectado tras la administracion intraperitoneal de
baclofeno indujo inmunorreactividad de c-fos bilateral en toda la extension rostrocaudal
del complejo parabraquial. Al analizar la distribucion lateromedial de la expresion de c-
fos se constatd que ésta era mayor en el nicleo parabraquial lateral, localizandose a este
nivel el 69,2% de las neuronas ipsilaterales y el 68,8% de las neuronas contralaterales
(Tabla 82). El numero de neuronas c-fos positivas fue similar en ambos lados,
hallandose tUnicamente diferencias significativas entre el lado ipsilateral y
elcontralateral en el nucleo parabraquial medial (Tabla 82). La inmunorreactividad de c-
fos se distribuy6d uniformemente en sentido dorsoventral y lateromedial en toda la

extension rostrocaudal del nticleo parabraquial lateral y del nticleo de Kolliker-Fuse. Por
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el contrario, en el ntcleo parabraquial medial la expresion de c-fos se observd

fundamentalmente en la region medial de la mitad rostral de dicho nucleo, no existiendo

ninguna o escasa expresion de c-fos en la mitad caudal del mismo.

Parabraquial lateral 318 69,2 49,1 330 68,8 50,9 0,308

Parabraquial medial 88 19,1 54 75 15,6 0,042

Tabla 82. Distribucién lateromedial de las neuronas c-fos positivas. Estin representadas el nimero
y el porcentaje de neuronas ipsilaterales y contralaterales activadas por el aceite de mostaza tras la

administracion de baclofeno. IL: ipsilateral; CL: contralateral.
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4.4. Diferencias en la expresion de c-fos entre los distintos grupos
experimentales

La capacidad del aceite de mostaza, la formalina y la capsaicina para inducir c-fos
con respecto a las sustancias empleadas como control son representadas en las Tablas
83-114. Igualmente, se muestran las diferencias halladas en la expresion de c-fos entre
estos tres irritantes quimicos, describiéndose ademds como afectan los agonistas y
antagonistas del sistema GABAg a la inmunorreactividad de c-fos inducida por el aceite

de mostaza.
4.4.1. Ipsilateral

a) Nucleo oral del trigémino y formacion reticular ventral adyacente al nucleo

oral

= Diferencias con los grupos control
Aceite de mostaza versus control con aceite mineral y anestesia (Hists. 1-3)

La inmunorreactividad de c-fos en el nucleo oral y en la formacion reticular
ventral adyacente al mismo fue significativamente mayor en el grupo de animales
estimulado con aceite de mostaza que en el grupo que Unicamente fue anestesiado o
estimulado con aceite mineral (Tablas 83-85). Los cobayas estimulados con el aceite de
mostaza presentaron un aumento significativo de la expresion de c-fos, en comparacion
con el grupo de cobayas a los que se les inyectd aceite mineral o el grupo que
unicamente fue anestesiado, en el nicleo oral ventral (tercero, sexto, séptimo y octavo
nivel) (Tabla 83) y dorsal (sexto y séptimo nivel) (Tabla 84) y en la formacion reticular

ventral adyacente al nucleo oral (primero, segundo, cuarto, sexto) (Tabla 85).

Capsaicina versus control con solucion salina y anestesia (Hists. 4-6)

La inmunorreactividad de c-fos en toda la extension rostrocaudal del ntcleo oral
ventral (Tabla 86) y en la formacién reticular ventral adyacente al nucleo oral (sexto y
octavo nivel) (Tabla 87) fue estadisticamente mayor tras la inyeccion de capsaicina que
después de la administracion de anestesia o la estimulaciéon con solucion salina.
Igualmente, la activaciéon neuronal registrada tras la inyeccion de capsaicina fue
significativamente mayor en comparacion al grupo control con anestesia en el cuarto,

quinto y sexto nivel del nicleo oral dorsal (Tabla 88) y en el cuarto y séptimo nivel de



188 Resultados

la formacion reticular ventral adyacente al nucleo oral (Tabla 87). Por el contrario, la
solucion salina indujo estadisticamente mas expresion de c-fos que la capsaicina en toda
la extension rostrocaudal del nucleo oral dorsal (Tabla 88) y en el segundo nivel de la

formacion reticular ventral adyacente al nucleo oral (Tabla 87).

Formalina versus control con anestesia (Hists. 4-6)

Los animales estimulados con formalina registraron valores significativamente
mayores de inmunorreactividad de c-fos en comparacion al grupo que Unicamente fue
anestesiado en las divisiones ventral (todos los niveles a excepcion del octavo) (Tabla
86) y dorsal (cuarto, quinto, sexto y octavo nivel) (Tabla 88) del nticleo oral y en la
formacion reticular ventral adyacente al nucleo oral (cuarto, sexto, séptimo y octavo

nivel) (Tabla 87).

= Expresion de c-fos inducida por distintos irritantes quimicos (Hists. 4-6)

La expresion de c-fos inducida por el aceite de mostaza solo fue
estadisticamente mayor que la asociada a la capsaicina en el ntcleo oral dorsal (Tabla
88), y que la debida a la formalina en la formacion reticular ventral adyacente al nucleo
oral (Tabla 87). La expresion de c-fos asociada al aceite de mostaza fue
estadisticamente mayor que la registrada tras la inyeccion de capsaicina o formalina en
la formacion reticular ventral adyacente al nticleo oral (primero, segundo y cuarto nivel)
(Tabla 87). Ademas, se observd un mayor grado de activacion neuronal después de la
administracion de aceite de mostaza, en comparacion a la capsaicina, en el ntcleo oral
ventral (séptimo nivel) (Tabla 86) y dorsal (sexto y séptimo nivel) (Tabla 88) y, en
comparacion a la formalina, en el niicleo oral ventral (sexto y octavo nivel) (Tabla 86).

La capsaicina indujo significativamente mas inmunorreactividad de c-fos que la
formalina en el nucleo oral ventral (tercero, cuarto, quinto y sexto nivel) (Tabla 86),
observandose el efecto contrario en el quinto nivel del nicleo oral dorsal (Tabla 88). En
la formacion reticular ventral adyacente al nlicleo oral no se registraron diferencias
estadisticas entre el nimero de neuronas c-fos positivas inducidas por la capsaicina y

por la formalina (Tabla 87).
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= Efectos de farmacos del sistema GABAj en la expresion de c-fos inducida por el
aceite de mostaza (Hists. 1-3)

La inmunorreactividad de c-fos en el ntcleo oral y en la formacién reticular
ventral adyacente al mismo fue significativamente menor tras la administracion
sistémica de baclofeno. Por el contrario, el faclofeno no indujo diferencias estadisticas
(Tablas 83-85).

El aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno indujo una
disminucion estadistica de la expresion de c-fos, en comparacion con los cobayas a los
que Unicamente se les inyectd aceite de mostaza, en el nicleo oral ventral (todos los
niveles a excepcion del primero y quinto) (Tabla 83) y dorsal (cuarto, quinto, sexto,
séptimo y octavo nivel) (Tabla 84) y en la formacién reticular ventral adyacente al
nucleo oral (segundo, cuarto y quinto nivel) (Tabla 85).

Por el contrario, tras la administracion de faclofeno se observé un aumento
significativo de las neuronas c-fos positivas Unicamente en el primer nivel de la
formacion reticular ventral adyacente al nucleo oral, registrandose el efecto contrario en
el segundo y cuarto nivel (Tabla 85). En el nucleo oral, no se hallaron diferencias
estadisticas entre la inmunorreactividad de c-fos inducida por el aceite de mostaza y
aquella asociada al aceite de mostaza tras el pretratamiento con el antagonista del
sistema GABAg (Tablas 83 y 84).

La activacioén neuronal en el ntcleo oral ventral (todos los niveles) (Tabla 83) y
dorsal (segundo, cuarto, quinto y octavo nivel) (Tabla 84) y en la formacion reticular
ventral adyacente al ntcleo oral (todos los niveles) (Tabla 85) tras la administracion de
faclofeno fue significativamente mayor que la registrada después del pretratamiento con

baclofeno.
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0,081 0,081 0,081
AMB <o,001 ND ND
Primero AMF <0,001 <0,001

Tercero AMF 16 0,035 0,035

AM 33 0,054 0,511 0,076 0,076
AMB 3 0,001 0,027 0,027
Quinto AMF 24 0,001 0,001

0,823
AMB 26 0,003 <0,001 <0,001
Séptimo AMF 82 0,002 0,002

Total 294+122 0,007 0,743 0,002 0,002

Tabla 83. Neuronas ipsilaterales c-fos positivas. Estin representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la

anestesia (An). ND: no diferencias significativas.
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Primero AMF

7 0,129 0,378 0,142 0,142
- 0,065 0,02 0,02
Tercero AMF 13 - - 0,093 0,093

Quinto AMF 37 0,09 0,09

AM 9 <0,001 0,148 <0,001 <0,001
AMB 1 0,056 0,093 0,093
Séptimo AMF 28 0,093 0,093

Total

Tabla 84. Neuronas ipsilaterales c-fos positivas. Estin representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la
anestesia (An). ND: no diferencias significativas.
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0,138 0,022 0,046 0,031
AMB 4 <0,001 0,142 0,065
Primero AMF 18 <0,001 <0,001
0,04
~001
-
-
-
AM 27 0,223 0,696 0,127 0,116
AMB 10 0,027 0,081 0,059
Tercero AMF 22 0,001 <0,001
Am 1 - - 0,04

0,133
AMB 3 0,003 0,093 0,093
Quinto AMF 16 0,003 0,003

AM 53 0,066 0,382 0,079 0,075

AMB 8 <0,001 <0,001 <0,001

Séptimo AMF 34 <0,001 <0,001
Am 1 0,04

Total 404+119,5 0,014 0,125 <0,001 <0,001

Tabla 85. Neuronas ipsilaterales c-fos positivas. Estan representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la
anestesia (An). ND: no diferencias significativas.
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0,07 0,058 0,081 0,081
— 1 0,013 0,013
Primero FOR 10 - - 0,009 0,009

0,15 0,029 0,029

0,036 <0,001 <0,001

Tercero FOR 8 0,014 0,014
SAL 0 ND

An 0 --- --- --- ---
~ AM 26 0459 0265 008 0055
o cAP 19— 003 <0001 <0001
~ FOR 15— - 000l <0001
S sAL 4 -~ - = <0001
__I____

33 0,551 0,207 0,076 0,076
CAP 25 0,014 <0,001 <0,001
Quinto FOR 15 0,002 0,002

0,012 0,01
<0,001 <0,001
Séptimo FOR 42 - <0,001 <0,001

<0,001

Total AM 294+122 0,128 0,056 0,087 0,002

Tabla 86. Neuronas ipsilaterales c-fos positivas. Estan representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), la capsaicina (CAP), la formalina (FOR), la solucién salina
(SAL) y la anestesia (An). ND: no diferencias significativas.
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Primero FOR

0,735 0,474 0,116

38 - 0,343 0,232 0,066
Tercero FOR 22 0,521 0,053
SAL 16 <0,001

0,082 0,109
CAP 7 0,569 0,779 0,093
Quinto FOR 10 0,696 0,093
SAL 8 <0,001

AM 53 0,481 0,603 0,222 0,075
CAP 37 0,739 0,108 0,008
Séptimo FOR 41 0,099 0,011
SAL 20 <0,001

Total 404£119,5 0,092 0,043 0,045 0,004

Tabla 87. Neuronas ipsilaterales c-fos positivas. Estan representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), la capsaicina (CAP), la formalina (FOR), la solucién salina

(SAL) y la anestesia (An). ND: no diferencias significativas.
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AM 0,128 0,128 0,138 0,138
CAP ND 0,001 ND
Primero FOR 0,001 ND

0,041 0,142
1 --- 0,05 <0,001 0,093
Tercero FOR 0 <0,001 ND

AM 6 0,672 0,272 0,066 0,066
CAP 5 0,027 <0,001 0,001
Quinto FOR 9 0,093 0,002
SAL 12 <0,001

AM 9 <0,001 0,246 <0,001 <0,001
CAP 1 0,071 <0,001 0,093
Séptimo FOR 6 0,002 0,074
SAL 22 <0,001

Total AM + 0,042 0,255 0,073 <0,001

Tabla 88. Neuronas ipsilaterales c-fos positivas. Estan representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), la capsaicina (CAP), la formalina (FOR), la solucién salina

(SAL) y la anestesia (An). ND: no diferencias significativas.
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b) Nucleo interpolar del trigémino y formacion reticular ventral adyacente al

nucleo interpolar

* Diferencias con los grupos control
Aceite de mostaza versus control con aceite mineral y anestesia (Hists. 7-9)

La inmunorreactividad de c-fos en el nucleo interpolar y en la formacion
reticular ventral adyacente al mismo fue significativamente mayor en el grupo de
animales estimulado con aceite de mostaza que en el grupo que unicamente fue
anestesiado o estimulado con aceite mineral (Tablas 89-91). El aceite de mostaza indujo
significativamente mas expresion de c-fos que el aceite mineral o la anestesia en el
nucleo interpolar ventral (todos los niveles menos el tercero) (Tabla 89) y dorsal
(segundo y quinto nivel) (Tabla 90) y en la formacion reticular ventral adyacente al

nucleo interpolar (primero, segundo, cuarto y quinto nivel) (Tabla 91).

Capsaicina versus control con solucion salina y anestesia (Hists. 10-12)

La inyeccion de solucion salina o la administracion Unicamente de anestesia
indujeron estadisticamente menos inmunorreactividad de c-fos que la estimulacion con
capsaicina en el tercio rostral del nticleo interpolar ventral (Tabla 92), en el tercio medio
del nucleo interpolar dorsal (Tabla 93) y en toda la extension rostrocaudal de la
formacion reticular ventral adyacente al nucleo interpolar (Tabla 94). Ademas, la
capsaicina también se asocio con niveles de expresion de c-fos significativamente mas
elevados que el grupo control con anestesia en los dos tercios caudales del nucleo
interpolar ventral (Tabla 92) y en el sexto nivel del nucleo interpolar dorsal (Tabla 93).
Por el contrario, el nimero de neuronas del cuarto nivel del ntcleo interpolar ventral
que respondieron a la inyeccion de solucidn salina fue estadisticamente mayor que el

registrado tras la administracion de capsaicina (Tabla 92).

Formalina versus control con anestesia (Hists. 10-12)

La inmunorreactividad de c-fos en el ntcleo interpolar dorsal (sexto nivel)
(Tabla 93) y en toda la extension rostrocaudal del nticleo interpolar ventral (Tabla 92) y
de la formacion reticular ventral adyacente al nucleo interpolar (Tabla 94) fue
significativamente mayor en los cobayas a los que se les inyectd formalina que en el

grupo control con anestesia.
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= Expresion de c-fos inducida por distintos irritantes quimicos (Hists. 10-12)

La expresion de c-fos inducida por el aceite de mostaza solo fue
estadisticamente mayor que la asociada a la capsaicina en la formacion reticular ventral
adyacente al nucleo interpolar (Tabla 94), y que la debida a la formalina en el ntcleo
interpolar ventral (Tabla 92) y en la formacion reticular ventral adyacente a dicho
nucleo (Tabla 94). Los cobayas estimulados con el aceite de mostaza presentaron un
numero significativamente mayor de neuronas c-fos positivas que los estimulados con
capsaicina o formalina en el nucleo interpolar ventral (quinto nivel) (Tabla 92) y dorsal
(segundo nivel) (Tabla 93) y en la formacion reticular ventral adyacente al nucleo
interpolar (segundo, cuarto y quinto nivel) (Tabla 94). Ademas, en el cuarto nivel del
nucleo interpolar ventral (Tabla 92) y en el sexto nivel de la formacion reticular ventral
adyacente al nucleo interpolar (Tabla 94) se registr6 un mayor grado de activacion
neuronal tras la inyeccion de aceite de mostaza que tras la aplicacion de capsaicina; de
la misma forma que la expresion de c-fos asociada al aceite de mostaza fue
estadisticamente mayor que la inducida por la formalina en el segundo nivel del nticleo
interpolar ventral (Tabla 92) y en el quinto nivel del ntcleo interpolar dorsal (Tabla 93).
Por el contrario, la formalina indujo significativamente mas inmunorreactividad de c-fos
que el aceite de mostaza en el tercer nivel del nticleo interpolar ventral (Tabla 92).

El niimero de neuronas del segundo nivel de la formacion reticular ventral
adyacente al nucleo interpolar (Tabla 94) que respondieron a la estimulacion con
formalina fue estadisticamente mayor que el registrado tras la administracion de
capsaicina, al contrario de lo que se observé en el segundo nivel del ntcleo interpolar

ventral (Tabla 92).

= Efectos de farmacos del sistema GABAg en la expresion de c-fos inducida por el
aceite de mostaza (Hists. 7-9)

La inmunorreactividad de c-fos en el ntcleo interpolar y en la formacion
reticular ventral adyacente al mismo fue significativamente menor tras la administracion
sistémica de baclofeno. Por el contrario, el faclofeno sélo indujo un aumento estadistico
de la expresion de c-fos en el nucleo interpolar ventral (Tablas 89-91).

Los cobayas estimulados con aceite de mostaza tras la administracion de
baclofeno presentaron una disminucion estadistica en el nimero de neuronas c-fos
positivas en comparacion con el grupo donde sélo se aplicod el aceite de mostaza, en el

nucleo interpolar ventral (primero, segundo, cuarto y quinto nivel) (Tabla 89) y dorsal
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(segundo y quinto nivel) (Tabla 90) y en la formacion reticular ventral adyacente al
nucleo interpolar (primero, segundo, cuarto y quinto nivel) (Tabla 91).

Por el contrario, en los animales estimulados tras el pretratamiento con faclofeno
se observé un aumento significativo de la expresion de c-fos unicamente en el nucleo
interpolar ventral (segundo, tercero y sexto nivel) (Tabla 89), pero no en el nucleo
interpolar dorsal (Tabla 90) ni en la formacion reticular ventral adyacente al ntcleo
interpolar (Tabla 91).

El numero de neuronas con inmunorreactividad de c-fos tras la administracion
de faclofeno fue estadisticamente mayor que el registrado tras el pretratamiento con
baclofeno en el nucleo interpolar ventral (todos los niveles a excepcion del primero)
(Tabla 89) y dorsal (sexto nivel) (Tabla 90) y en toda la extension rostrocaudal de la

formacion reticular ventral adyacente al nucleo interpolar (Tabla 91).
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0,035 0,153 0,022 0,018

AMB 1 - 0,06 0,02 0,02

Primero AMF 19 0,093 0,093
Am 0 - - - ND

An 0 --- --- --- ---
~AM 10 0006 0035 0003 0004
AMB 4 — 0014 002 0043
~ AMF 34—~ 0025 0027
CAm 1 - = =025
______

10 0,316 0,039 0,124 0,064

AMB 6 - 0,027 0,033 0,002

Tercero AMF 57 0,046 0,041
Am 2 0,225

An 0 --- --- --- ---
~AM 22 <0001 0131 <0001 <0001
~AMB 7 - 0047 002 0005
~ AMF 57—~ 0068 006l
CAm L2 L = L= L= 0004
oy oy 5 J ]

AM 67 0,005 0,255 0,007 0,006

AMB 12 0,005 0,049 0,027

Quinto AMF 96 0,009 0,009
Am 2 0,004

An 0 --- --- --- -
~AM 49 0091 <0001 0009 001
~AMB 29— <0001 <0001 <0001
~ AMF 131 -~ <0001 <0001
S Am 1 - = =004
03 -7 5 J ]

Total AM 174454,3  <0,001 0,022 <0,001 <0,001

Tabla 89. Neuronas ipsilaterales c-fos positivas. Estin representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la
anestesia (An). ND: no diferencias significativas.
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- - ~ AMB  AMF
AM 1 1 0,078 0,138 0,138
AMB 1 - 0,078 0,093 0,093
Primero AMF 8 0,093 0,093
Am 0 - ND
An 0 ---
S AM 3 0008
~AMB 0 -
~ AMF 8 -
 Am 0 -
 An 0 -
AM 3 0,05 0,136 0,093 0,093
AMB 0 0,05 ND ND
Tercero AMF 11 0,093 0,093
Am 0 - ND
An 0 -
AM 3 0542
~ AMB 2
~ AMF 8 -
 Am 0 -
 An 2
AM 8 0,009 0,472 0,013 0,013
AMB 1 0,067 0,093 0,093
Quinto AMF 12 0,093 0,093
Am 0 -—- - ND
An 0 --- ---
AM 5 0168 0133
AMB 0 - 0014
AMF 14
Am 0 =
~ An 0 -
Total AM 23147 0,012 0,162 0,03 0,047

Tabla 90. Neuronas ipsilaterales c-fos positivas. Estin representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la
anestesia (An). ND: no diferencias significativas.
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0,153 0,022
AMB 37 - 0,023 0,014
Primero AMF 65 - --- 0,001

143 0,093 0,97 0,065 0,063
AMB 44 - <0,001 0,001 0,001
Tercero AMF 145 <0,001 <0,001

0,008 0,899 0,002

0,014 0,001 0,002

Quinto AMF 174 0,004 0,004
Am 5 0,007

Total AM 783£216,5 0,035 0,862 0,008 0,005

Tabla 91. Neuronas ipsilaterales c-fos positivas. Estin representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la
anestesia (An).
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0,102 0,102 0,03 0,018

CAP 12 0,26 0,002 0,002

Primero FOR 17 0,011 0,011
SAL 0 ND

An 0 --- --- --- ---
S AM 10 1 0042 0002 0004
~CcAP 10 - 0013 <0001 <0001
~FOR 6 - - 0004 0009
B L B 1" B
______

10 0,097 0,037 0,214 0,064

CAP 19 0,59 0,416 0,002

Tercero FOR 21 0,093 <0,001
SAL 16 <0,001

An 0 - --- --- ---
AM 22 0019 0461 <0001 <0001
o cAaP 17— 0271 <0001 <0001
~ FOR 20 - - 000l 0001
sAL 4 - - = <0001
a0 [ = = e e

AM 67 0,043 0,015 0,05 0,006
CAP 32 0,228 0,665 0,004
Quinto FOR 24 0,119 <0,001
SAL 29 <0,001

An 0 --- --- --- ---
AM 49 0687 0376 0746 001
- CAP 43— 0656 0875 0019
~ FOR 37— - 0423 0012
CosAL [ 4 - = | = | <0001
LA 2 = = - =

Total AM 1744543 0,066 0,02 0,051 <0,001

Tabla 92. Neuronas ipsilaterales c-fos positivas. Estan representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), la capsaicina (CAP), la formalina (FOR), la solucién salina
(SAL) y la anestesia (An). ND: no diferencias significativas.
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0,179 0,331 0,138 0,138
--- 0,522 0,093 0,093
Primero FOR - - 0,093 0,093

3 0,433 0,093 0,093

7 - 0,433 0,005 0,005
Tercero FOR 5 - - 0,093 0,093

0

0

AM 8 0,051 0,022 0,036 0,013

CAP 3 0,476 0,45 0,057

Quinto FOR 2 1 0,093
2
0

Total AM E 0,732 0,047

Tabla 93. Neuronas ipsilaterales c-fos positivas. Estin representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), la capsaicina (CAP), la formalina (FOR), la solucién salina
(SAL) y la anestesia (An). ND: no diferencias significativas.
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CAP 59 1 <0,001 <0,001
Primero FOR 59 <0,001 <0,001

0,068 0,063

56 - 0,465 <0,001 <0,001
Tercero FOR 51 0,001 0,001
SAL 7 0,001

AM 179 0,002 0,004 0,003 0,002

CAP 38 0,089 <0,001 <0,001
Quinto FOR 56 0,006 0,006

SAL 9 0,04

Total 783+216,5 0,028 0,044 0,032 0,005

Tabla 94. Neuronas ipsilaterales c-fos positivas. Estin representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), la capsaicina (CAP), la formalina (FOR), la solucién salina
(SAL) y la anestesia (An).
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¢) Nicleo caudal del trigémino y primer segmento cervical

= Diferencias con los grupos control
Aceite de mostaza versus control con aceite mineral y anestesia (Hist. 13)

La inmunorreactividad de c-fos en el nucleo caudal y en el tercio rostral del asta
dorsal del primer segmento cervical (C1) fue significativamente mayor en el grupo de
animales estimulado con aceite de mostaza que en el grupo que unicamente fue
anestesiado o estimulado con aceite mineral. Los animales estimulados con aceite de
mostaza presentaron un aumento significativo de las neuronas c-fos positivas en
comparacion con los cobayas a los que se les inyectd aceite mineral o a los que

unicamente se les administrd la anestesia en las 5 ldminas superficiales del ntcleo

caudal y de C1 (Tabla 95).

Capsaicina versus control con solucion salina y anestesia (Hist. 14)

La inmunorreactividad de c-fos inducida por la capsaicina en las ldminas I-IV
del nucleo caudal y tercio rostral del asta dorsal de C1 fue estadisticamente mayor que
la asociada a la solucion salina y a la anestesia. Ademas, la capsaicina activo

significativamente mas neuronas que la anestesia en la lamina V de Rexed (Tabla 96).

Formalina versus control con anestesia (Hist. 14)
El grupo control con anestesia registro estadisticamente menos expresion de c-
fos que el grupo al que se le inyectd la formalina en las 5 ldminas superficiales

medulares y espinales (Tabla 96).

= Expresion de c-fos inducida por distintos irritantes quimicos (Hist. 14)

La expresion de c-fos inducida por el aceite de mostaza en el ntcleo caudal fue
estadisticamente mayor que la asociada a la capsaicina y a la formalina. El aceite de
mostaza fue un activador neuronal estadisticamente mds potente que la capsaicina y la
formalina en las laminas I-II, IV y V del ntcleo caudal y del tercio rostral del asta dorsal
de C1. Igualmente, el nimero de neuronas c-fos positivas fue significativamente mayor
en la lamina III de Rexed tras la inyeccion de aceite de mostaza que tras la
administracion de formalina (Tabla 96).

La capsaicina indujo estadisticamente mas expresion de c-fos que la formalina

en la ldmina III, observandose el efecto contrario en la lamina IV de Rexed (Tabla 96).
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= Efectos de farmacos del sistema GABAj en la expresion de c-fos inducida por el
aceite de mostaza (Hist. 13)

La inmunorreactividad de c-fos en el nucleo caudal fue significativamente
menor tras la administracion sistémica de baclofeno. Por el contrario, el faclofeno no
indujo diferencias estadisticas (Tabla 95).

El aceite de mostaza tras la administracion de baclofeno indujo
significativamente menos inmunorreactividad de c-fos que el aceite de mostaza
inyectado sin realizar ningun pretratamiento con agonistas del sistema GABAg en las
laminas I-V medulares y espinales (Tabla 95).

Por el contrario, la expresion de c-fos después de la inyeccion intraperitoneal de
faclofeno no present6 diferencias estadisticas con la inducida unicamente por el aceite
de mostaza (Tabla 95).

El niimero de neuronas activadas tras la administracion de faclofeno fue
significativamente mayor que el registrado tras el pretratamiento con baclofeno en las 5

laminas dorsales del nucleo caudal y del tercio rostral del asta dorsal de C1 (Tabla 95).
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3447 0,014 0,072 0,01 0,008
AMB 1009 - 0,009 0,07 0,032
I-II AMF 1997 --- - <0,001 <0,001
Am 316 - - --- 0,011
An 122

133 0,004 0,061 0,004 0,003

AMB 41 <0,001 <0,001 <0,001

v AMF 85 <0,001 <0,001
Am 13 0,036

An 4 --- --- --- ---
~AM 295 0001 0865 0003 0003
~ AMB 60 - <0001 0054 0009
- AMF 288 - <000l <0001
CAm 45— 0007
9 973 - J  J - J |

Total AM 4171+£631,2 0,01 0,1 <0,001 <0,001

Tabla 95. Neuronas ipsilaterales c-fos positivas. Estin representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la
anestesia (An).
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Resultados

3447 0,021 0,008 0,013 0,008
CAP 1266 --- 0,163 0,041 0,01
I-II FOR 868 -—- -—- 0,009 <0,001
SAL 496 - - - <0,001
An 122

133 0,004 0,005 0,007 0,003

CAP 39 0,013 <0,001 <0,001

v FOR 45 <0,001 <0,001
SAL 26 <0,001

Total AM

An 4 --- --- --- ---
~AM 295 0015 001l 0013 0003
- CAP 150~ 0776 0193 0003
~ FOR 143 -~ - 021 0002
~sAL 18— = <0001
9 973 - J  J - J |

41714+631,2 0,021 0,009 0,002 <0,001

Tabla 96. Neuronas ipsilaterales c-fos positivas. Estin representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), la capsaicina (CAP), la formalina (FOR), la solucién salina
(SAL) y la anestesia (An).
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d) Niucleos paratrigeminales

= Diferencias con los grupos control
Aceite de mostaza versus control con aceite mineral y anestesia (Hists. 15-17)

La inmunorreactividad de c-fos en los nucleos paratrigeminales fue
significativamente mayor en el grupo de animales estimulado con aceite de mostaza que
en el grupo que unicamente fue anestesiado o estimulado con aceite mineral (Tablas 97-
99). El aceite de mostaza indujo un aumento significativo de la inmunorreactividad de
c-fos en comparacion con el aceite mineral o el grupo control con anestesia en el nicleo
paratrigeminal rostral (séptimo nivel) (Tabla 97) y en los nucleos paratrigeminales
ventral (tercero, quinto y sexto nivel) (Tabla 98) y dorsal (cuarto, quinto y sexto nivel)

(Tabla 99).

Capsaicina versus control con solucion salina y anestesia (Hists. 18-20)

Los cobayas estimulados con capsaicina presentaron estadisticamente mas
neuronas c-fos positivas, en relacion con los animales a los que se les administrd
solucion salina o Unicamente anestesia, en el nucleo paratrigeminal rostral (octavo
nivel) (Tabla 100) y en los nucleos paratrigeminales ventral (segundo, tercero, quinto y
sexto nivel) (Tabla 101) y dorsal (primero, segundo, quinto y sexto nivel) (Tabla 102).
Igualmente, un mayor grado de expresion de c-fos fue asociado a la capsaicina que a la
solucion salina en el tercer nivel del ntcleo paratrigeminal dorsal (Tabla 102). Por el
contrario, en el primer y segundo nivel del nucleo paratrigeminal rostral (Tabla 100) se
observdé mayor inmunorreactividad de c-fos asociada a la solucidon salina que a la

capsaicina.

Formalina versus control con anestesia (Hists. 18-20)

La expresion de c-fos en el nucleo paratrigeminal rostral (sexto y séptimo nivel)
(Tabla 100) y en los nucleos paratrigeminales ventral (segundo, tercero, quinto y sexto
nivel) (Tabla 101) y dorsal (quinto y sexto nivel) (Tabla 102) fue significativamente
mas manifiesta en el grupo donde se inyecté formalina que en el grupo control con

anestesia.
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= Expresion de c-fos inducida por distintos irritantes quimicos (Hists. 18-20)

La expresion de c-fos inducida por el aceite de mostaza Unicamente fue
estadisticamente mayor que la asociada a la formalina en el nlcleo paratrigeminal
rostral (Tabla 100). Por el contrario, no se hallaron diferencias entre el aceite de
mostaza y la capsaicina en ninguno de los nucleos paratrigeminales (Tabla 100-102).

La expresion de c-fos asociada al aceite de mostaza Unicamente fue mas
manifiesta que tras la inyeccidon de capsaicina o formalina en el ntcleo paratrigeminal
rostral (séptimo nivel) (Tabla 100) y ventral (tercer nivel) (Tabla 101). Igualmente, el
aceite de mostaza indujo significativamente mas neuronas c-fos positivas que la
capsaicina en el sexto nivel del nucleo paratrigeminal dorsal (Tabla 102).

Comparado con la formalina, la capsaicina activd un mayor nimero de neuronas
en los nucleos paratrigeminales ventral (tercer nivel) (Tabla 101) y dorsal (primer nivel)
(Tabla 102). En el nucleo paratrigeminal rostral (Tabla 100) no se registraron
diferencias estadisticas en la capacidad de estos dos irritantes para inducir

inmunorreactividad de c-fos.

= Efectos de farmacos del sistema GABAj en la expresion de c-fos inducida por el
aceite de mostaza (Hists. 15-17)

El tratamiento sistémico con baclofeno o faclofeno no indujo diferencias
estadisticas en el nivel de expresion de c-fos hallado en los nucleos paratrigeminales
(Tablas 97-99).

La inmunorreactividad de c-fos en el nucleo paratrigeminal rostral (cuarto y
quinto nivel) (Tabla 97) asociada a la inyeccion de aceite de mostaza tras el
pretratamiento con baclofeno fue estadisticamente mayor que la registrada cuando
unicamente se inyectd aceite de mostaza. Por el contrario, la administracién de
baclofeno indujo significativamente menos neuronas c-fos positivas que el aceite de
mostaza s6lo en los nucleos paratrigeminales ventral (tercer nivel) (Tabla 98) y dorsal
(cuarto y sexto nivel) (Tabla 99).

El pretratamiento con faclofeno aument6 estadisticamente la expresion de c-fos
en el nicleo paratrigeminal rostral (cuarto nivel) (Tabla 97) y ventral (quinto y sexto
nivel) (Tabla 98), mientras que en el nucleo paratrigeminal dorsal (sexto nivel) (Tabla
99) el numero de neuronas activadas tras la administracion de faclofeno fue

significativamente menor que después de la inyeccion unicamente de aceite de mostaza.
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En comparacion con los cobayas en los que se realizd un pretratamiento con
baclofeno, la inyeccion de aceite de mostaza después de la administracion de faclofeno
indujo estadisticamente mds inmunorreactividad de c-fos en los nucleos
paratrigeminales ventral (primero, tercero y sexto nivel) (Tabla 98) y dorsal (segundo,
tercero y cuarto nivel) (Tabla 99); mientras que el efecto contrario fue registrado en el

nucleo paratrigeminal rostral (sexto nivel) (Tabla 97).
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Primero AMF

Tercero AMF

0
4

Quinto AMF 4 0,093 0,093
0
0

Séptimo AMF 19 0,006 0,006

Total 61£10,3 0,656

Tabla 97. Neuronas ipsilaterales c-fos positivas. Estan representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la
anestesia (An). ND: no diferencias significativas.
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AM 5 1 0,412 0,356 0,477
AMB 5 0,013 0,001 <0,001
Primero AMF 8 0,001 0,002
1 0,225
2

0,046 0,658 0,006 0,007

- <0,001 <0,001 <0,001

Tercero - - <0,001 <0,001
= - -—- 0,158

An 4 --- --- --- ---
~AM 87 028 038  0l2l 0124
~ AMB 40— 0274 0006 0007
~ AMF 50— = <0001 <0001
CAm 1 =L = =04
.4 -3 - 1 - J ] |

AM 96 0,683 0,042 0,004 0,004
AMB 107 0,212 0,009 0,01
Quinto AMF 137 <0,001 <0,001

Am 6 -

An 8 -

S AM 75 0333
~ AMB 8
- AMF 167
 Am 5

Total AM 317£97,4 0,538 0,267 0,041 0,034

0,428

Tabla 98. Neuronas ipsilaterales c-fos positivas. Estin representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la
anestesia (An).
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2 0,267 0,522 0,286 0,286
AMB 4 -—- 0,315 0,009 0,009
Primero AMF 3 0,002 0,002
Am 0 -—- -—- -—- ND
An 0

13 0,225 1 0,171 0,246

AMB 5 - 0,004 0,124 0,521

Tercero AMF 13 -— -— 0,001 0,002
Am 2 - - - 0,151

An 4 --- --- --- ---
AM 170021 0431 0038 0038
AMB 1 - 0013 0093 009
AMF 24— — 0027 0027
~Am 0 - - - ND
______

1 0,565 0,003 0,001

AMB 18 0,732 0,056 0,031

Quinto AMF 20 0,002 0,001
Am 3 0,007

Total AM 71£16,4 0,073 0,961 0,043 0,039

Tabla 99. Neuronas ipsilaterales c-fos positivas. Estin representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la
anestesia (An). ND: no diferencias significativas.
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Primero FOR

0

0

0

2

0
0

0
0
Tercero FOR 0 — — ND ND
0
0

0
2
Quinto FOR 0 ND ND
0
0

AM 29 0,016 0,04 0,004 0,002
CAP 10 0,088 0,248 0,081
Séptimo FOR 18 <0,001 <0,001
SAL 4 <0,001

Total AM 61£10,3 0,114 0,025 0,041 0,049

Tabla 100. Neuronas ipsilaterales c-fos positivas. Estan representadas el niimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), la capsaicina (CAP), la formalina (FOR), la solucién salina

(SAL) y la anestesia (An). ND: no diferencias significativas.
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AM 5 0,542 0,795 0,808 0,477

CAP 8 0,315 0,348 0,181

Primero FOR 4 1 0,348
4
2

0,042 0,019 0,006
0,023 <0,001 <0,001
Tercero FOR 16 <0,001 <0,001
SAL 3 0,04

An 4 --- --- --- ---
 AM 87 0262 0126 0135 0124
~cAP 36— 0252 0ll4 009
~ FOR 17— = 0159 0093
ST | NI N N N oo
.4 -3 - 1 - J ] |

AM 96 0,214 0,684 0,005 0,004
CAP 70 0,479 0,007 0,005
Quinto FOR 86 0,017 0,014

SAL 11 -

An 8 -
S AM 75 0755
. cap | 82 -
~ FOR 77

Total AM 317£97,4 0,371 0,269 0,029 0,034

0,001

Tabla 101. Neuronas ipsilaterales c-fos positivas. Estan representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), la capsaicina (CAP), la formalina (FOR), la solucién salina
(SAL) y la anestesia (An).
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0,05 1 0,286 0,286
--- 0,013 0,002 0,002
Primero FOR - - 0,093 0,093

0,217 0,116 0,246

6 == 0,315 0,002 0,093
Tercero FOR 5 <0,001 0,093
SAL 0 <0,001

4

AM 18 0,13 0,422 0,003 0,001
CAP 12 0,161 0,027 0,009
Quinto FOR 25 0,062 0,042

Total AM 71£16,4 0,238 0,535 0,032 0,039

Tabla 102. Neuronas ipsilaterales c-fos positivas. Estin representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), la capsaicina (CAP), la formalina (FOR), la solucién salina
(SAL) y la anestesia (An). ND: no diferencias significativas.
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e) Complejo parabraquial
= Diferencias con los grupos control
Aceite de mostaza versus control con aceite mineral y anestesia (Hist. 21)

La inmunorreactividad de c-fos en el complejo parabraquial fue estadisticamente
mayor en el grupo de animales estimulado con aceite de mostaza que en el grupo que
unicamente fue anestesiado o estimulado con aceite mineral. El nimero de neuronas c-
fos positivas en los tres nucleos estudiados del complejo parabraquial fue
significativamente mayor en los animales estimulados con aceite de mostaza que en los

que se inyecto aceite mineral o se administré inicamente anestesia (Tabla 103).

= Efectos de farmacos del sistema GABAj en la expresion de c-fos inducida por el
aceite de mostaza (Hist. 21)

La inmunorreactividad de c-fos en el complejo parabraquial fue
significativamente menor tras la administracion sistémica de baclofeno. Por el contrario,
el faclofeno no indujo diferencias estadisticas (Tabla 103).

Los cobayas estimulados con el aceite de mostaza tras el pretratamiento con
baclofeno presentaron una disminucion estadistica de la expresion de c-fos en
comparacion a los que Unicamente se administrd aceite de mostaza en el nucleo
parabraquial lateral y nticleo de Kolliker-Fuse, pero no en el nicleo parabraquial medial
(Tabla 103).

Por el contrario, en ninguno de los nucleos del complejo parabraquial se hallaron
diferencias significativas en la inmunorreactividad de c-fos inducida por el aceite de
mostaza y aquella asociada al aceite de mostaza tras la administracion de faclofeno
(Tabla 103).

El pretratamiento con faclofeno activd estadisticamente mdés neuronas en el
nucleo de Kolliker-Fuse y nticleo parabraquial medial que el pretratamiento con

baclofeno (Tabla 103).
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AM 0,011 0,204 0,012 0,009
. AMB - 0,059 0,019 <0,001
Parabraquial
lateral AMF --- --- 0,031 0,02
Am - - - 0,537

4 0,986 ] 4
. AMB 88 - 0,041 0,006 0,002
Parabraquial
e el AMF 175 - - 0,011 0,008
Am 25 - - - 0,294
An 14 -—- S — —

Tabla 103. Neuronas ipsilaterales c-fos positivas. Estidn representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la
anestesia (An).



220 Resultados

4.4.2. Contralateral

a) Nucleo oral del trigémino y formacion reticular ventral adyacente al nicleo

oral

= Diferencias con los grupos control
Aceite de mostaza versus control con aceite mineral y anestesia (Hists. 22-24)

Los animales estimulados con aceite de mostaza presentaron un aumento
significativo de la expresion de c-fos en comparacion con el grupo de cobayas a los que
se les inyectd aceite mineral o el grupo que Unicamente fue anestesiado, en el nucleo
oral ventral (tercero y cuarto nivel) (Tabla 104) y en la formacién reticular ventral
adyacente al nucleo oral (cuarto y sexto nivel) (Tabla 105). Por el contrario, no se
registraron diferencias estadisticas entre dichos grupos en el ntcleo oral dorsal (Tabla

106).

= Efectos de farmacos del sistema GABAg en la expresion de c-fos inducida por el
aceite de mostaza (Hists. 22-24)

La estimulacion con aceite de mostaza tras la administracién de baclofeno indujo
una disminucion significativa del numero de neuronas c-fos positivas en comparacion
con el grupo donde solo se aplico el aceite de mostaza en el nucleo oral ventral (tercero,
cuarto) (Tabla 104) y en la formacion reticular ventral adyacente al nticleo oral (cuarto y
sexto nivel) (Tabla 105). En el nucleo oral dorsal no se registraron diferencias
estadisticas entre ambos tratamientos (Tabla 106).

Igualmente, en los animales estimulados tras el pretratamiento con faclofeno se
observd un reduccion significativa de la inmunorreactividad de c-fos en el tercer y
cuarto nivel del nucleo oral ventral (Tabla 104) y en el cuarto nivel de la formacion
reticular ventral adyacente al nucleo oral (Tabla 105), registrandose el efecto contrario
en el cuarto nivel del nicleo oral dorsal (Tabla 106).

El ntimero de neuronas con expresion de c-fos en el tercio caudal del nticleo oral
ventral (Tabla 104), en el nucleo oral dorsal (cuarto, quinto, sexto y octavo nivel) (Tabla
106) y en la formacion reticular ventral adyacente al nicleo oral (quinto, sexto y
séptimo nivel) (Tabla 105) tras la administracion de faclofeno fue estadisticamente

mayor que el registrado tras el pretratamiento con baclofeno.
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0,252 0,252 0,286 0,286
ND ND ND

Primero AMF
Am

Tercero AMF

An 0 --- --- --- ---
~AM 2 0019 0019 0043 0043
~AMB 0 -  ND  ND  ND
AMF 0 - -  ND  ND
~Am 0 - - -~ ND

LA 0 = = = -
AM 2 0,1 0,1 0,162 0,162
AMB 0 ND ND ND
Quinto AMF 0 ND ND
0

0,355
0,025 0,02 0,02

0,279

1
Séptimo AMF 3 - - 0,01 0,01
0

Tabla 104. Neuronas contralaterales c-fos positivas. Estan representadas el niimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la
anestesia (An). ND: no diferencias significativas.
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Tabla 105. Neuronas contralaterales c-fos positivas. Estan representadas el niimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la

Resultados

0,05 0,522 0,093 0,226

0,05 ND 0,02
0,093 0,348
0,04

AM

AMB
Primero AMF

0,514 0,246 0,252 0,274

--- 0,132 0,081 0,107

Tercero o= --- 0,057 0,162
- --- --- 0,04

An 1 --- --- --- ---
~AM 15 0037 0015 0021 0021
~AMB 4 0297 009 0093
AMF 2 - - 0043 0043
~Am 0 - - -~ ND
_-____

8 0,06 0,312 0,075 0,075
AMB 1 <0,001 0,02 0,02
Quinto AMF 4 <0,001 <0,001
0

0,076

0,006 0,264 <0,001

Séptimo AMF 10 - - 0,013 0,002
== --- --- 0,027

anestesia (An). ND: no diferencias significativas.
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Primero AMF
Am

0,252 0,39 0,286 0,286
- 0,05 ND ND

Tercero AMF -—- -—- 0,093 0,093
--- --- --- ND

0 — — — —
AaM 0 1 003 1 1
AMB 0 - 0007  ND  ND
AMF 1 - - 002 002
~Am 0 - - -~ ND
_-____

1 0,252 0,072 0,286 0,286
AMB 0 0,039 ND ND
Quinto AMF 7 0,077 0,077
0

6 0,712 0,262 0,262
1 0,078 0,093 0,093

Séptimo AMF 8 0,093 0,093
0

Tabla 106. Neuronas contralaterales c-fos positivas. Estan representadas el niimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la
anestesia (An). ND: no diferencias significativas.
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b) Nucleo interpolar del trigémino y formacion reticular ventral adyacente al

nucleo interpolar

= Diferencias con los grupos control
Aceite de mostaza versus control con aceite mineral y anestesia (Hists. 25-27)

El aceite de mostaza indujo significativamente mas inmunorreactividad de c-fos
en comparacion con el aceite mineral o el grupo control con anestesia en el ntcleo
interpolar ventral (todos los niveles) (Tabla 107), en la mitad caudal del nucleo
interpolar dorsal (Tabla 108) y en toda la extension rostrocaudal de la formacion

reticular ventral adyacente al nucleo interpolar (Tabla 109).

= Efectos de farmacos del sistema GABAj en la expresion de c-fos inducida por el
aceite de mostaza (Hists. 25-27)

Los cobayas estimulados con el aceite de mostaza tras el pretratamiento con
baclofeno presentaron una reduccion estadistica de la expresion de c-fos en
comparacion con los cobayas a los que inicamente se les inyectd aceite de mostaza en
toda la extension rostrocaudal del nucleo interpolar ventral (Tabla 107), en los dos
tercios caudales del nucleo interpolar dorsal (Tabla 108) y en la mitad caudal de la
formacion reticular ventral adyacente al nucleo interpolar (Tabla 109).

Por el contrario, tras la administracion de faclofeno se observéo un aumento
significativo de las neuronas c-fos positivas en el sexto nivel del nticleo interpolar
ventral (Tabla 107) y en el segundo nivel de la formacidon reticular ventral adyacente al
nucleo interpolar (Tabla 109), observandose el efecto contrario en el quinto nivel del
nucleo interpolar dorsal (Tabla 108) y en el cuarto nivel de la formacion reticular
ventral adyacente al nucleo interpolar (Tabla 109).

La inmunorreactividad de c-fos en toda la extension rostrocaudal del nucleo
interpolar ventral (Tabla 107), en la mitad caudal del nucleo interpolar dorsal (Tabla
108) y en la formacion reticular ventral adyacente al nticleo interpolar (tercero, quinto y
sexto nivel) (Tabla 109) tras el pretratamiento con faclofeno fue estadisticamente mayor

que la registrada tras la administracion de baclofeno.
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AM 9 <0,001 1 0,007 0,003
AMB 1 0,032 0,368 0,02
Primero AMF 9 === -—- 0,103 0,093
2
2
21
6
19
]
]
24 0,015 0,683 0,017 0,033
5 - 0,012 0,042 1
Tercero AMF 21 0,011 0,025

AM 34 0,006 0,688 0,002 0,002
AMB 11 0,046 0,023 0,032
Quinto AMF 39 0,029 0,031

Tabla 107. Neuronas contralaterales c-fos positivas. Estan representadas el niimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la
anestesia (An).
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Tabla 108. Neuronas contralaterales c-fos positivas. Estan representadas el niimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la

Resultados

~ An
AM 3 0,334 0,334 0,237 0,237
AMB 1 1 0,02 0,02
Primero AMF 1 0,02 0,02
0
0
6
R
4
0
0
6 0,032 0,272 0,066 0,066
0 0,05 ND ND
Tercero AMF 3 0,093 0,093
0

AM 8 <0,001 0,001 <0,001 <0,001
AMB 0 <0,001 ND ND
Quinto AMF 3 0,002 0,002
0

anestesia (An). ND: no diferencias significativas.
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0,804 1 0,001 0,001
= 0,812 0,032 0,032
Primero AMF 35 === -—- 0,002 0,002

0,359 0,034 0,028
-—- 0,002 <0,001 <0,001
Tercero AMF 46 - o <0,001 <0,001
e e - 0,06

0,01 0,073 0,008
0,012 <0,001 <0,001

Quinto AMF 60 0,002 0,003
Am 4 0,026

Tabla 109. Neuronas contralaterales c-fos positivas. Estan representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la
anestesia (An).
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¢) Nucleo caudal del trigémino y primer segmento cervical

= Diferencias con los grupos control
Aceite de mostaza versus control con aceite mineral y anestesia (Hist. 28)

El nimero de neuronas c-fos positivas en las 5 laminas superficiales del nucleo
caudal y del tercio rostral del asta dorsal del primer segmento cervical (Cl), fue
significativamente mayor después de la inyeccion de aceite de mostaza que tras la
estimulacidon con aceite mineral o la administracion unicamente de anestesia (Tabla

110).

= Efectos de farmacos del sistema GABAg en la expresion de c-fos inducida por el
aceite de mostaza (Hist. 28)

Los cobayas estimulados con aceite de mostaza tras el pretratamiento con
baclofeno presentaron una disminucion estadistica de la expresion de c-fos, en
comparacion con los animales a los que tinicamente se les inyect6 aceite de mostaza, en
las laminas I-II, IIT y V de Rexed (Tabla 110).

Igualmente, la administracion de faclofeno indujo una reduccion significativa de
la inmunorreactividad de c-fos en las 5 laminas dorsales medulares y espinales (Tabla
110).

El pretratamiento con faclofeno activd estadisticamente mas neuronas en la
lamina III que el pretratamiento con baclofeno, registrandose el efecto contrario en la

lamina IV de Rexed (Tabla 110).
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0,007 0,007 0,009 0,009
AMB 212 0,589 0,361 0,372
I-1T AMF 252 - 0,064 0,034

0,832

0,003
0,006

--- --- 0,026
An 0 --- --- --- ---

- AM 163 0005 0004 0014 0014

~ AMB 41— 0617 1 088

~ AMF 37 - - 0612 0521

CAm 4 - = 0595

. J-1 5  J ]

Tabla 110. Neuronas contralaterales c-fos positivas. Estan representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la
anestesia (An).
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d) Nucleos paratrigeminales

= Diferencias con los grupos control
Aceite de mostaza versus control con aceite mineral y anestesia (Hists. 29-31)

El nucleo paratrigeminal rostral no presentd diferencias significativas entre la
expresion de c-fos inducida por el aceite de mostaza y aquella asociada al aceite mineral
o0 a la anestesia (Tabla 111).

Por el contrario, la inmunorreactividad de c-fos inducida por el aceite de
mostaza fue estadisticamente mayor que la debida al aceite mineral y a la anestesia, en
el quinto nivel del ntcleo paratrigeminal ventral (Tabla 112) y en la mitad caudal del
nucleo paratrigeminal dorsal (Tabla 113). Ademads, el aceite de mostaza activod
significativamente mas neuronas que la anestesia en el segundo y tercer nivel del nucleo
paratrigeminal ventral (Tabla 112). Por el contrario, en el primer nivel del ntcleo
paratrigeminal dorsal (Tabla 113) se observaron estadisticamente menos neuronas c-fos
positivas tras la inyeccion de aceite de mostaza que después de la administracion de

anestesia.

= Efectos de farmacos del sistema GABAg en la expresion de c-fos inducida por el
aceite de mostaza (Hists. 29-31)

El aceite de mostaza tras la administracion de baclofeno indujo
significativamente menos expresion de c-fos que el aceite de mostaza inyectado sin
realizar ningun pretratamiento con agonistas del sistema GABAg, en la mitad caudal del
nucleo paratrigeminal dorsal (Tabla 113). Por el contrario, en el primer nivel de dicho
nucleo se observé el efecto inverso (Tabla 113). La administracion de baclofeno no
indujo niveles de inmunorreactividad de c-fos estadisticamente diferentes de los
registrados cuando unicamente se inyect6 aceite de mostaza en el nlicleo paratrigeminal
ventral (Tabla 112).

El aceite de mostaza inyectado tras el pretratamiento con faclofeno, en
comparacion a cuando Unicamente se administré el irritante quimico, activd
significativamente mas neuronas en el primer nivel del nlicleo paratrigeminal ventral
(Tabla 112) y en el segundo nivel del ntcleo paratrigeminal dorsal (Tabla 113), pero
estadisticamente menos en el sexto nivel del nucleo paratrigeminal dorsal (Tabla 113).

La expresion de c-fos en el nucleo paratrigeminal rostral después de la inyeccion
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intraperitoneal de faclofeno o baclofeno, no present6d diferencias significativas con la
inducida Unicamente por el aceite de mostaza (Tabla 111).

El nimero de neuronas c-fos positivas tras la administracion de faclofeno fue
estadisticamente mayor que el registrado tras el pretratamiento con baclofeno, en el
nucleo paratrigeminal rostral (sexto nivel) (Tabla 111) y en los nucleos paratrigeminales
ventral (primero y sexto nivel) (Tabla 112) y dorsal (segundo, quinto y sexto nivel)
(Tabla 113), observandose el efecto contrario en el tercer nivel del nucleo

paratrigeminal dorsal (Tabla 113).
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Primero AMF

Tercero AMF -—- -—- ND ND
Am ND
An - - - -

0
Quinto AMF 0 ND ND
0

0,185 0,188
0,085 0,065 0,065
0,02 0,02

Séptimo AMF

Tabla 111. Neuronas contralaterales c-fos positivas. Estan representadas el niimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la
anestesia (An). ND: no diferencias significativas.
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0,034 0,421 0,673
<0,001 0,188 0,45
<0,001 <0,001
0,158

Primero AMF 10

0,054 0,048

1 0,011 0,006
Tercero AMF 12 0,002 <0,001
Am 3 1

An 3 --- --- --- ---
AM 49 0239 0473 0113 009
~AMB 2 - 0152 001l 0006
~ AMF 33—~ 0005 0003
S Am 3 - = 0001
. Jor 5 5 ]

AM 61 0,306 0,781 0,034 0,029
AMB 38 0,131 0,053 0,04
Quinto AMF 67 0,006 0,005

0,158

Tabla 112. Neuronas contralaterales c-fos positivas. Estan representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la
anestesia (An).
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Tabla 113. Neuronas contralaterales c-fos positivas. Estan representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la

Resultados

<0,001 0,05 ND 0,001
0,001 ND
0,093 1
0,004

Primero AMF
Am

0,165 0,319 0,239

—— <0,001 0,033 0,002
Tercero AMF -—- -—- 0,093 ND
Am - — = 0,158

An 0 --- --- --- ---
~AM 19 0023 009 002 0032
~AMB 4 - 0172 0009 0093
AMF 8 -~ 004 009
CAm 00— = 0004
IR (N (N (N U e——

AM 14 0,007 0,155 0,004 0,004
AMB 4 0,002 0,009 0,009
Quinto AMF 10 <0,001 <0,001

anestesia (An). ND: no diferencias significativas.
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e) Complejo parabraquial
= Diferencias con los grupos control
Aceite de mostaza versus control con aceite mineral y anestesia (Hist. 32)
El aceite de mostaza indujo un aumento significativo de la inmunorreactividad
de c-fos en comparacion con el aceite mineral o el grupo control con anestesia en los

tres nucleos del complejo parabraquial analizados (Tabla 114).

= Efectos de farmacos del sistema GABAj en la expresion de c-fos inducida por el
aceite de mostaza (Hist. 32)

La expresion de c-fos asociada a la inyeccién de aceite de mostaza tras la
administracion de baclofeno so6lo fue estadisticamente menor que la registrada cuando
unicamente se inyectd aceite de mostaza en el nucleo parabraquial lateral (Tabla 114).

Por el contrario, en ninguno de los nucleos del complejo parabraquial se hallaron
diferencias significativas entre el nimero de neuronas c-fos positivas inducidas por el
aceite de mostaza y aquellas asociadas al aceite de mostaza tras el pretratamiento con el
antagonista del sistema GABAg (Tabla 114).

En comparacion con los cobayas a los que se les administrd baclofeno, la
inyeccion de aceite de mostaza después del pretratamiento con faclofeno indujo
estadisticamente mas inmunorreactividad de c-fos en el nucleo parabraquial lateral y en

el nacleo de Kolliker-Fuse (Tabla 114).
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0,007 0,29 0,006 0,003
. AMB 330 - 0,018 0,05 0,002
Parabraquial
lateral AMF 587 - - 0,01 0,004
Am 175 - - - 0,617
An 142 —— = — —
~AM 126 0124 0504 002 0017
~AMB 75— 0005 0059 0047

AM 112 0,148 0,895 0,014 0,016
. AMB 75 -—- 0,164 0,001 0,001
Parabraquial
medial AMF 108 - - 0,012 0,014
Am 17 - - - 0,34
An 22 -—- - - -—-

Tabla 114. Neuronas contralaterales c-fos positivas. Estan representadas el nimero de neuronas
activadas por el aceite de mostaza (AM), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno
(AMB), el aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno (AMF), el aceite mineral (Am) y la
anestesia (An).



Resultados 237

4.5. Expresion de c-fos en el complejo nuclear sensitivo del trigémino
de la rata

En las ratas en las que se aplico el aceite de mostaza en la region izquierda de las
vibrisas para comparar los datos con los obtenidos en el cobaya, se obtuvo una
excelente expresion de c-fos en diversos nucleos del tallo nervioso de un modo similar a
lo hallado por otros autores con estimulacion eléctrica (Strassman y Vos, 1993;
Sugimoto et al., 1998a) u otros irritantes quimicos (Strassman y Vos, 1993; Strassman
et al., 1993; Sugimoto et al., 1994, 1998a; Mineta et al., 1995; Vos y Strassman, 1995).
En el complejo parabraquial se observo expresion bilateral de c-fos, fundamentalmente
en los nucleos laterales y en el nucleo de Koélliker-Fuse (Figs. 12A-B). En el complejo
parabraquial contralateral destacd la densidad de nucleos c-fos positivos en los
subnucleos lateral externo y medial externo (Fig. 12B). Dentro del complejo nuclear
sensitivo del trigémino no hallamos practicamente expresion de c-fos hasta la region
limitrofe entre el ntcleo interpolar y el nucleo caudal, es decir, no observamos, a
diferencia de otros autores (Mineta et al., 1995), inmunorreactividad de c-fos en el
nucleo principal, en el nicleo oral ventral ni en la mitad rostral del nticleo interpolar.
Sin embargo, hallamos expresion de c-fos en la formacion reticular limitrofe
medialmente con los territorios ventrales del complejo nuclear sensitivo del trigémino,
asi se observaron nucleos marcados en el espacio reticular que se halla entre los nucleos
motores del facial y la agrupacion ventral del ntcleo oral del trigémino (Fig. 12C). En el
nucleo caudal, la expresion de c-fos fue muy intensa en las laminas mas superficiales (I-
IT), existiendo también nucleos en las laminas mas profundas (IV-V) (Fig. 12D). No

hemos hallado practicamente ntcleos en la lamina II1.
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5.1. Expresion de CGRP y sustancia P en el complejo nuclear sensitivo
del trigémino

5.1.1. CGRP

Los resultados de nuestro estudio en el cobaya confirman que en los mamiferos
existe una densa proyeccion de fibras CGRP positivas en las ldminas [ y Ilo del asta
dorsal medular (Henry ef al., 1996; Sugimoto et al., 1997a) y del asta dorsal espinal
(Wiesenfeld-Hallin et al., 1984; Carlton et al., 1988; Conrath et al., 1989; Kawata et al.,
1989; Marlier et al., 1990; Merighi et al., 1990; Sugimoto et al., 1997a). Aparte de la
manifiesta inmunorreactividad de CGRP registrada en las laminas superficiales del asta
dorsal, en el cobaya también se han visto proyecciones discontinuas hacia ldminas mas
profundas. En este sentido cabe sefalar la presencia de fibras CGRP positivas en la
lamina III de la médula espinal y del tercio caudal del nticleo caudal del trigémino, las
cuales también han sido descritas en monos (Carlton et al., 1988), caballos y cerdos
(Merighi et al., 1990) pero no en ratas (Wiesenfeld-Hallin et al., 1984; Conrath et al.,
1989; Marlier ef al., 1990). A diferencia del mono (Carlton et al., 1988) y de la rata
(Wiesenfeld-Hallin et al., 1984; Conrath et al., 1989), en el cobaya no se ha visto la
presencia consistente de fibras CGRP positivas en la region reticulada de la lamina V de
la médula espinal, y, de la misma forma, también son escasas las arborizaciones
terminales de fibras CGRP positivas en la lamina V del ntcleo caudal, las cuales son
mas evidentes en la rata (Sugimoto et al., 1997a) y en el gato (Henry et al., 1996). De
hecho, las proyecciones mas profundas en el asta dorsal medular y espinal observadas
en el cobaya suelen hallarse en el limite entre las ldminas IV y V. Al igual de lo que ha
sido descrito en ratas (Conrath et al., 1989) y en otros mamiferos (Kawata et al., 1989;
Merighi et al., 1990), nosotros también hemos observado terminales CGRP positivas en
el tracto de Lissauer, en el territorio denominado como islas intersticiales de Cajal que
hoy se interpretan como prolongaciones hacia este tracto de la lamina I.

Analizando la distribucion de CGRP en los nucleos rostrales del complejo
nuclear sensitivo del trigémino y zonas limitrofes, discutiremos, en el primer lugar, su
localizacién en el niicleo principal del trigémino. La expresion de CGRP descrita en la
subdivision dorsal del nucleo principal de la rata (Sugimoto ef al., 1997a) es mas densa
que la observada en el gato (Henry ef al., 1996) y que la hallada por nosotros en el

cobaya. Sin embargo, la distribucion de fibras CGRP positivas en el nticleo principal es
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mas amplia en el gato (Henry et al., 1996) y en el cobaya que en la rata (Sugimoto et
al., 1997a), puesto que en las dos primeras especies también se han observado fibras
aisladas en la division ventral del nucleo principal. En el subnticleo principal dorsal de
la rata existe expresion de CGRP en toda la periferia de la subdivision dorsal, tanto
medial como lateralmente (Sugimoto et al., 1997a), mientras que, por el contrario, en el
cobaya y en el gato (Henry et al., 1996) las terminales CGRP adoptan una posicién
claramente lateral, inmediatamente contigua al tracto espinal trigeminal.

El cobaya presenta notables diferencias con respecto a la rata y al gato en lo
referente a la inmunorreactividad de CGRP registrada en el nucleo oral del trigémino.
En la rata inicamente se ha descrito una densa proyeccion de fibras CGRP positivas en
la mitad dorsal del nucleo oral (Sugimoto et al., 1997a, 1998a). Sin embargo, en el
cobaya y en el gato (Henry et al., 1996) también existen, aunque con una distribucion
mas laxa, fibras con CGRP en la mitad ventral del nucleo oral, especialmente en la
region caudal del mismo. En relacion al niuicleo oral dorsal, la mayor expresion de
CGREP se concentra en la region dorsomedial en el gato (Henry et al., 1996), en la zona
dorsolateral en el cobaya y en ambas localizaciones en la rata (Sugimoto et al., 1997a,
1998a). Los acumulos discontinuos de expresion de CGRP en el nucleo oral ventral se
hallan preferentemente en la zona medial en el gato (Henry et al., 1996), mientras que
en el cobaya se hallan en la region lateral y dentro del tracto espinal trigeminal. Esta
localizacién en la region ventrolateral del nucleo oral caudal del cobaya se solapa con el
territorio donde hemos visto expresion de c-fos tras la estimulacién periférica
nociceptiva. Sin embargo, con los trazadores neuroanatomicos IB4-HRP y CTb-HRP no
hemos detectado en el cobaya terminaciones aferentes primarias trigeminales en dicha
region.

En el cobaya, en la rata (Sugimoto et al., 1997a) y en el gato (Henry et al.,
1996), la expresion de CGRP a la altura del niucleo interpolar del trigémino es mas
manifiesta en la mitad caudal que en la mitad rostral del mismo. Esta localizacion en la
region caudal del nicleo interpolar del cobaya se solapa con el territorio donde hemos
visto expresion de c-fos tras la estimulacion de las vibrisas. La expresion de CGRP en la
rata se distribuye uniformemente a lo largo de todo el borde medial del ntcleo
interpolar, siendo maxima en el polo dorsal (Sugimoto et al., 1997a). Por el contrario, la
inmunorreactividad de CGRP en el gato (Henry et al., 1996) y en el cobaya adopta una
distribucion discontinua en dicho nucleo. Mientras que en el gato se ha registrado en la

region ventrolateral y dorsomedial, en el cobaya preferentemente la hemos observado en
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la region ventromedial y dorsolateral del ntcleo interpolar. En el gato (Henry et al.,
1996) y en el cobaya existe una densa proyeccion de fibras con CGRP hacia los nucleos
paratrigeminales ventral y dorsal; sin embargo, en la rata inicamente han sido descritas
fibras CGRP positivas alcanzando el nucleo paratrigeminal dorsal (Sugimoto et al.,
1997a), puesto que en esta especie no se reconoce la existencia de un nucleo
paratrigeminal ventral. Resaltamos que en el cobaya como en la rata (Sugimoto ef al.,
1997a) existe también una densa proyeccion de fibras con CGRP en la zona marginal de
la regioén caudal del nucleo interpolar. Dicha proyeccion se continua con los nucleos
paratrigeminales mencionados.

Fuera del complejo nuclear sensitivo del trigémino y del asta dorsal de la médula
espinal cervical y al igual de lo que ha sido descrito en la rata (Sugimoto et al., 1997a) y
en el gato (Henry et al., 1996), en el cobaya existen abundantes fibras con CGRP en el
nucleo del fasciculo solitario Por otro lado, en linea con los hallazgos obtenidos por
Sugimoto ef al. (1997a) en la rata, hemos observado en el cobaya una proyeccion de
fibras CGRP positivas hacia la formacion reticular parvocelular, tanto a nivel ventral
como a nivel dorsal. A nivel de la region caudal del nucleo oral del trigémino y también
en niveles rostrales del ntcleo interpolar, las arborizaciones terminales observadas por
nosotros en la formacion reticular lateral ventral del cobaya, también han sido descritas
en la rata por Sugimoto ef al. (1997a).

A la altura del complejo parabraquial, en la rata no se han descrito diferencias
en cuanto al namero de fibras CGRP positivas que reciben las distintas agrupaciones
neuronales que conforman dicho complejo (Sugimoto et al., 1997a). Este hallazgo
contrasta con los resultados del presente estudio, donde se registré una clara preferencia
de las fibras con inmunorreactividad de CGRP por los nucleos parabraquial medial y
parabraquial medial externo.

La moderada positividad para CGRP que hemos observado en las motoneuronas
de los nucleos motores craneales, como los del trigémino, del abducens, del facial y del
hipogloso, asi como en las motoneuronas de la médula espinal del cobaya, coincide con
lo mencionado previamente por Réthelyi er al. (1989b). De manera andloga a lo
observado en el cobaya, en la rata (Sugimoto et al., 1997a) y en el gato (Henry et al.,
1996) se han descrito la presencia de CGRP en las motoneuronas de los nucleos
motores craneales; observandose igualmente inmunorreactividad para CGRP en las

motoneuronas del asta ventral de la médula espinal del gato (Henry et al., 1996), de la



244 Discusion

rata (Conrath ef al., 1989; Réthelyi et al., 1989b; Marlier et al., 1990; Sugimoto et al.,
1997a) y de otros mamiferos (Merighi ef al., 1990).

A modo de resumen, la distribucion de CGRP en el sistema nervioso central del
cobaya, y particularmente la que nosotros hemos observado en el complejo nuclear
sensitivo del trigémino, constituye una evidencia mas de la mayor proximidad entre el
cobaya y los mamiferos superiores. En este sentido cabe destacar la presencia en
cobayas y monos, pero no en ratas, de fibras CGRP positivas en la l[dmina III de la
médula espinal. Por otro lado, ya dentro del complejo nuclear sensitivo del trigémino, la
distribucion de CGRP en el cobaya se acerca mas a la hallada en el gato que a la
descrita en la rata, puesto que la presencia de inmunorreactividad de CGRP en el nticleo
paratrigeminal ventral, en el nucleo oral ventral y en el ntcleo principal ventral se halla,
aunque en una moderada proporcion, s6lo en las dos primeras especies. Estos datos
sugieren que el cobaya puede ser un modelo animal mas adecuado que la rata para el
estudio de la distribucion de neuropéptidos en el sistema nervioso central,
especialmente si se pretenden realizar extrapolaciones a vertebrados superiores

incluyendo el hombre.

5.1.2. Sustancia P

Las secciones de tejido nervioso que fueron tratadas con el anticuerpo de abcam
nimero ab14184 registraron una expresion excelente de la sustancia P en el complejo
nuclear sensitivo del trigémino y médula espinal cervical del cobaya. Sin embargo, ya
sea porque en esta especie la sustancia P es mas abundante que el CGRP, o porque el
anticuerpo empleado presenta una posible reaccion cruzada no conocida con otros
neuropéptidos, hemos observado que la distribucion de la sustancia P en estas regiones
del sistema nervioso central del cobaya era mas amplia que la registrada en otros
trabajos (Seybold y Elde, 1980; Kawata et al, 1989; Knyihar-Csillik et al., 1990;
Marlier et al., 1990; Sugimoto et al., 1997a).

En el nicleo caudal del trigémino y médula espinal cervical del cobaya hemos
hallado, como Gallagher et al. (1992), que la zona de méaxima proyeccion de fibras
sustancia P positivas se localiza en las ldminas [ y Ilo de Rexed, de modo analogo a lo
registrado en la rata (Seybold y Elde, 1980; Wiesenfeld-Hallin et al., 1984; Knyihar-
Csillik et al., 1990; Marlier et al., 1990; Sugimoto et al., 1997a), en el mono (DiFiglia
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et al., 1982) y en el cerdo (Kawata et al., 1989). Las fibras sustancia P positivas, al igual
que se comentd en relacion con las fibras con inmunorreactividad de CGRP, también
fueron identificadas en ldminas mas profundas del asta dorsal. En el cobaya asi como en
la rata (Seybold y Elde, 1980; Wiesenfeld-Hallin et al., 1984; Marlier et al., 1990,
Sugimoto et al., 1997a) y en otros mamiferos (DiFiglia et al., 1982; Kawata et al.,
1989) se han observado fibras sustancia P positivas en la [amina [Il y V de Rexed. Los
territorios de proyeccion de fibras con sustancia P y CGRP en el asta dorsal medular y
espinal son bastante coincidentes, pese a que en general, la sustancia P presenta una
distribucion mas amplia que el CGRP. En este sentido, hemos observado que en el
cobaya al igual que en la rata (Wiesenfeld-Hallin et al, 1984) existen fibras con
sustancia P, pero no con CGRP, en el nucleo espinal lateral. De modo analogo, en el
cobaya hemos demostrado la existencia de sustancia P en fibras de la lamina V que
carecian de CGRP. Los hallazgos obtenidos en cuanto al contenido de sustancia P en la
lamina V de la rata son contradictorios entre los diferentes autores. Mientras que
Wiesenfeld-Hallin ef al. (1984) concluyen que las proyecciones sustancia P positivas a
la lamina V son mas numerosas que las proyecciones CGRP positivas, Sugimoto et al.
(1997a) han observado lo contrario.

Analizando los nucleos rostrales del complejo nuclear sensitivo del trigémino,
también hemos observado diferencias entre el cobaya y rata en lo referente a la
distribucion de la sustancia P. Asi, las ratas practicamente no presentan ninguna
proyeccion de sustancia P hacia el nucleo principal del trigémino (Sugimoto et al.,
1997a). Por el contrario, en el cobaya existe una expresion de subsrtancia P que se
solapa con el campo de terminacion de fibras con CGRP, fundamentalmente, en la
region dorsolateral del nucleo principal dorsal.

En el niicleo oral del trigémino del cobaya y de la rata (Sugimoto et al., 1997a)
las proyecciones con sustancia P se observaron en la misma localizacion donde se habia
observado la inmunorreactividad de CGRP, existiendo por tanto las mismas diferencias
y similitudes entre ambas especies que fueron comentadas anteriormente en relacion al
CGRP.

La distribucion de fibras con sustancia P en el nicleo interpolar del trigémino
del cobaya fue notablemente distinta a la observada en la rata. En la rata la expresion de
sustancia P se limit6 casi de manera exclusiva a la division dorsal, y concretamente a su
region mas medial (Sugimoto et al., 1997a). Por el contrario, las fibras sustancia P

positivas en el cobaya se registraron en la region marginal de ambas divisiones del
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nucleo interpolar, adyacente al tracto espinal trigeminal. En ambas especies se observo
un solapamiento de las proyecciones con CGRP y sustancia P Ginicamente en el nucleo
interpolar dorsal. En relacion a los nucleos paratrigeminales, tanto en la rata como en el
cobaya la distribucion de las fibras con sustancia P fue la misma que la de las fibras con
CGRP, es decir, la rata recibié una densa proyeccion de fibras con sustancia P
unicamente en el nucleo paratrigeminal dorsal (Sugimoto et al., 1997a), y el cobaya
tanto en el nucleo paratrigeminal dorsal como en el ventral.

En resumen, la distribucion de sustancia P en el complejo nuclear sensitivo del
trigémino en el cobaya presenta unas diferencias con la rata de un modo bastante similar
a lo observado para el CGRP, confirmando una vez mas las notables diferencias
bioquimicas y presumiblemente funcionales que pueden existir entre el sistema nervioso

central de las dos especies.
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5.2. Distribucion central de las aferentes primarias trigeminales
visualizadas con neurotrazadores

5.2.1. CTb-HRP

La distribucion del precipitado en el complejo nuclear sensitivo del trigémino y
primer segmento cervical del cobaya se localizd aproximadamente en el area
correspondiente a la region de las vibrisas vista en el gato (Nomura ef al., 1986) y en la
rata (Jacquin y Rhoades, 1983; Robertson y Arvidsson, 1985). Este territorio se incluye
dentro de la representacién de la rama infraorbitaria de la division maxilar del nervio
trigémino (Marfurt, 1981; Panneton y Burton, 1981; Jacquin y Rhoades, 1983; Nomura
et al., 1986; Shigenaga ef al., 1986a,b).

En los nucleos rostrales del complejo nuclear sensitivo del trigémino del cobaya,
hemos observado el precipitado en toda su extension rostrocaudal, desde el nucleo
principal hasta el ntcleo interpolar del trigémino. En el niicleo principal del cobaya las
fibras fueron identificadas principalmente en la region ventrolateral, aunque algunas
terminales también alcanzaron la zona medial. Esta misma distribucion del precipitado,
salvo pequenas diferencias, existe en el gato (Marfurt, 1981; Panneton y Burton, 1981;
Nomura et al., 1986; Shigenaga et al., 1986b) y en la rata (Jacquin y Rhoades, 1983).
En este sentido, se han observado terminales en el borde dorsolateral del nucleo
principal rostral del gato (Panneton y Burton, 1981; Nomura et al., 1986), o en toda la
extension lateromedial del nucleo principal ventral caudal del gato (Nomura et al.,
1986) y de la rata (Jacquin y Rhoades, 1983). En el niicleo oral del cobaya hemos visto,
al igual que en la rata (Jacquin y Rhoades, 1983) y en el gato (Marfurt, 1981; Panneton
y Burton, 1981; Nomura et al., 1986; Shigenaga et al., 1986b), una distribucion del
precipitado principalmente en la region ventrolateral de dicho ntcleo. La localizacion de
las terminales del nervio infraorbital en el nucleo oral no presenta diferencias en sentido
dorsoventral ni lateromedial entre las especies anteriormente citadas. Sin embargo, cabe
destacar el estudio de Shigenaga et al. (1986b), quienes no registraron ninglin
precipitado en el nucleo oral rostral, a diferencia de los demds investigadores que
observaron una distribucion continua del mismo en toda la extension rostrocaudal. En el
nucleo interpolar del cobaya y de las otras especies (Marfurt, 1981; Panneton y Burton,
1981; Jacquin y Rhoades, 1983; Nomura et al., 1986; Shigenaga et al., 1986b), las

proyecciones se han registrado fundamentalmente en la zona media del nucleo. A
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diferencia del cobaya donde la distribuciéon de terminales es homogénea en toda la
extension rostrocaudal de los nucleos rostrales del complejo nuclear sensitivo del
trigémino, en la rata (Jacquin y Rhoades, 1983) y en el gato (Marfurt, 1981; Nomura et
al., 1986; Shigenaga et al., 1986b) la mayor densidad de precipitado se concentra en el
nucleo principal ventral y en el ntcleo interpolar. Esta diferencia ha permitido observar
como las terminaciones centrales de las fibras que inervan las vibrisas replican la
organizacion periférica de éstas en ambos nucleos (Jacquin y Rhoades, 1983; Nomura et
al., 1986). Por otra parte, y fuera de los nucleos rostrales del complejo nuclear sensitivo
del trigémino, en el cobaya se ha observado precipitado en los nicleos paratrigeminales
dorsal y ventral, que no ha sido descrito en la rata (Jacquin y Rhoades, 1983) ni en el
gato (Marfurt, 1981; Panneton y Burton, 1981; Nomura et al., 1986; Shigenaga et al.,
1986Db).

En el nicleo caudal del cobaya, del gato (Marfurt, 1981; Panneton y Burton,
1981; Nomura et al., 1986; Shigenaga ef al., 1986a) y de la rata (Jacquin y Rhoades,
1983) el producto de reaccion se ha registrado en las ldminas I-V de Rexed. En los dos
tercios rostrales del nucleo caudal, los diferentes autores confirman la existencia de un
precipitado mas intenso y con una distribucion mas amplia en las laminas superficiales
(I-IT) que en las profundas (III-V). Sin embargo, cabe destacar dos diferencias en
relacion a la localizacion y distribucion del precipitado en las laminas superficiales. Por
una parte, el producto de reaccion en la lamina II del cobaya se localiza en la sublamina
ITo de la misma forma que ha sido descrito en la rata (Jacquin y Rhoades, 1983),
mientras que en el gato algunos autores lo han identificado en la subldmina IIi (Nomura
et al., 1986) y otros en ambas sublaminas (Marfurt, 1981; Panneton y Burton, 1981;
Shigenaga et al., 1986a). Por otra parte, nosotros hemos visto terminales en toda la
extension lateromedial de las laminas superficiales del cobaya, mientras que en los
restantes estudios como maximo el producto de reaccion se limita a las tres cuartas
partes laterales de dichas laminas (Marfurt, 1981; Panneton y Burton, 1981; Jacquin y
Rhoades, 1983; Nomura et al., 1986; Shigenaga et al., 1986a). En relacion con el tercio
final del nucleo caudal y el tercio rostral de CI, en el cobaya asi como en el gato
(Panneton y Burton, 1981; Nomura et al., 1986; Shigenaga et al., 1986a), el producto de
reaccion en las laminas superficiales y en las profundas se restringe Uinicamente a la
zona media.

Fibras mielinizadas de gran didmetro que inervan la region de las vibrisas de

gatos y ratas proyectan fundamentalmente a las laminas III-V (Hayashi, 1985a,b;
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Robertson y Arvidsson, 1985). Por el contrario, las ladminas I y Ilo reciben
principalmente axones mielinizados de pequefio didmetro y la ldmina Ili fibras
amielinicas de tipo C (Light y Perl, 1979a,b; Brown, 1981). Teniendo en cuenta que la
CTb-HRP se une selectivamente al receptor de membrana gangliosido GM,, que esta
presente en neuronas con axones mielinizados, la amplia distribucion del precipitado
que hemos observado en el nicleo caudal del cobaya se relaciona con el tipo de fibras
que proyectan al nicleo caudal de otros mamiferos. Por otra parte, conviene resaltar que
esta amplia representacion del conjugado CTb-HRP en las laminas I-Ilo y en menor
medida en la lamina III a lo largo de los dos tercios rostrales del nucleo caudal, se
solapa con el territorio donde hemos registrado c-fos tras la estimulacion nociceptiva

periférica.

5.2.2. IB4-HRP

Clasicamente, la IB4 se ha considerado un marcador de nociceptores no
peptidérgicos principalmente de tipo amielinico, es decir, de fibras tipo C (Silverman y
Kruger, 1988; Ambalavanar y Morris, 1993; Kobayashi y Matsumura, 1996). Sin
embargo, a raiz del gran solapamiento hallado recientemente entre neuronas
peptidérgica y neuronas que también expresaban lugares de unidon para la IB4, se ha
puesto en entredicho la utilidad de esta lectina para discernir entre ambos tipos de
nociceptores (Price y Flores, 2007).

En el cobaya, s6lo hemos visto positividad para el conjugado IB4-HRP en las
laminas I y II, y algo en lamina III, del tercio final del nucleo caudal aproximadamente
en la misma localizacion en la que se identificé el precipitado producido por el
transporte del conjugado WGA-HRP. Esta localizacion exclusiva en la region del
nucleo caudal del trigémino es también lo que han hallado Kobayashi y Matsumura
(1996) cuando aplicaron este conjugado en varias areas orofaciales de la rata. Por el
contrario, cuando se inyect6 directamente IB4-HRP en el ganglio de Gasser de la rata,
ademads del nucleo caudal del trigémino, también se observo precipitado en los nucleos
rostrales del complejo nuclear sensitivo del trigémino y en el ntcleo paratrigeminal
dorsal (Sugimoto et al., 1997b). La presencia de precipitado en las zonas rostrales

trigeminales de la rata pero no del cobaya puede ser atribuible a que el trazador fue
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inyectado en el ganglio trigeminal, mientras que nosotros unicamente marcamos fibras
que inervan la region de las vibrisas.

La ausencia de producto de reacciéon en los nucleos rostrales del complejo
nuclear sensitivo del trigémino, significa que la posible positividad de c-fos a este nivel
si fuera debida a fibras primarias procedentes de las vibrisas o bien serian fibras de tipo
mielinico de pequefio calibre (tipo Ad) y por tanto positivas para el conjugado CTb-

HRP o bien serian fibras de tipo amielinico pero que carecen del receptor para la IB4.

5.2.3. WGA-HRP

El conjugado WGA-HRP presenta una gran afinidad por el receptor de
membrana N-acetil-glucosamina. A diferencia del gangliosido GM;, el receptor N-
acetil-glucosamina estd presente en las neuronas primarias de todos los tamafios
(Robertson y Arvidsson, 1985), por lo que cabria esperar obtener una representacion
mas amplia que con el conjugado CTb-HRP. Sin embargo, en el cobaya s6lo hemos
visto el precipitado de manera apreciable producido por el transporte del conjugado
WGA-HRP en las laminas I y II del tercio final del nucleo caudal del trigémino. Las
laminas mas profundas del asta dorsal medular, los nucleos paratrigeminales asi como
los nucleos rostrales del complejo nuclear sensitivo del trigémino no presentaron ningiin
producto de reaccion. La menor efectividad del conjugado WGA-HRP frente al
conjugado CTb-HRP en nuestro trabajo esta en linea con el estudio llevado a cabo por
Segade et al. (1991). Se demuestra que, al menos en el sistema trigeminal, el conjugado
CTb-HRP es mejor trazador que el conjugado WGA-HRP para estudios de transporte

transganglionar, con la excepcion del marcaje registrado en las ldminas superficiales.
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5.3. Expresion de c-fos en el complejo nuclear sensitivo del trigémino
y estructuras relacionadas

5.3.1. Nucleo caudal

La expresion de c-fos en el nucleo caudal del trigémino y en el asta dorsal de C1
en nuestro estudio experimental en el cobaya supone una evidencia mas de lo que se ha
hallado en otras investigaciones realizadas en mamiferos, en los que también se ha
observado inmunorreactividad para c-fos en el nicleo caudal del trigémino y en el asta
dorsal de C1 después de la aplicacion de un estimulo de naturaleza nociceptiva en la
region orofacial (Segade et al., 1992; Lu et al., 1993; Strassman y Vos, 1993; Strassman
et al., 1993; Bereiter et al., 1994, 1998; Coimbra y Coimbra, 1994; Sugimoto et al.,
1994, 1998a,b; Wang ef al., 1994; Carstens ef al., 1995; Hathaway et al., 1995; Mineta
et al., 1995; Vos y Strassman, 1995; Allen et al., 1996; Bereiter y Bereiter, 1996; Meng
y Bereiter, 1996; Bereiter, 1997; Dutschmann y Herbert, 1997; Hermanson y Blomqvist,
1997; Iwata et al., 1998; Oakden y Boissonade, 1998; Aihara et al., 1999; Chattipakorn
et al., 1999, 2002, 2005; Byers et al., 2000; Fujiyoshi et al., 2000; Byers et al., 2000;
He et al., 2000; Nomura et al., 2002). Todas estas experiencias basadas en la expresion
de c-fos reafirman el papel fundamental en el procesamiento central del dolor orofacial
por el nucleo caudal del trigémino y astas dorsales de los segmentos mas rostrales de la
médula cervical espinal. Asi pues, estos hallazgos explican las analgesias producidas
por las tractotomias trigeminales experimentales (Azerad y Woda, 1976; Greenwood y
Sessle, 1976; Vyklicky et al., 1977; Nord y Young, 1979; Young y Perryman, 1984;
Dallel et al., 1988, 1989) y clinicas (Sjoqvist, 1938, Weinberger y Grant, 1942; Hamby
et al., 1948). De la misma forma, estos estudios de c-fos avalan los resultados obtenidos
en animales mediante experimentos electrofisioldgicos, en los que se registrd, después
de una estimulacién nociceptiva en campos orofaciales, una actividad neuronal en el
nucleo caudal de ratas (Shigenaga et al., 1976; Dallel et al., 1988), de gatos (Hu et al.,
1981; Hu y Sessle, 1984) y de monos (Price et al., 1976; Maixner et al., 1986, 1989;
Dubner et al., 1989).

El ntcleo caudal del trigémino y el asta dorsal de Cl intervienen en la
codificacion de los impulsos nociceptivos procedentes de estructuras intraorales, tal y
como se comprueba por la expresion de c-fos observada tras una estimulacion lingual

(Strassman y Vos, 1993; Sugimoto et al., 1994; Carstens et al., 1995; He et al., 2000),
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dentaria (Coimbra y Coimbra, 1994; Allen et al., 1996; Iwata et al., 1998; Oakden y
Boissonade, 1998; Sugimoto et al., 1998b; Aihara et al., 1999; Chattipakorn et al.,
1999, 2002; Byers et al., 2000; Fujiyoshi et al., 2000; He et al., 2000) y mucosa oral
(Segade et al., 1992; Sugimoto et al., 1994). Ademas, los resultados de nuestro estudio
en el cobaya también confirman que, como consecuencia de estimulos nociceptivos en
areas craneales extraorales, existe activacion neuronal en el asta dorsal medular (Lu e?
al., 1993; Strassman y Vos, 1993; Strassman et al., 1993; Bereiter et al., 1994; Wang et
al., 1994; Hathaway et al., 1995; Mineta et al., 1995; Vos y Strassman, 1995; Bereiter y
Bereiter, 1996; Bereiter, 1997; Dutschmann y Herbert, 1997; Sugimoto et al., 1998a;
Nomura et al., 2002) y espinal (Strassman y Vos, 1993; Sugimoto et al., 1994;
Hathaway et al., 1995; Mineta et al., 1995; Bereiter y Bereiter, 1996; Bereiter, 1997;
Dutschmann y Herbert, 1997; Hermanson y Blomqvist, 1997; Nomura et al., 2002). De
manera andloga a la estimulacion que nosotros hemos hecho en nuestras experiencias,
en otras investigaciones la estimulacion facial fue realizada en la region de las vibrisas
(Strassman y Vos, 1993; Strassman et al., 1993; Sugimoto et al., 1994, 1998a; Mineta et
al., 1995; Vos y Strassman, 1995; Nomura et al., 2002), mientras que en los restantes
casos el estimulo fue aplicado en la cornea (Lu et al., 1993; Strassman y Vos, 1993;
Bereiter ef al., 1994; Bereiter y Bereiter, 1996; Bereiter, 1997; Sugimoto ef al., 1998a) y
en el labio (Strassman y Vos, 1993; Wang et al., 1994; Hermanson y Blomqvist, 1997),
asi como en otras localizaciones craneales extraorales (Strassman y Vos, 1993;
Sugimoto et al., 1994, 1998a; Hathaway et al., 1995; Dutschmann y Herbert, 1997).

La localizacion de las neuronas con expresion de c-fos que hemos observado en
el nucleo caudal del trigémino y asta dorsal de C1 del cobaya es muy similar a la
descrita en la rata después de una estimulacion nociceptiva de la region de las vibrisas
(Strassman y Vos, 1993; Strassman et al., 1993; Sugimoto et al., 1994; Mineta et al.,
1995; Vos y Strassman, 1995). En ambas especies, la gran mayoria de los nucleos c-fos
positivos se hallan en la porcion media de las astas dorsales medular y de CI. Esta
distribucion topografica de la inmunorreactividad de c-fos en el cobaya y en la rata se
solapa en gran medida con el territorio de proyeccion central de las aferentes primarias
procedentes del nervio infraorbitario (Marfurt, 1981; Panneton y Burton, 1981; Jacquin
y Rhoades, 1983; Nomura et al., 1986; Shigenaga et al., 1986a,b), y mas concretamente
con el area terminal de las fibras que inervan la region de las vibrisas de la rata (Jacquin

y Rhoades, 1983; Robertson y Arvidsson, 1985; Nomura et al., 1986) y del cobaya,
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como queda puesto de manifiesto con los neurotrazadores transganglionares empleados
en nuestra investigacion.

Nosotros hemos observado que diversos irritantes quimicos son capaces de
producir expresion de c-fos en el nucleo caudal del trigémino y en el asta dorsal de C1
del cobaya. Esta expresion de c-fos, inducida mediante una estimulacidin nociceptiva
quimica en el area orofacial, también se ha descrito en la rata (Segade et al., 1992;
Strassman y Vos, 1993; Wang et al., 1994; Carstens et al., 1995; Hathaway et al., 1995;
Mineta et al., 1995; Allen et al., 1996; Bereiter y Bereiter, 1996; Meng y Bereiter, 1996;
Bereiter, 1997; Hermanson y Blomqvist, 1997; Bereiter et al., 1998; He et al., 2000;
Nomura ef al., 2002), en el gato (Bereiter et al., 1994; Iwata et al., 1998) y en el huron
(Chattipakorn et al., 2002, 2005). En algunas de estas investigaciones se han empleado
las mismas sustancias irritantes con las que nosotros hemos hecho la estimulacion en el
cobaya, es decir, el aceite de mostaza (Bereiter et al., 1994, 1998; Hathaway et al.,
1995; Bereiter y Bereiter, 1996; Meng y Bereiter, 1996; Bereiter, 1997; Iwata et al.,
1998; Nomura et al., 2002), la formalina (Wang et al., 1994; Mineta et al., 1995;
Hermanson y Blomqvist, 1997; He ef al., 2000) y la capsaicina (Strassman y Vos, 1993;
Carstens et al., 1995; Allen et al., 1996, He et al., 2000). Por el contrario, en los
restantes estudios se han empleado otras sustancias tales como el acido acético (Segade
et al., 1992), el cloruro célcico (Chattipakorn et al., 2005), y la histamina (Carstens et
al., 1995), entre otras (Carstens et al., 1995; Chattipakorn et al., 2002). Al margen de
los estimulos quimicos, en el gato (Iwata et al., 1998), en el huron (Oakden y
Boissonade, 1998; Chattipakorn et al., 1999, 2005) y en la rata (Lu et al., 1993;
Strassman y Vos, 1993; Strassman et al., 1993; Coimbra y Coimbra, 1994; Sugimoto et
al., 1994, 1998a,b; Vos y Strassman, 1995; Allen et al., 1996; Meng y Bereiter, 1996;
Dutschmann y Herbert, 1997; Aihara et al., 1999; Byers et al., 2000; Fujiyoshi et al.,
2000; He et al., 2000), también se ha registrado inmunorreactividad de c-fos en el asta
dorsal medular y espinal como consecuencia de estimulos de otra naturaleza, como son
los estimulos mecanicos nocivos (Strassman y Vos, 1993; Coimbra y Coimbra, 1994;
Sugimoto et al., 1994, 1998a,b; Vos y Strassman, 1995; Aihara et al., 1999; Fujiyoshi et
al., 2000; He et al., 2000; Nomura et al., 2002), los estimulos térmicos (Lu et al., 1993;
Strassman y Vos, 1993; Strassman et al., 1993; Coimbra y Coimbra, 1994; Meng y
Bereiter, 1996; Chattipakorn et al., 1999, 2005) y la estimulacion eléctrica, entre otros
(Allen et al., 1996; Dutschmann y Herbert, 1997; Iwata et al., 1998; Oakden y
Boissonade, 1998; Sugimoto et al., 1998a,b; Byers et al., 2000). Asi pues, se comprueba
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que la inmunorreactividad de c-fos en el ntcleo caudal del trigémino y en C1 puede
inducirse con una gran variedad de estimulos nociceptivos, lo que conduce a
preguntarnos cudl de ellos es el mas efectivo a la hora de promover una mayor
expresion de c-fos. En este sentido, nosotros hemos comprobado que en el cobaya el
aceite de mostaza es capaz de activar significativamente mas neuronas que la capsaicina
y la formalina en el asta dorsal medular y espinal. De la misma forma, Iwata et al.
(1998) demostraron en el gato que la estimulacion pulpar con aceite de mostaza
excitaba mas neuronas que la estimulacion eléctrica en el nticleo caudal del trigémino y
en C1. Sin embargo, Meng y Bereiter (1996) hallaron mas neuronas c-fos positivas en el
limite entre el nicleo caudal del trigémino y C1 después de la aplicacion de estimulos
térmicos nocivos a la cornea que con la administracion de aceite de mostaza.

Nosotros hemos hallado en el cobaya que, la aplicacion de un estimulo periférico
en la region orofacial induce expresion de c-fos bilateral, pero con predominio
ipsilateral significativo, en el nicleo caudal del trigémino y en el asta dorsal de C1, de
manera analoga a lo que se ha descrito en otros mamiferos (Segade et al., 1992; Lu et
al., 1993; Strassman y Vos 1993; Strassman et al., 1993; Bereiter ef al., 1994, 1998;
Coimbra y Coimbra, 1994; Wang et al., 1994; Carstens et al., 1995; Hathaway et al.,
1995; Mineta et al., 1995; Vos y Strassman, 1995; Allen et al., 1996; Bereiter y
Bereiter, 1996; Meng y Bereiter, 1996; Bereiter, 1997; Dutschmann y Herbert, 1997;
Iwata et al., 1998; Oakden y Boissonade, 1998; Sugimoto et al., 1994, 1998a,b; Aihara
et al., 1999; Chattipakorn et al., 1999; Fujiyoshi et al., 2000; He et al., 2000). Esta
diferencia se explica porque la proyeccion de fibras aferentes primarias en estos centros
de segundo orden es fundamentalmente de tipo ipsilateral, siendo muy pocas las fibras
que cruzan la linea media para establecer sinapsis en el lado contralateral (Jacquin et al.,
1990; Segade et al., 1990; Marfurt y Rajchert, 1991).

Atendiendo a la distribucion laminar, nosotros, asi como la mayoria de otros
estudios, hemos hallado expresion de c-fos tras la aplicacion de un estimulo nocivo en
las laminas superficiales (I-II) del ntcleo caudal y de C1 (Segade et al., 1992; Lu et al.,
1993; Strassman y Vos, 1993; Strassman et al., 1993; Bereiter et al., 1994, 1998;
Coimbra y Coimbra, 1994; Sugimoto et al., 1994, 1998a,b; Wang et al., 1994; Carstens
et al., 1995; Hathaway et al., 1995; Mineta ef al., 1995; Vos y Strassman, 1995; Allen et
al., 1996; Bereiter y Bereiter, 1996; Meng y Bereiter, 1996; Bereiter, 1997; Dutschmann
y Herbert, 1997; Hermanson y Blomgqvist, 1997; Iwata et al., 1998; Oakden y
Boissonade, 1998; Aihara et al., 1999; Chattipakorn et al., 1999; Byers et al., 2000;
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Fujiyoshi et al., 2000; He et al., 2000; Takemura et al., 2000a,b, 2001), y mas
concretamente en las laminas [ y Ilo (Segade et al., 1992; Lu et al., 1993; Strassman y
Vos 1993; Strassman et al., 1993; Bereiter y Bereiter, 1996; Bereiter, 1997). La mayor
inmunorreactividad presente en estas laminas confirma los resultados de estudios
electrofisiologicos en los que las neuronas nociceptivas especificas eran halladas
principalmente en las laminas [ y II del asta dorsal medular y espinal (Mosso y Kruger,
1973; Price y Mayer, 1974, 1975; Willis et al., 1974; Handwerker et al., 1975; Yokota,
1975; Price et al., 1976; Yokota et al., 1979, 1981; Hu y Sessle, 1984). Igualmente
corrobora resultados de investigaciones inmunohistoquimicas encaminadas a la
deteccion de péptidos nociceptivos tales como CGRP y sustancia P, cuya presencia se
ha observado principalmente en las laminas superficiales del ntiicleo caudal y asta dorsal
de la médula espinal (Seybold y Elde, 1980; DiFiglia et al., 1982; Wiesenfeld-Hallin et
al., 1984; Carlton et al., 1988; Conrath et al., 1989; Kawata et al., 1989; Knyihar-
Csillik et al., 1990; Marlier et al., 1990; Merighi et al., 1990; Gallagher et al., 1992;
Henry et al., 1996; Sugimoto et al., 1997a).

Al margen de las laminas I y II del nucleo caudal y médula espinal, la
inmunorreactividad de c-fos también se ha visto en laminas més profundas. En linea con
los hallazgos de otras investigaciones (Strassman y Vos 1993; Coimbra y Coimbra,
1994; Sugimoto et al., 1994; Hathaway et al., 1995; Vos y Strassman, 1995; Bereiter y
Bereiter, 1996; Bereiter, 1997; Iwata et al., 1998; Fujiyoshi et al., 2000; Chattipakorn et
al., 2002), nosotros hemos observado expresion de c-fos en la ldmina III del asta dorsal
medular y espinal. La localizacion de las neuronas c-fos positivas en esta lamina se
solapa en gran parte con los lugares donde hemos visto proyeccion de fibras con
inmunorreactividad para CGRP. Por otra parte, de manera andloga a las investigaciones
en las que se ha realizado una estimulacion principalmente de naturaleza quimica, ya
sea en la ATM (Hathaway et al., 1995), en la region de las vibrisas (Strassman y Vos,
1993; Mineta et al., 1995) o en el labio (Segade ef al., 1992; Wang et al., 1994),
nosotros también hemos observado expresion de c-fos en la lamina V del nucleo caudal
y CI1 del cobaya tras la estimulacion de la region de las vibrisas. La ubicacion de
neuronas c-fos positivas en la lamina V corrobora hallazgos de estudios
electrofisiologicos, que sitian a este nivel principalmente neuronas nociceptivas de
limite vasto y dindmico (Mosso y Kruger, 1973; Price et al., 1976; Dubner y Bennet,
1983; Hu y Sessle, 1984; Sessle, 1987).
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Los estudios que han analizado la expresion de c-fos en el nacleo caudal y en C1
en su conjunto y atendiendo a criterios cuantitativos son escasos. El nimero total de
neuronas del ntcleo caudal y de C1 del cobaya que fueron activadas por la inyeccién
del aceite de mostaza en la region de las vibrisas fue mayor que el observado tras la
estimulacion eléctrica dentaria (Allen et al., 1996; Iwata et al., 1998; Oakden y
Boissonade, 1998), la estimulacién de la mucosa labial con 4cido acético (Segade et al.,
1992), la estimulacion mecanica dafiina de la region de las vibrisas (Vos y Strassman,
1995), la estimulacion eléctrica del ganglio de Gasser (Takemura et al., 2000a) y la
estimulacion pulpar con capsaicina (Allen et al., 1996) o aceite de mostaza (Iwata et al.,
1998). Como se comentd anteriormente, nosotros y el resto de los investigadores
observamos que la mayor parte de las neuronas del asta dorsal y espinal que expresaron
c-fos se localizaron en las laminas superficiales. Sin embargo, la proporcion de
neuronas con inmunorreactividad de c-fos identificadas en el nucleo caudal y C1 que se
situaron en las laminas I-II vari6 ostensiblemente entre los distintos estudios. Asi pues,
las neuronas c-fos positivas del nicleo caudal y C1 situadas en las laminas superficiales
supusieron desde un 95-97% (Segade et al., 1992; Takemura et al., 2000a) del total de
neuronas que respondieron al estimulo nociceptivo, hasta s6lo un 64% (Iwata et al.,
1998), pasando por un 80-89% observado en nuestro estudio.

El agonista del sistema GABAp baclofeno inhibié significativamente la
expresion de c-fos inducida por el aceite de mostaza, de un modo andlogo a lo
observado por Takemura et al. (2001). Estudios neuroanatomicos han demostrado que
existen receptores de GABAg pre- y postsindpticos en las aferentes primarias y en las
laminas superficiales del asta dorsal de la médula espinal (Price et al., 1984, 1987,
Margeta-Mitrovic et al., 1999); ademads, también se ha demostrado que estos receptores
existen en las neuronas ganglionares de pequefio tamafio del ganglio del trigémino
(Takeda et al., 2004), que son las que emiten aferentes primarias de pequefio diametro
constituidas por fibras Ad y C. Por ello, la activacion de los receptores de GABAg
produce una disminucion de la excitabilidad de estas neuronas trigeminales de pequefio
tamafio y en consecuencia ello afectaria a la activacion monosinaptica de las neuronas
de segundo orden situadas en el complejo nuclear sensitivo del trigémino y en el asta
dorsal de C1. Ademas, también se podria efectuar la inhibicion por circuitos internos en
las laminas superficiales del asta dorsal del nticleo caudal del trigémino y de C1, debido
a la existencia de receptores postsinapticos a las aferentes primarias trigeminales

(Margeta-Mitrovic et al., 1999). Naturalmente, la inhibicion de las neuronas de segundo
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orden producird una disminucion de las neuronas activadas polisinapticamente y, por lo
tanto, ello conllevard una menor expresion de c-fos en todas aquellas areas de
proyeccion de estas neuronas de segundo orden trigeminales, como pueden ser la
formacion reticular, regiones rostrales del complejo nuclear sensitivo del trigémino, el
complejo parabraquial, etc. En nuestro estudio con neurotrazadores inyectados en la
region central de las vibrisas s6lo hemos podido demostrar la existencia de aferentes
primarias amielinicas no peptidérgicas en el tercio final del nticleo caudal del trigémino,
lo que significa que, puesto que pensamos que el baclofeno ejerce su efecto inhibitorio
sobre la amplia representacion central de las vibrisas en las laminas superficiales y
profundas en toda la extension del nucleo caudal del trigémino y regiones rostrales de
Cl1, esta inhibicioén en su mayor parte estaria ejercida sobre aferentes primarias de tipo
Ad que terminarian en las laminas [-Iloy V.

De modo distinto a lo observado con el baclofeno, el faclofeno no ejercié ningiin
efecto significativo sobre la expresion de c-fos hallada en el nucleo caudal y en C1 del
cobaya, lo que difiere de lo hallado por Takemura et al. (2001) en la rata. Esta
discrepancia en el efecto del antagonista del sistema GABAp podria deberse a
diferencias puramente interespecificas. De hecho, sabemos que el cobaya y la rata
presentan una distribucion distinta en el sistema nervioso central de diversos
neuropéptidos tales como el CGRP (Réthelyi ef al., 1989b) y la sustancia P (Gallagher
et al., 1992), de la misma forma que conocemos que en el complejo ventrobasal
taldmico del cobaya existen interneuronas GABAérgicas (Spreafico et al., 1994; Arcelli
et al., 1997) que no estan presentes en la rata (Arcelli et al., 1997). Sin embargo,
también cabria preguntarse si la diferencia en la expresion de c-fos hallada entre ambas
especies podria ser atribuible al tipo de estimulo nociceptivo aplicado. El aceite de
mostaza activa fundamentalmente nociceptores amielinicos o mielinizados de pequefio
calibre (Reeh et al., 1986; Woolf'y Wall, 1986; Fitzgerald, 1987; Harris y Ryall, 1988;
Story et al., 2003), mientras que, la estimulacion eléctrica de baja intensidad tinicamente
excita fibras A pero no fibras C. En cambio, la estimulacion eléctrica de alta intensidad
ademas de activar nociceptores de pequefio calibre (fibras C) también activa fibras de
mayor diametro (Woolf'y Wall, 1982; Nishimori et al., 1990). Por lo tanto, habria que
demostrar que nuestra estimulacion quimica con aceite de mostaza es totalmente
equiparable a la estimulacion eléctrica de umbral alto, para tener una valoracion

adecuado de los distintos tipos de estimulacion.
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5.3.2. Nucleo interpolar

Los resultados de nuestro estudio en el cobaya confirman que la expresion de c-
fos en el nucleo interpolar del trigémino después de una estimulacién nociceptiva
periférica se concentra fundamentalmente en el tercio caudal del mismo (Segade et al.,
1992; Lu et al., 1993; Strassman y Vos, 1993; Bereiter ef al., 1994, 1998; Coimbra y
Coimbra, 1994; Hathaway et al., 1995; Bereiter y Bereiter, 1996; Meng y Bereiter,
1996; Bereiter, 1997; Chattipakorn et al., 1999, 2002, 2005). La distribucion
rostrocaudal de la inmunorreactividad de c-fos en el nucleo interpolar no ha sido
analizada en ninguna de estas investigaciones desde un punto de vista cuantitativo.
Nosotros hemos observado que el 55% de las neuronas c-fos positivas se localizaron en
el tercio caudal del nucleo interpolar. Por otra parte, y a diferencia de estas mismas
investigaciones, nosotros como Strassman y Vos (1993) también hemos hallado algunas
neuronas c-fos positivas en la mitad rostral del nucleo interpolar. Esta preponderancia
caudal de la expresion de c-fos se corresponde con la mayor presencia de terminales de
fibras con inmunorreactividad de CGRP en los niveles caudales que en los niveles
rostrales del ntcleo interpolar (Bennett-Clarke y Chiaia, 1992; Boissonade et al., 1993;
Henry et al., 1996; Sugimoto et al., 1997a).

En el cobaya hemos visto expresion de c-fos fundamentalmente en las regiones
ventromedial y ventrolateral del nucleo interpolar ventral después de inyectar un
irritante quimico en la region de las vibrisas. Esta localizacion de las neuronas c-fos
positivas coincide en parte con el area terminal de las vibrisas visualizada con CTb-
HRP en nuestro estudio, y con estudios anatomicos previos acerca de la distribucion
central de aferentes primarias infraorbitarias en dicho nucleo (Marfurt, 1981; Panneton
y Burton, 1981; Jacquin y Rhoades, 1983; Nomura et al., 1986; Shigenaga et al.,
1986b). Igualmente, neuronas del nucleo interpolar activadas por estimulacién
nociceptiva periférica e identificadas electrofisiologicamente fueron registradas en estas
zonas (Azerad et al., 1982; Hayashi et al., 1984). Por tanto, es muy probable que la
mayoria de las células del nucleo interpolar con expresion de c-fos fueran activadas por
entradas infraorbitarias monosinapticas.

La expresion de c-fos observada en el nucleo interpolar del cobaya fue
significativamente mayor en el lado ipsilateral que en el contralateral, aunque conviene
resaltar la moderada expresion bilateral que hemos observado. Actualmente se

desconoce el significado funcional de la inmunorreactividad de c-fos contralateral. Sin
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embargo, diversos estudios han mostrado que los estimulos nocivos producen un
modelo bilateral de expresion de c-fos en el complejo nuclear sensitivo del trigémino
(Lu et al., 1993; Chattipakorn et al., 1999, 2002); por ejemplo, la inflamacion pulpar se
ha visto que produce expresion bilateral de c-fos en la transicion de los nucleos
interpolar y caudal del trigémino (Chattipakorn et al., 2002). Hoy en dia sabemos que
existen tractos neuroanatomicos que podrian explicar la expresion bilateral de c-fos
dentro del complejo nuclear sensitivo del trigémino. Asi, estudios con neurotrazadores
han identificado proyecciones directas de aferentes trigeminales a regiones trigeminales
contralaterales (Jacquin et al., 1990; Segade et al., 1990; Marfurt y Rajchert, 1991),
ademas de aquellas conexiones comisurales (Jacquin et al., 1990). La expresion de c-fos
contralateral observada en ésta y en otras investigaciones podria ser una explicacion al
dolor referido que a menudo alcanza estructuras situadas mas alld de la linea media
orofacial.

Las observaciones de nuestro trabajo junto con los estudios electrofisiologicos e
inmunohistoquimicos previamente citados sostienen que la region caudal del ntcleo
interpolar es un centro importante para el procesamiento de la informacién nociceptiva.
El ntcleo interpolar proyecta al tdlamo (Steindler, 1985; Bruce et al., 1987), al cerebelo
(Steindler, 1985; Bruce et al., 1987), al complejo parabraquial (Panneton et al., 1994;
Yoshida et al., 1997), ademas de a otras regiones del sistema nervioso central (Ruggiero
et al., 1981; Steindler, 1985; Bruce et al., 1987). Para obtener un mayor conocimiento
acerca de los aspectos funcionales de este nticleo, seria interesante saber si todos estos
lugares de proyeccion, o en especial alguno de ellos, reciben entradas desde las
neuronas del nicleo interpolar que expresan c-fos tras una estimulacion nociceptiva. En
este sentido, Allen et al. (1996) realizaron un estudio de doble marcaje a nivel del
nucleo espinal trigeminal y encontraron una importante poblacion de neuronas c-fos
positivas del nucleo interpolar que proyectaban al nucleo parabraquial lateral, region
supraspinal que se sabe esta implicada en la nocicepcion (Bernard y Besson, 1990;
Hermanson y Blomqvist, 1996, 1997; Dutschmamn y Herbert, 1997).

Nosotros hemos hallado un valor medio de 197 neuronas c-fos positivas en el
nucleo interpolar ipsilateral tras la inyeccion de aceite de mostaza en la region de las
vibrisas. El nimero de neuronas activadas por este irritante quimico es mayor que el
registrado por Takemura et al. (2000a) después de hacer una estimulacion eléctrica del
ganglio trigeminal, pero inferior al observado por Segade ef al. (1992) tras inyectar

acido acético en la mucosa labial. El nimero de neuronas con expresion de c-fos
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observadas en el ntcleo interpolar del cobaya tras la estimulacidon con aceite de mostaza
es aproximadamente un 7% de las neuronas activadas en el nicleo caudal y C1 tras la
inyeccion de este irritante quimico. Esta proporcion es inferior a la observada en otros
estudios en los que los porcentajes variaban de un 10,3% (Takemura et al., 2000a) a un
34% (Segade et al., 1992).

A diferencia del nucleo caudal para el que se han realizado estudios en los que se
compara la expresion de c-fos tras la aplicacion de distintos irritantes quimicos (Meng y
Bereiter, 1996; Iwata et al., 1998, Nomura et al., 2002), no existe ninguna investigacion
que haya analizado la expresion de c-fos en el nucleo interpolar asociada a estimulos de
diferente naturaleza. Nosotros en nuestra investigacion no hemos hallado diferencias
significativas entre los tres irritantes utilizados en la leve expresion de c-fos hallada en
el nucleo interpolar dorsal. Por el contrario, el aceite de mostaza indujo mads
inmunorreactividad de c-fos que la formalina en el nucleo interpolar ventral y en la
formacion reticular adyacente, y estadisticamente también més que la capsaicina en la
formacion reticular.

En linea con los resultados del estudio de Takemura ef al. (2001) en la rata,
hemos observado que en el cobaya el baclofeno inhibe la expresién de c-fos inducida
por el aceite de mostaza en el nucleo interpolar asi como en la formacion reticular
ventral adyacente. Por el contrario, el faclofeno no presenta un efecto uniforme en
dichas regiones del sistema nervioso central. En el ntcleo interpolar ventral, este
antagonista del sistema GABAp aumentd significativamente la expresion de c-fos en el
nucleo interpolar ventral, mientras que en el nucleo interpolar dorsal y en la formacién
reticular ventral adyacente no se observoé ningun efecto con respecto a cuando
unicamente se hizo la estimulacion. Estos resultados, sumados a lo que hemos hallado
en otras agrupaciones del tallo nervioso, demuestran que en conjunto el faclofeno no
aumenta de modo significativo el nimero de neuronas activadas en el bulbo raquideo
por estimulos nociceptivos aplicados a la region de las vibrisas. Sin embargo, la
disminucion significativa en la expresion de c-fos en el nucleo interpolar y formacion
reticular adyacente, provocada por la administracion previa de baclofeno, muestra que
la codificacion del dolor facial en estos nucleos estda mediada por el sistema GABAg, al
menos en lo que se refiere a una regulacion inhibitoria mediante vias monosinapticas o

polisinapticas.
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5.3.3. Nucleos paratrigeminales

Nosotros hemos observado en el cobaya una apreciable expresion de c-fos con
distribucion bilateral en el denominado nticleo paratrigeminal. En la literatura, el nticleo
paratrigeminal se ha homologado con un grupo de neuronas con una localizacion difusa
dentro de las fibras descendentes del tracto espinal del trigémino a nivel del nacleo
interpolar y de la region rostral del nucleo caudal. Estos grupos difusos neuronales
también se conocen como nucleo intersticial del trigémino o islas intersticiales del
trigémino de Ramon y Cajal (Ramoén y Cajal, 1911; Albe-Fessard et al., 1975; Gobel et
al., 1977; Phelan y Falls, 1989b). El nucleo paratrigeminal se ha reconocido en el
conejo (Ramoén y Cajal, 1911), en la rata (Chan-Palay, 1978a,b; Panneton y Burton,
1985; Phelan y Falls, 1989b; Saxon y Hopkins, 1998), en el gato (Hayashi y Tabata,
1989a; Light, 1992), en el mono y en el hombre (Chan-Palay, 1978a,b). Experimentos
electrofisiologicos, estudios neuroanatomicos e histoquimicos sugieren que esta
formacion neuronal puede considerarse como una expansion rostral de la lamina I del
nucleo caudal del trigémino. Los estudios electrofisiolégicos (Hayashi y Tabata,
1989a,b) hallaron que, como se ha observado en las neuronas de la lamina I del nucleo
caudal del trigémino, todas las neuronas registradas respondieron a estimulos
nociceptivos. Por otro lado, se ha demostrado con neurotrazadores (Panneton y Burton,
1985; Altschuler et al., 1989; Panneton et al., 1994; Saxon y Hopkins, 1998; Pinto et
al., 2006) que las células paratrigeminales proyectan rostralmente al complejo
parabraquial, principalmente en aquellos subnucleos implicados en la recepcion del
dolor, como son el nucleo lateral medial y el nicleo lateral externo (Bernard y Besson,
1990; Hermanson y Blomqvist, 1997). Las pruebas histoquimicas son las que, sin duda,
sustentan mas la hipotesis de que los nticleos paratrigeminales y la zona marginal caudal
del nticleo interpolar constituyen una expansion rostral de la lamina I del nucleo caudal
del trigémino. Asi, la distribucién de CGRP descrita en la rata (Sugimoto et al., 1997a),
en el gato (Henry ef al., 1996) y la observada por nosotros en nuestro estudio en el
cobaya muestra que existe una densa red de terminales sobre las islas intersticiales del
nucleo paratrigeminal y en la region marginal adyacente del nucleo interpolar; ademas,
esta red se continta caudalmente con las laminas superficiales del nucleo caudal del
trigémino. Por otro lado, estas mismas areas contienen una red similar de fibras y

terminales con sustancia P y también son positivas para un marcador de fibras
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nociceptivas de tipo C, como es la FRAP (fosfatasa acida fluoruro resistente) (Knyihar
y Csillik, 1977).

Todo lo mencionado en el parrafo precedente nos sefiala que si fibras aferentes
primarias procedentes de un territorio trigeminal periférico proyectan a esta region
paratrigeminal, con toda probabilidad serian fibras que llevarian informacion
nociceptiva orofacial. Por ello, en principio, se entenderia como un resultado previsible
que nosotros halldsemos expresion de c-fos en el nlcleo paratrigeminal del cobaya
como consecuencia de la aplicacion de un irritante quimico en la region subcutanea de
las vibrisas. Conviene precisar, no obstante, que cuando se han empleado trazadores
neuroanatémicos se comprobo que aquellos nervios a los que correspondia un territorio
somatico profundo, como las cavidades nasal y oral, eran los que estaban
principalmente representados en el nucleo paratrigeminal, tanto a nivel dorsal como a
nivel ventral. Asi, el denominado nucleo paratrigeminal dorsal seria un territorio
terminal de fibras procedentes de la rama mandibular del trigémino. Dentro de los
nervios de esta rama mandibular, se ha hallado una intensa proyeccién de aferentes
primarias de los nervios lingual, bucal y alveolar inferior, pero no de aquellos nervios
con representacion tipicamente cutdnea, como son el auriculotemporal y el milohioideo
(Jacquin et al., 1983; Shigenaga et al., 1986a,b; Takemura et al., 1987; Segade et al.,
1990). Por otro lado, en el denominado nticleo paratrigeminal ventral habria terminales
procedentes de nervios profundos de las ramas maxilar y oftdlmica, como son el
etmoidal, el esfenopalatino o los nervios de la cérnea (Shigenaga et al., 1986a,b;
Marfurt y Del Toro, 1987; Panneton, 1991). De acuerdo con esta observaciones, resulta
logico que se haya encontrado expresion de c-fos en el nicleo paratrigeminal después
de una estimulacion eléctrica de alta intensidad de estos nervios (Sugimoto et al.,
1998a) o de una estimulacion nociceptiva en los territorios periféricos donde proyectan
(Sugimoto et al., 1994, 1998a; Carstens et al., 1995; Hathaway et al., 1995; Allen et al.,
1996; Dutschmann y Herbert, 1997; Chattipakorn et al., 1999, 2005; Byers et al., 2000;
Boucher et al., 2003). En aquellos estudios realizados en la rata en los que se estimuld
el nervio infraorbitario (Strassman y Vos, 1993; Sugimoto et al., 1998a) o la region de
las vibrisas (Strassman y Vos, 1993; Strassman et al., 1993; Sugimoto et al., 1994,
1998a; Mineta et al., 1995; Vos y Strassman, 1995) no se ha descrito la presencia de
inmunorreactividad de c-fos en ninguna de las agrupaciones paratrigeminales, es decir,
el nucleo dorsal o el nucleo ventral (nosotros tampoco hemos hallado expresion de c-fos

en nuestras ratas control); ademas, los estudios neuroanatémicos realizados en la rata no
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demuestran que las aferentes primarias procedentes de la regién de las vibrisas
(Arvidsson, 1986) o de las ramas del nervio infraorbitario que alli terminan (Jacquin y
Rhoades, 1983, 1985; Rhoades et al., 1989) tengan una proyeccion central en la region
paratrigeminal. Asi pues, la ausencia de expresion de c-fos en el ntcleo paratrigeminal
de la rata después de aplicar un estimulo dafiino en la regioén subcutanea de las vibrisas
puede entenderse como normal, puesto que estaba admitido que las regiones faciales
cutaneas no estaban aqui representadas. En contraste con lo mencionado en los parrafos
anteriores, nosotros hemos comprobado que la aplicacion de diversos irritantes
quimicos en la region subcutanea de las vibrisas del cobaya produce, a diferencia con la
rata, expresion de c-fos en los nucleos paratrigeminales. Ademads, también hemos
observado que con el trazador CTb-HRP existe una moderada proyeccion hacia la
region paratrigeminal, la cual no ha podido hallarse con el trazador IB4-HRP. Esto
significa que las fibras de las vibrisas del cobaya que proyectan hacia este ntcleo son
probablemente de tipo Ad, como lo son muchas de las que pueden hallarse en las
laminas mas superficiales del nacleo caudal del trigémino. Estos datos apoyan la
hipdtesis de que la expresion de c-fos observada en el nicleo paratrigeminal del cobaya
ha sido inducida, al menos en parte, por aferentes primarias trigeminales procedentes de
las vibrisas. Conviene precisar que en el gato el transporte transganglionar de
neurotrazadores también ha permitido visualizar terminales infraorbitarias en los
nucleos paratrigeminales, sobre todo en el ventral (Shigenaga et al., 1986a), y ello
supone una afinidad mas con el cobaya; no obstante, puesto que no existen estudios en
el gato sobre la expresion de c-fos en el tallo nervioso después de estimular la region de
las vibrisas, no puede concluirse que en este animal los resultados vayan a ser similares
a los hallados por nosotros en el cobaya.

Aunque hemos hallado expresion de c-fos en las dos agrupaciones
paratrigeminales, dorsal y ventral, del cobaya, el mayor numero de nucleos positivos se
localizan significativamente en el ntcleo ventral, territorio donde se han situado fibras
terminales del nervio infraorbitario (Shigenaga et al., 1986a). Esto significa una vez
mas que la distribucion de c-fos en el nucleo paratrigeminal guarda una relacion con la
representacion central somatotopica de los territorios periféricos trigeminales; de hecho
cuando se ha descrito en la bibliografia la expresion de c-fos en el ntcleo paratrigeminal
dorsal, el estimulo nociceptivo se habia aplicado en territorios propios de la rama
mandibular del trigémino que proyectan a dicho nucleo (Carstens et al, 1995;

Hathaway et al., 1995; Allen et al., 1996). De todas formas, no todos los nticleos c-fos
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positivos pueden atribuirse a una activacion directa por fibras primarias trigeminales
procedentes de las vibrisas, y una prueba de ello es la expresion bilateral de c-fos
observada en nuestro estudio. Los nucleos positivos observados en el nucleo
contralateral paratrigeminal no pueden deberse a aferentes primarias de las vibrisas,
puesto que éstas exclusivamente se arborizan en los nucleos paratrigeminales
ipsilaterales. La activacion de los nucleos paratrigeminales contralaterales podria
deberse en todo caso a la existencia, como en la rata, de fibras comisurales (Jacquin et
al., 1990).

A diferencia de lo hallado en otras regiones del complejo nuclear sensitivo del
trigémino, como el nucleo caudal o el ntcleo oral, la expresion de c-fos que hemos
observado en el nucleo paratrigeminal presenta un caracter bilateral mas acusado,
aunque existe una preponderancia ipsilateral estadisticamente significativa (p=0,044).
Esta expresion bilateral con tendencia ipsilateral no ha sido observada de manera
consistente por los distintos investigadores. Mientras que unos confirman nuestras
observaciones (Sugimoto et al., 1998a; Byers et al., 2000), otros Unicamente admiten
que la expresion se halla limitada al nacleo paratrigeminal ipsilateral (Hathaway et al.,
1995; Allen et al., 1996; Chattipakorn et al., 1999).

Las distintas investigaciones que han estudiado la expresion de c-fos en el
nicleo paratrigeminal no abordan el andlisis de ésta desde un punto de vista
cuantitativo, por lo que no es posible establecer comparaciones con las observaciones de
nuestro estudio. En cualquier caso, cabe sefalar que tras la aplicacion de los distintos
irritantes quimicos, en el nlcleo paratrigeminal del cobaya y especialmente en el
ventral, se ha activado un numero considerable de neuronas (212-317 neuronas
ipsilaterales) que, atin cuando es claramente inferior al registrado en el nucleo caudal
(1240-4171 neuronas ipsilaterales), es muy similar al hallado en el ntcleo oral del
trigémino (183-349 neuronas ipsilaterales). Esta importante poblacion de neuronas
nociceptivas presentes en el nucleo paratrigeminal refuerza aiin mas la importancia de
este nlcleo en el procesamiento de la informacion dolorosa orofacial. De hecho,
recientes investigaciones han hallado que en este nucleo convergen aferentes
nociceptivas de tipo somatico (procedencia trigeminal) y de tipo visceral (procedencia
vago-glosofaringea) (Ma et al., 2007).

El tinico estudio que ha evaluado el efecto de fArmacos del sistema GABAg en la
expresion de c-fos en el tronco encefalico ha limitado su investigacion al complejo

nuclear sensitivo del trigémino (Takemura ef al., 2001). A diferencia de Takemura et al.
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(2001) y de lo observado por nosotros en otros nucleos del complejo nuclear sensitivo
del trigémino del cobaya, no hemos hallado diferencias significativas en el nivel de
expresion de c-fos en los nicleos paratrigeminales tras la administracion de fdrmacos
del sistema GABAg. Por un lado, la administracion previa de baclofeno no disminuyd el
numero de nucleos positivos, mientras que con el faclofeno no se observo un aumento
significativo. Estos datos resultan ser cuando menos sorprendentes y sugieren que las
neuronas paratrigeminales no pueden ser simplemente equiparadas a las neuronas de la
lamina I del nucleo caudal del trigémino y de Cl. De hecho, cabe mencionar la

convergencia en dichas neuronas de aferentes somadticas y viscerales (Ma et al., 2007).

5.3.4. Nucleo oral

La expresion de c-fos observada en la region ventral del nucleo oral del
trigémino del cobaya, después de la aplicacién de un irritante quimico en la region
subcutanea de las vibrisas, constituye el dato més relevante de nuestra Tesis Doctoral.
La activacion de neuronas del nucleo oral del trigémino del cobaya tras la aplicacion de
un estimulo nociceptivo en la region central de las vibrisas, corrobora la participacion
de los nucleos rostrales del complejo nuclear sensitivo del trigémino en el
procesamiento central de la informacidn nociceptiva orofacial. En los primeros estudios
inmunohistoquimicos de c-fos, después de aplicar diversos estimulos en la region
orofacial, los investigadores solo se centraron en analizar la expresion de c-fos en la
region caudal del complejo nuclear sensitivo del trigémino, es decir el nicleo caudal del
trigémino (Anton ef al., 1991; Segade et al., 1992; Lu et al., 1993; Strassman y Vos,
1993; Strassman et al., 1993; Bereiter et al., 1994, 1998; Coimbra y Coimbra, 1994;
Sugimoto et al., 1994, 1998a,b; Wang et al., 1994; Carstens et al., 1995; Hathaway et
al., 1995; Mineta et al., 1995; Vos y Strassman, 1995), la region de transicion entre el
nucleo caudal y el nucleo interpolar (Segade et al., 1992; Lu et al., 1993; Strassman y
Vos, 1993; Bereiter et al., 1994, 1998; Coimbra y Coimbra, 1994; Hathaway et al.,
1995; Bereiter y Bereiter, 1996; Meng y Bereiter, 1996; Bereiter, 1997) y, a lo sumo, la
mitad caudal del ntcleo interpolar (Anton et al., 1991; Segade et al., 1992). En estos
estudios y en otros muchos mas recientes (Iwata et al., 1998; Aihara et al., 1999;
Chattipakorn et al., 1999, 2002, 2005; Ro et al., 1999, 2003) sélo se hallo expresion de

c-fos en estas areas y no en las regiones mas rostrales del complejo nuclear sensitivo del
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trigémino. Ello sugeria dos posibilidades: a) que estos nticleos rostrales no participasen
en la codificacion central del dolor orofacial; b) que, aunque estas neuronas se activasen
por un estimulo externo nociceptivo, no expresasen c-fos. Estas dos hipotesis han
demostrado no ser ciertas, porque se han publicado estudios que han hallado expresion
de c-fos en la region dorsal del ntcleo oral del trigémino, después de aplicar estimulos
nocivos en regiones intraorales, normalmente la pulpa dentaria (Allen et al., 1996;
Oakden y Boissonade, 1998; Sugimoto et al., 1998a,b; Byers et al., 2000; Fujiyoshi et
al., 2000; He et al., 2000). Ademas, estimulaciones eléctricas de umbral alto en nervios
de la rama mandibular con campos periféricos intraorales (Allen et al., 1996; Sugimoto
et al., 1998a) y en el propio ganglio de Gasser (Takemura et al., 2000a,b, 2001) también
han revelado la presencia de nucleos c-fos positivos en la region dorsal del nucleo oral
del trigémino. Estos estudios inmunohistoquimicos de c-fos han confirmado lo que otras
investigaciones previas habian ya establecido, es decir, que dentro del complejo nuclear
sensitivo del trigémino, son los nicleos oral y caudal los que constituyen los dos centros
de segundo orden mas importantes en las vias del dolor orofacial. Esta hipotesis fue
avalada en los tultimos 30 afios por pruebas anatdémicas, inmunohistoquimicas y
neurofisioldgicas (véase el capitulo de la introduccion a la presente Tesis Doctoral,
paginas 39-45). Todos estos estudios, basicamente realizados en la rata, descartaron que
la region ventral del nticleo oral tenga una participacion en el dolor orofacial. Asi, por
ejemplo, la localizacion exclusiva en el nucleo oral dorsal del trigémino de CGRP y
sustancia P (Sugimoto et al., 1997a; 1998a) o la proyeccion de aferentes primarias
trigeeminales de fibras de C no peptidérgicas (IB4 positivas) solo hacia dicho nucleo
dorsal oral (Sugimoto et al., 1997b). Ademads, cuando se aplicé un estimulo dafiino en
regiones faciales cutdneas de este roedor, como la region central de las vibrisas, no se
hallé expresion de c-fos en region alguna del nucleo oral (Strassman y Vos, 1993;
Strassman et al., 1993; Sugimoto et al., 1994, 1998a; Mineta et al., 1995; Vos y
Strassman, 1995). Sin embargo, existen evidencias de que en otros mamiferos la region
ventral del nticleo oral del trigémino puede participar en la codificacion central del
dolor orofacial. Asi, la presencia en el gato de fibras y terminales de CGRP en esta
region ventral, (Henry et al., 1996), lo que también fue encontrado por nosotros en el
cobaya, aunque con una distribucion distinta.

A diferencia de los estudios donde se hizo una estimulacion nociceptiva intraoral
y en los que la expresion de c-fos fue hallada en la division dorsal del ntcleo oral (Allen

et al., 1996, Oakden y Boissonade, 1998; Sugimoto et al., 1998a,b; Byers et al., 2000;
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Fujiyoshi et al., 2000; He et al., 2000), nosotros hemos observado inmunorreactividad
de c-fos en la subdivision ventral del ntcleo oral, tras la estimulacion quimica dafiina en
la region de las vibrisas. La expresion de c-fos observada en el nucleo oral ventral del
cobaya, y mas concretamente en el margen ventrolateral, se solapa parcialmente con el
territorio donde hemos visto fibras con CGRP y sustancia P, y donde hemos hallado
areas de terminacion de fibras primarias trigeminales de las vibrisas marcadas con CTb-
HRP. Esto significa que no puede descartarse que algunas de estas neuronas, como
aquellas localizadas dentro del propio tracto espinal del trigémino a este nivel (ntcleo
paratrigeminal rostral), puedan ser activadas monosindpticamente por aferentes
primarias de las vibrisas. Por el contrario, las neuronas con inmunorreactividad de c-fos
halladas en el margen ventromedial del nlicleo oral ventral s6lo han podido ser
activadas polisinapticamente (presumiblemente por fibras ascendentes del nucleo
caudasl del trigémino), puesto que en este margen no se han hallado ni aferentes
trigeminales de las vibrisas ni expresion de CGRP.

Como ya hemos mencionado, las publicaciones mencionadas en los parrafos
anteriores practicamente estan circunscritas al nucleo dorsal oral del trigémino, pero
muchas de sus conclusiones muy bien podrian aplicarse a la division ventral del cobaya.
Por un lado, algunas investigaciones han demostrado que la sensibilizacion central de
las neuronas del nucleo oral del trigémino, frente a la aplicaciéon de estimulos
nociceptivos en la region orofacial, depende de la integridad funcional del ntcleo
caudal. Asi, microinyecciones de morfina en la sustancia gelatinosa del nucleo caudal
del trigémino inhiben las respuestas nociceptivas en el ntcleo oral (Dallel et al., 1998),
lo que también sucede con microinyecciones de cloruro de cobalto en dicho ntcleo
caudal del trigémino (Chiang et al, 2002); por el contrario, el bloqueo del nucleo
interpolar del trigémino con microinyecciones de cloruro de cobalto no produce
cambios en la respuesta nociceptiva del nucleo oral del trigémino (Chiang et al., 2002).
Parece ser que los receptores purinérgicos, en particular P2X(3) y P2X(2/3), presentes
en el nucleo caudal del trigémino, juegan un papel importante en la iniciacion y
mantenimiento de la sensibilizacion central de la neuronas nociceptivas del nucleo oral
del trigémino (Hu et al., 2002). Todo ello hace suponer que deberian existir conexiones
ascendentes desde el nticleo caudal hacia el nucleo oral, y, en efecto, estas conexiones
se han demostrado con neurotrazadores en el gato (lkeda er al., 1984; Nasution y
Shigenaga, 1987) y en la rata (Voisin ef al., 2002). Segun estas investigaciones, las

proyecciones ascendentes desde el nucleo caudal mantienen la misma organizacion
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somatotdpica dorsoventral que las aferentes primarias trigeminales que proyectan a los
nucleos caudal y oral. Es decir, las regiones dorsal, intermedia y ventral del ntcleo
caudal proyectan a las zonas dorsal, intermedia y ventral del nucleo oral,
respectivamente. Esto significa que las fibras ascendentes de la region caudal
dorsomedial, que son las que reciben aferentes primarias de las ramas mandibulares con
campos periféricos intraorales (Jacquin et al., 1983; Shigenaga et al., 1986a,c, 1989;
Takemura et al., 1987, 1991; Segade et al., 1990), conectarian con el nicleo oral dorsal,
mientras que las procedentes de la region media y ventral del nucleo caudal
establecerian conexiones con el ntcleo ventral, que es el que recibe aferentes primarias
maxilo-oftdmicas (Marfurt, 1981; Panneton y Burton, 1981; Jacquin y Rhoades, 1983;
Shigenaga et al., 1986b), estando entre estas ultimas las procedentes de la region
subcutanea de las vibrisas (Nomura et al., 1986). Esta misma distribucion somatotdpica
se conservaria en la expresion de c-fos en el nlcleo oral. Asi, la estimulacion
nociceptiva en territorios periféricos intraorales, dependientes principalmente de la rama
mandibular del trigémino, induciria expresion de c-fos en la region dorsomedial (Allen
et al., 1996, Oakden y Boissonade, 1998; Sugimoto et al., 1998a,b; Byers et al., 2000;
Fujiyoshi et al., 2000; He et al., 2000), mientras que la aplicacion de irritantes quimicos
en regiones faciales dependientes de las ramas maxilo-oftalmicas, como es el caso de
nuestra investigacion en la region de las vibrisas del cobaya, resultaria en
inmunorreactividad de c-fos en la region ventral de dicho nucleo oral del trigémino.

A la altura del nucleo oral del trigémino, el nimero total de neuronas que
expresaron c-fos tras la inyeccion de aceite de mostaza en la region de las vibrisas fue
una media de 877 neuronas, de las cuales 399 se situaron dentro del nucleo oral (349
ipsilaterales y 50 contralaterales); 494 en la formacion reticular ventral adyacente al
mismo (404 ipsilaterales y 90 contralaterales) y 74 en el nlcleo paratrigeminal rostral
(61 ipsilaterales y 13 contralaterales). Como se desprende de los datos anteriores la
expresion de c-fos a nivel del nicleo oral del trigémino es marcadamente ipsilateral,
pero existe un pequeiio porcentaje de nicleos c-fos positivos en las regiones homologas
del lado contralateral. Esta activacion contralateral muy probablemente seria de tipo
polisinaptico por medio de vias trigémino-reticulares y trigémino-trigeminales (Zerari-
Mailly et al., 2001). Las neuronas c-fos positivas registradas en el nucleo oral
constituyen una poblacion importante de las neuronas nociceptivas presentes en el
complejo nuclear sensitivo del trigémino y regiones adyacentes. Concretamente, el

numero de neuronas con expresion de c-fos observadas en el nticleo oral del cobaya tras
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la estimulacion con aceite de mostaza en la region de las vibrisas es aproximadamente
un 7,5% del niimero de neuronas activadas en el nucleo caudal. Esta proporcion es
inferior a la observada en otros estudios en los que se han hecho otro tipo de
estimulaciones nociceptivas. Asi por ejemplo, tras la estimulacion eléctrica del ganglio
trigeminal la proporcion fue del 12% (Takemura et al., 2000a), después de la
estimulacion quimica pulpar fue del 15% (Allen et al., 1996) y tras la estimulacion
eléctrica pulpar el porcentaje fue del 32-36% (Allen et al., 1996; Oakden y Boissonade,
1998). A pesar de que la proporcion en el cobaya es menor, el nimero total de neuronas
activadas en el nucleo oral fue mayor que en el resto de los estudios (ejemplo: 270
neuronas (Takemura ef al., 2000a); 133-153 neuronas (Allen et al., 1996); 240 neuronas
(Oakden y Boissonade, 1998), frente a una media de 349 neuronas observadas por
nosotros).

En las investigaciones en las que se ha estudiado la expresion de c-fos en ningiin
caso se ha analizado la distribucion rostrocaudal dentro del ntcleo oral. En nuestro
estudio hemos observado que en dicho nicleo asi como en las estructuras circundantes
(ntcleo paratrigeminal rostral y formacion reticular), las neuronas c-fos positivas
tienden a concentrarse en el tercio caudal de los mismos, de manera similar a lo que
ocurre en el caso del nucleo interpolar (Segade ef al., 1992; Lu et al., 1993; Strassman y
Vos, 1993; Bereiter et al., 1994, 1998; Coimbra y Coimbra, 1994; Hathaway et al.,
1995; Bereiter y Bereiter, 1996; Meng y Bereiter, 1996; Bereiter, 1997; Chattipakorn et
al., 1999, 2002, 2005).

En nuestra investigacion hemos observado que de los tres irritantes quimicos
empleados, el aceite de mostaza fue el que activd el mayor nimero de neuronas en el
nucleo oral, en la formacion reticular adyacente y en el nlicleo paratrigeminal rostral.
Sin embargo, las diferencias sélo fueron significativas entre el aceite de mostaza y la
capsaicina en el ntcleo oral dorsal (p=0,042) y entre el aceite de mostaza y la formalina
en la formacion reticular (p=0,043) y en el nlcleo paratrigeminal rostral (p=0,025). En
el estudio realizado en pulpas de gato, Iwata et al. (1998) hallaron también que el mayor
nimero de nucleos marcados en el complejo nuclear sensitivo del trigémino fue con
aceite de mostaza, sin embargo Allen et al. (1996) observaron estadisticamente mas
neuronas c-fos positivas en el nicleo oral después de una estimulacion eléctrica pulpar
que tras una estimulacion quimica con capsaicina. Asi pues, como en el caso del nucleo
caudal, el aceite de mostaza se ha mostrado mas efectivo que la capsaicina y la

formalina para inducir expresion de c-fos en el complejo nuclear sensitivo del
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trigémino. Ello es de importancia, dado que la capsaicina (Pelissier et al., 2002) y la
formalina (Raboisson y Dallel, 2004) se emplean en test especificos para el estudio del
dolor y convendria saber si seria mas util sustituirlos por otra sustancia de resultados
mas constantes y de mayor amplitud, como lo es el aceite de mostaza

Cuando se estudio el efecto de los farmacos del sistema GABAg, hemos hallado
en el cobaya que el agonista del sistema GABAp, el baclofeno, inhibe
significativamente la inmunorreactividad de c-fos en el nucleo oral y en la formacién
reticular adyacente. Este efecto inhibidor del baclofeno ya fue descrito por Takemura et
al. (2000a) en el nucleo oral de la rata, pero su efecto s6lo se observé en la division
dorsomedial del nucleo, mientras que en nuestra investigacion el efecto es registrado en
las dos divisiones del nucleo oral, tanto en el dorsal como en el ventral. Es de resaltar
que la disminucion de c-fos detectada en el nucleo oral ventral del cobaya no fue
homogénea, puesto que desaparecid6 por completo en el margen ventromedial,
disminuyo en los margenes ventral y lateral, y se mantuvo en la region paratrigeminal
rostral. Esto supone que la modulacion del sistema GABAérgico B en el nucleo oral
ventral no se hace de modo indiscrimado y preferentemente afecta mas a las regiones
mediales que a las laterales. Por otra parte, tras la administracion intraperitoneal de
faclofeno, nosotros no hemos registrado cambios significativos en la expresion de c-fos
en el nucleo oral ni en la formacion reticular adyacemte con respecto a la estimulacion
con aceite de mostaza. Estas observaciones difieren de los resultados obtenidos por
Takemura et al. (2000a). quienes tras aplicar un estimulo eléctrico de alta intensidad en
el ganglio trigeminal, previo tratamiento sistémico con faclofeno, observaron un
aumento significativo de la inmunorreactividad de c-fos en el nucleo oral dorsomedial.
En base a los resultados de nuestro estudio podemos concluir que el nucleo oral y la
formacion reticular adyacente estan reguladas, de algin modo, por aferentes
GABA¢érgicas, tal y como se comprueba por la inhibicion de la expresion de c-fos
registrada en ambas estructuras tras la administracion de baclofeno. Por el contrario, el
nucleo paratrigeminal rostral del cobaya no parece estar sometido a un control
GABA¢érgico, ni excitatorio ni inhibitorio, dado que no hemos hallado diferencias
significativas cuando se administraron sistémicamente el baclofeno o el faclofeno en
comparacion a cuando so6lo se hizo la estimulacion con el aceite de mostaza.

En nuestro estudio en el cobaya queda demostrada, como en la rata, la
participacion de los dos nucleos del trigémino, caudal y oral, en la codificacion central

del dolor orofacial, pero cabe preguntarnos qué papel juega cada uno de ellos. Los
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estudios mas recientes, todos ellos realizados en la rata, indican que ejercen un papel
distinto. Por ejemplo, se ha observado una distinta expresion temporal de c-fos entre el
nucleo caudal y el oral cuando se mueven experimentalmente los dientes (Fujiyoshi et
al., 2000): mientras que en el caudal la expresion es maxima a las 2 horas, en el oral no
se detecta hasta las 12 horas y se incrementa paulatinamente hasta las 72 horas. Por otro
lado, las investigaciones anatdmicas mas recientes realizadas en la rata confirman que
tanto el nacleo caudal como el ntcleo oral proyectan al complejo posteroventromedial
del talamo y al ntcleo posterior talamico (De Chazeron et al., 2004; Guy et al., 2005),
centros somatosensoriales implicados en la codificacion a este nivel del dolor. Estudios
fisiologicos aplicando aceite de mostaza en la pulpa de molares de rata, han sido
capaces de registrar neuronas nociceptivas en las regiones contralaterales talamicas
mencionadas anteriormente, es decir, los nucleos posteroventromedial y posterior
talamicos (Zhang et al., 2006), pero también han demostrado que la sensibilizacion
nociceptiva de estas neuronas taldmicas depende de la integridad funcional del ntcleo

caudal del trigémino y no del nucleo oral (Park et al., 2006).

5.3.5. Niucleo principal

En nuestra investigacion con aceite de mostaza hemos hallado una leve
expresion de c-fos ipsilateralmente en el nucleo principal del trigémino y region
intertrigeminal adyacente del cobaya. Dicha expresion de c-fos también se hallé con los
experimentos en que se hizo un tratamiento previo con faclofeno, encontrandose que el
nimero de nucleos marcados no vari6 significativamente. Estos resultados senalan que
el nucleo principal del trigémino participa, aunque minimamente, en la codificacion de
informacion nociceptiva facial. En la literatura consultada, la gran mayoria de estudios
electrofisiologicos no han sido capaces de hallar registros positivos en el nucleo
principal, frente a estimulos nociceptivos orofaciales cutaneos (ej. Azerad et al., 1982),
con excepcion de Jacquin er al. (1988b), que caracterizaron algunas neuronas
nociceptivas en la region ventral del nucleo principal del trigémino. Igualmente, algunos
estudios inmunohistoquimicos, como son los encaminados a analizar la expresion de
CGRP, sugieren una posible participacion del nucleo principal del trigémino en los
procesos nociceptivos orofaciales (Batten et al., 1988; Tashiro et al., 1991; Bennett-

Clarke y Chiaia, 1992; Henry et al., 1996; Sugimoto et al., 1997a). Sin embargo, esta
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participacion estaria limitada al nucleo principal dorsal donde terminan aferentes
primarias pulpares (Westrum et al., 1980, 1981; Arvidsson y Gobel, 1981; Marfurt y
Turner, 1984; Ishidori ef al., 1986; Shigenaga et al., 1986¢, 1989). De hecho, Takemura
et al. (2000a) después de una estimulacion eléctrica de umbral alto en el ganglio de
Gasser hallaron una leve expresion de c-fos en la division dorsal del nucleo principal, de
la misma forma que Sessle y Greenwood (1976) registraron actividad neuronal en el
nucleo principal dorsal tras estimulaciones eléctricas pulpares. A modo de resumen de
lo comentado anteriormente, se entrevé que si el nucleo principal participara en la
transmision de la informacion nociceptiva lo haria de aquella procedente de las
estructuras intraorales, puesto que hasta el momento y a excepcion del estudio de
Jacquin et al. (1988b), la implicacion de este nucleo en la transmision de impulsos
dolorosos desde estructuras extraorales ha sido desestimada.

La region del ntcleo principal del cobaya donde hemos observado expresion de
c-fos no se corresponde con el territorio donde hemos hallado aferentes primarias de las
vibrisas marcadas con los conjugados CTB-HRP o IB4-HRP, por lo que podemos
afirmar que las neuronas c-fos positivas del ntcleo principal del cobaya no han sido
activadas por fibras aferentes primarias. La inmunorreactividad de c-fos que hemos
registrado en el nucleo principal probablemente pueda ser atribuible a conexiones
intranucleares ascendentes, principalmente procedentes del nucleo caudal del trigémino
(Ikeda et al., 1984; Nasution y Shigenaga, 1987). Estas conexiones intranucleares,
suponemos que estan moduladas por el sistema GABAg, puesto que cuando hicimos
una estimulacién periférica después de administrar un tratamiento sistémico con

baclofeno, la expresion de c-fos del nucleo principal desaparecio.

5.3.6. Complejo nuclear parabraquial

Expresion de c-fos en el complejo parabraquial se ha observado bilateralmente
en todos los cobayas estudiados en la presente Tesis Doctoral, incluso en aquellos que
nos han servido de control, como son los pertenecientes al grupo en el que sélo se aplicd
la anestesia o al grupo en el que se inyectd el aceite mineral (su nimero oscil6é entre
152-222 ntcleos en cada complejo parabraquial). Cuando se inyect6 aceite de mostaza
en la region subcutdnea de las vibrisas, el nimero de neuronas marcadas aumento

significativamente en ambos complejos parabraquiales (ipsilateralmente, n = 1199 +
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315; contralateralmente, n = 965 + 193). Esta expresion de c-fos en el complejo
parabraquial del cobaya también se ha demostrado en la rata cuando se aplicaron
estimulos periféricos nocivos en diversas regiones del cuerpo, tales como el cuello
(Hermanson y Blomqvist, 1996), la cola (Hermanson y Blomgqvist, 1996) y
extremidades posteriores (Hermanson y Blomqvist, 1996; Bester et al., 1997). Estas
experiencias ayudaron a confirmar la existencia de una via espino-parabraquial
implicada en los procesos nociceptivos, tal como habia sido sugerida por estudios
electrofisiologicos (Bernard y Besson, 1990) y por estudios anatomicos con
neurotrazadores (Bernard ef al., 1995). La inmunohistoquimica con c-fos también
fue capaz de mostrar la activacion polisindptica de las neuronas parabraquiales de
la rata después de la aplicacion de un estimulo periférico nociceptivo en la region
orofacial (Dutschmamn y Herbert, 1997; Hermanson y Blomqvist, 1997;
Yamashiro et al., 1997), o después de estimular eléctricamente de modo directo
el ganglio de Gasser (Takemura et al., 2000a), reforzando todo ello las evidencias
anteriores basadas en estudios electrofisiologicos (Hayashi y Tabata, 1989Db,
1990; Bernard y Besson, 1990). La codificacion del dolor orofacial en el
complejo parabraquial implica la existencia de conexiones trigémino-
parabraquiales, que hoy son bien conocidas gracias a las investigaciones llevadas
a cabo con diversos neurotrazadores (Panneton ef al., 1994; Slugg y Light, 1994;
Wang et al., 1994; Feil y Herbert, 1995; Allen et al., 1996; Yoshida et al., 1997,
Dallel et al., 2004). Gracias a estos estudios, sabemos que las conexiones trigémino-
parabraquiales proceden tanto del nucleo caudal del trigémino (Panneton et al., 1994;
Slugg y Light, 1994; Wang et al., 1994; Feil y Herbert, 1995; Allen et al., 1996)
como de los nucleos interpolar (Yoshida et al., 1997), oral (Yoshida et al., 1997; Dallel
et al., 2004) y principal (Yoshida et al., 1997). Aunque las proyecciones de los nucleos
rostrales son fundamentalmente ipsilaterales, las que se originan en el nucleo caudal del
trigémino son bilaterales, y ello explica porqué la expresion de c-fos hallada en el
complejo parabraquial del cobaya es bilateral. Analizando la literatura, el carécter
bilateral de la representacion nociceptiva orofacial en el complejo parabraquial varia de
una experiencias a otras; asi, cuando se aplicod un estimulo nocivo al labio inferior
(Hermanson y Blomgqvist, 1997), a la mucosa nasal y al nervio etmoidal
(Dutschmamn y Herbert, 1997), se hall6 una preponderancia de nucleos c-fos
positivos en el complejo parabraquial ipsilateral; en cambio, cuando se analiz6 la

expresion de c-fos en areas parabraquiales después de movimientos ortodoncicos
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de los dientes se observo que no habia diferencia significativa entre ambos lados
(Yamashiro et al., 1997). En nuestro estudio en el cobaya, no se han hallado en
ninguno de los grupos investigados (animales control, grupos del aceite de
mostaza, del faclofeno y del baclofeno) diferencias estadisticamente
significativas entre el nimero de neuronas parabraquiales de un lado y otro.

Cuando hemos analizado la localizacion de los ntlcleos c-fos positivos en
las distintas agrupaciones nucleares del complejo parabraquial del cobaya, se ha
comprobado que la mayor parte de ellos se hallan en los subnucleos que
conforman la agrupacion lateral, lo que también se ha hallado en otras
experiencias en las que se aplico un estimulo dafiino en el area orofacial
(Dutschmamn y Herbert, 1997; Hermanson y Blomqvist, 1997).

Cuando se ha analizado el grupo de experimentacion del faclofeno, se ha
comprobado una vez mas que el nimero de neuronas activadas en cada complejo
parabraquial es muy similar al obtenido con el grupo del aceite de mostaza. Este
dato avala una vez mas que en el cobaya este antagonista del GABAg no produce
los mismos efectos que en la rata (Takemura et al., 2001). Esto es logico, puesto
que la activacion de neuronas parabraquiales se produce en parte por neuronas
trigeminales localizadas en el ntcleo caudal del trigémino y en el asta dorsal de
Cl, y ya hemos mencionado que a este nivel no se produce un aumento
significativo de nucleos c-fos positivos. Por el contrario y en la misma linea que
lo mencionado en capitulos anteriores, el baclofeno produce una disminucion
significativa en ambos nucleos, efecto l6gico producido por la disminucion de la
expresion de c-fos en las regiones trigeminales que proyectan a este nivel

pontino.

5.3.7. Formacion reticular adyacente al complejo nuclear sensitivo

Después de aplicar un irritante quimico en la region de las vibrisas, hemos
observado expresion de c-fos en la formacion reticular adyacente al complejo nuclear
sensitivo del trigémino del cobaya, especialmente en la region ventral, desde la region
rostral del nucleo oral hasta el comienzo del ntcleo caudal del trigémino, donde enlaza
con la lamina V. La inmunorreactividad de c-fos en la formacion reticular ha sido

previamente descrita en la rata (Lu et al., 1993; Strassman y Vos, 1993; Strassman et
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al., 1993; Sugimoto et al., 1994; Carstens et al., 1995; Hathaway et al., 1995; Mineta et
al., 1995; Meng y Bereiter, 1996; Dutschmann y Herbert, 1997). Sin embargo, a
excepcion del estudio de Carstens et al. (1995) en ninglin caso se habla de expresion de
c-fos rostralmente a la mitad caudal del ntcleo interpolar.

La distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas fue irregular,
adoptando un perfil similar al sefialado en relacion a los ntcleos paratrigeminales. La
expresion de c-fos tendid a localizarse en el polo caudal del nucleo oral y en el polo
caudal del nucleo interpolar. Esta expresion de c-fos en el nucleo interpolar se
corresponde con la inmunorreactividad de c-fos que la mayoria de los autores refieren a
la altura del area postrema en la region de transicion del nucleo interpolar con el nucleo
caudal (Lu et al., 1993; Strassman y Vos, 1993; Hathaway et al., 1995; Meng y
Bereiter, 1996; Dutschmann y Herbert, 1997).

La distribucion de la expresion de c-fos en la formacion reticular ventral
adyacente al complejo nuclear sensitivo del trigémino del cobaya hemos visto que, a
nivel del polo caudal del nucleo oral y de gran parte del interpolar, se solapd con el
territorio de terminacion de fibras CGRP positivas. Esta proyeccion de fibras con
inmunorreactividad para este péptido nociceptivo es compatible con estudios realizados
en ratas (Villanueva et al., 1988, 1989), gatos (Kruger y Michel, 1962b; Nishikawa y
Yokota, 1985; Yokota et al., 1991) y monos (Nord y Ross, 1973; Price et al., 1976), que
sefialan la presencia de neuronas nociceptivas en la formacion reticular medular. No
obstante, tenemos que precisar que ni con IB4-HRP ni con CTb-HRP hemos hallado en
este area reticular terminales de las aferentes primarias procedentes de las vibrisas, por
lo que la expresion de c-fos observada en la formacion reticular ventral se debe
indudablemente a una activacion polisindptica a través de conexiones trigémino-
reticulares, las cuales se han descrito en la rata (Esser et al., 1998; Zerari-Mailly et al.,
2001).

Las neuronas c-fos positivas se distribuyeron bilateralmente, registrandose un
significativo predominio ipsilateral a partir de la formacion reticular adyacente al ntcleo
interpolar del trigémino. Esta misma preponderancia ipsilateral unicamente ha sido
sefialada por Mineta ef al. (1995). Las restantes investigaciones por el contrario
sostienen un modelo de expresion de c-fos bilateral (Lu et al., 1993; Strassman y Vos,
1993; Sugimoto et al., 1994; Carstens et al., 1995; Hathaway et al., 1995; Dutschmann
y Herbert, 1997). La expresion bilateral referida por estos autores en algiin caso podria

tener su explicacion en que se hubiese producido una irradiacion del estimulo al lado
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contralateral. Asi por ejemplo, Carstens ef al. (1995) estimuldé quimicamente la lengua,
observando gran expresion bilateral cuando la sustancia irritante fue aplicada en la
superficie dorsal lingual, diminuyendo el componente contralateral cuando Ia
estimulacion la efectu¢ en el borde lateral de la misma. A nivel de la unién entre el
nucleo interpolar con el ntcleo caudal del trigémino, podria pensarse que la expresion
de c-fos contralateral en la formacion reticular ventral se debiera a la existencia de
proyecciones primarias contralaterales (Jacquin et al., 1990; Marfurt y Rajchert, 1991).
Sin embargo, esto no es la explicacion posible en nuestra investigacion en el cobaya,
porque la distribucion central de las aferentes primarias de las vibrisas obtenida con
neurotrazadores es estrictamente ipsilateral, por lo que parece mas logico suponer que
esta expresion de c-fos contralateral se debe a una activacion polisindptica a través de
fibras trigémino-reticulares cruzadas (Zerari-Mailly et al., 2001).

La expresion de c-fos inducida en la formacion reticular ventral del cobaya fue
significativamente inhibida por el pretratamiento con baclofeno. Por el contrario, y de la
misma forma que se comentd en relacion con los nucleos oral y caudal, el nivel de
inmunorreactividad de c-fos en este territorio nervioso no se vio modificado tras la
administracion sistémica de faclofeno. El estudio de Takemura et al. (2001), que
investigd los efectos de farmacos del sistema GABAg en la expresion de c-fos en el
complejo nuclear sensitivo del trigémino, no tuvo en consideracion la formacion
reticular adyacente al mismo. En resumen, se repiten los efectos que ya hemos detallado
sobre la accion de estos farmacos en la expresion de c-fos en algunos nucleos del

complejo nuclear sensitivo del trigémino.
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Se ha investigado en el cobaya la expresion del protooncogén c-fos en el
complejo nuclear sensitivo del trigémino y en aquellas estructuras del bulbo raquideo
relacionadas con las vias centrales del dolor cutaneo facial. Para ello, se inyectaron tres
irritantes quimicos (formalina, capsaicina y aceite de mostaza) en la region central
subcutanea de las vibrisas del lado izquierdo. También se analiz6 la posible modulacion
del sistema GABAg sobre esta expresion de c-fos, mediante la inyeccion sistémica de
un agonista (baclofeno) y de un antagonista (faclofeno). Para un mejor andlisis de la via
dolorosa de las vibrisas, se investig6 la expresion central de dos neuropéptidos presentes
en fibras nociceptivas (CGRP y sustancia P), y la representacion central de las aferentes
primarias de las vibrisas mediante tres neurotrazadores: toxina del colera B conjugada
con la peroxidasa de rdbano (CTb-HRP), aglutinina de trigo conjugada con HRP
(WGA-HRP) e isolectina B4 de Bandeiraea simplicifolia conjugada con HRP (IB4-
HRP). Como resultado de la investigacion estas son las principales conclusiones.

1.- La aplicacion de las tres sustancias en la region de las vibrisas produjo
expresion de c-fos en el ntcleo caudal del trigémino y asta dorsal del primer segmento
cervical (C1), en los nucleos paratrigeminales dorsal y ventral, y en las subdivisiones
rostrales del complejo nuclear sensitivo del trigémino: ntcleos interpolar, oral y
principal (en este caso s6lo con aceite de mostaza). Ademas, estas sustancias produjeron
expresion de c-fos bilateralmente en el complejo parabraquial pontino y en la formacién
reticular adyacente al lado medial del complejo nuclear sensitivo del trigémino. Antes
de nuestro estudio, la expresion de c-fos en el complejo nuclear sensitivo del trigémino
frente a un estimulo nocivo facial cutdneo no se habia observado ni en el nucleo
principal, ni en el oral ni en la region rostral del ntcleo interpolar del trigémino.

2.- El aceite de mostaza en general activd un mayor nimero de neuronas en el
complejo nuclear sensitivo del trigémino y estructuras relacionadas que los otros dos
irritantes; sin embargo, las diferencias no siempre fueron significativas.

3.- En el nucleo principal, la inmunorreactividad de c-fos se localizé en la zona
ventromedial. En el nucleo oral del trigémino se localizd en la subdivision ventral,
principalmente en sus margenes medial, ventral y lateral; ademas, se observaron nucleos
c-fos positivos dentro del tracto sensitivo, formando lo que nosotros hemos denominado
en conjunto nucleo paratrigeminal rostral. En el nucleo interpolar la expresion de c-fos
ha quedado préacticamente confinada a su borde ventromedial, mientras que en el nticleo
caudal del trigémino y en C1 los nucleos c-fos positivos se hallaron principalmente en

las laminas I-Ilo, y en menor porcentaje en las laminas Il y V.
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4.- A excepcion de los nucleos paratrigeminales ventral y rostral, en los que la
expresion de c-fos fue bilateral sin predominancia, y del nucleo principal, en que fue
estrictamente ipsilateral, en las demds subdivisiones del complejo nuclear sensitivo del
trigémino la expresion de c-fos ha sido bilateral con una marcada predominancia
ipsilateral.

5.- La representacion rostrocaudal de la expresion de c-fos tampoco fue
homogénea. En los nucleos oral e interpolar, la gran mayoria de ntcleos c-fos positivos
se hallaron en el tercio caudal de los mismos. Andlogamente, la expresion de c-fos en la
formacion reticular ventral adyacente siguid el mismo patron de distribucion que los
nlcleos mencionados, es decir, presentd unos picos de maxima expresion a nivel del
tercio caudal de los nticleos oral e interpolar del trigémino.

6.- A pesar de que la expresion de c-fos se halld en las cuatro divisiones del
complejo nuclear sensitivo del trigémino, el ntiimero de neuronas c-fos positivas
halladas en los nucleos rostrales de dicho complejo s6lo sumaron un 30% del niimero
total de neuronas con inmunorreactividad de c-fos registradas en el nucleo caudal del
trigémino. Ello demuestra que el ntcleo caudal del trigémino es el principal centro de
segundo orden en la codificacion del dolor cutaneo facial.

7.- La aplicacion sistémica previa de faclofeno no produjo, en general, un
incremento significativo de nucleos c-fos positivos tanto en el complejo nuclear
sensitivo del trigémino y estructuras adyacentes como en el complejo parabraquial
pontino, lo que contrasta con experiencias realizadas en la rata en las que se habia
apreciado un aumento notable de c-fos tras una estimulacion eléctrica de umbral alto.

8.- La aplicacion sistémica previa de baclofeno produjo una disminucion
significativa de la expresion de c-fos en el complejo nuclear sensitivo del trigémino,
excepcion hecha de los nucleos paratrigeminales, en la formacion reticular adyacente y
en el complejo parabraquial. También es de destacar que en el nucleo oral ventral se
abolié por completo la inmunorreactividad de c-fos en el borde medial, quedando los
pocos nucleos c-fos positivos relegados a los bordes lateral y ventral.

9.- La expresion de c-fos en el bulbo raquideo del cobaya después de una
estimulacion quimica nociva cutanea facial presenta apreciables diferencias con los
estudios previos realizados en la rata. Este hecho, sumado a otras caracteristicas del
cobaya que lo acercan mas a los primates, supone que frente a la rata y otros roedores de
laboratorio el cobaya puede ser usado como un modelo animal mas adecuado para el

estudio experimental del dolor orofacial.
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N° NEURONAS

NIVEL

\lAceite de mostaza O Aceite de mostaza + faclofeno B Aceite de mostaza + baclofeno E Aceite mineral B Anestesia \

Hist. 1. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en el niicleo oral ventral ipsilateral.

N° NEURONAS

NIVEL

‘lAceite de mostaza O Aceite de mostaza + faclofeno M Aceite de mostaza + baclofeno E Aceite mineral B Anestesia ‘

Hist. 2. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en el nicleo oral dorsal ipsilateral.
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Hist. 3. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en la formacion reticular ventral
adyacente al niicleo oral ipsilateral.
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Hist. 4. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en el nicleo oral ventral ipsilateral.
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N° NEURONAS

NIVEL

\lAceite de mostaza O Capsaicina B Formalina @ Solucién salina B Anestesia \

Hist. 5. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en el nicleo oral dorsal ipsilateral.

N° NEURONAS

NIVEL

‘lAceite de mostaza O Capsaicina B Formalina B Solucion salina B Anestesia ‘

Hist. 6. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en la formacion reticular ventral
adyacente al nucleo oral ipsilateral.
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N° NEURONAS

NIVEL

\lAceite de mostaza O Aceite de mostaza + faclofeno B Aceite de mostaza + baclofeno E Aceite mineral B Anestesia \

Hist. 7. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en el nicleo interpolar ventral
ipsilateral.

N° NEURONAS

NIVEL

‘IAceite de mostaza [0 Aceite de mostaza + faclofeno M Aceite de mostaza + baclofeno E Aceite mineral Bl Anestesia ‘

Hist. 8. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en el nicleo interpolar dorsal
ipsilateral.
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Hist. 9. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas de la formacion reticular ventral
adyacente al niicleo interpolar ipsilateral.
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Hist. 10. Distribuciéon rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en el niicleo interpolar ventral
ipsilateral.
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Hist. 11. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en el nicleo interpolar dorsal
ipsilateral.

180

160

140—

120

100

80—

N° NEURONAS

60—

40

20—

NIVEL

‘lAceite de mostaza O Capsaicina B Formalina E Solucién salina B Anestesia ‘

Hist. 12. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en la formacion reticular ventral
adyacente al nucleo interpolar ipsilateral.
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Hist. 13. Numero de neuronas c-fos positivas en el niicleo caudal y primer segmento cervical
ipsilaterales.
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Hist. 14. Numero de neuronas c-fos positivas en el niicleo caudal y primer segmento cervical
ipsilaterales.
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N° NEURONAS

NIVEL

\lAceite de mostaza O Aceite de mostaza + faclofeno B Aceite de mostaza + baclofeno E Aceite mineral B Anestesia \

Hist. 15. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en el nicleo paratrigeminal rostral
ipsilateral.

N° NEURONAS
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‘IAceite de mostaza [0 Aceite de mostaza + faclofeno M Aceite de mostaza + baclofeno E Aceite mineral Bl Anestesia ‘

Hist. 16. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en el nicleo paratrigeminal ventral
ipsilateral.
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N° NEURONAS

NIVEL

\lAceite de mostaza O Aceite de mostaza + faclofeno B Aceite de mostaza + baclofeno E Aceite mineral B Anestesia \

Hist. 17. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en el niicleo paratrigeminal dorsal
ipsilateral.

N° NEURONAS

NIVEL

‘IAceite de mostaza O Capsaicina B Formalina E Solucién salina B Anestesia ‘

Hist. 18. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en el niicleo paratrigeminal rostral
ipsilateral.
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N° NEURONAS

NIVEL

\lAceite de mostaza O Capsaicina B Formalina @ Solucién salina B Anestesia \

Hist. 19. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en el niicleo paratrigeminal ventral
ipsilateral.
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NIVEL

‘IAceite de mostaza O Capsaicina B Formalina E Solucién salina B Anestesia ‘

Hist. 20. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en el nticleo paratrigeminal dorsal
ipsilateral.
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\lAceite de mostaza O Aceite de mostaza + faclofeno B Aceite de mostaza + baclofeno E Aceite mineral B Anestesia \

Hist. 21. Nimero de neuronas c-fos positivas en el complejo parabraquial ipsilateral.

N° NEURONAS

NIVEL

‘lAceite de mostaza O Aceite de mostaza + faclofeno M Aceite de mostaza + baclofeno E Aceite mineral B Anestesia ‘

Hist. 22. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en el niicleo oral ventral
contralateral.
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\lAceite de mostaza O Aceite de mostaza + faclofeno B Aceite de mostaza + baclofeno E Aceite mineral B Anestesia \

Hist. 23. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en el niicleo oral dorsal contralateral.

N° NEURONAS

NIVEL

‘lAceite de mostaza O Aceite de mostaza + faclofeno M Aceite de mostaza + baclofeno E Aceite mineral B Anestesia ‘

Hist. 24. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en la formacién reticular ventral
adyacente al nicleo oral contralateral.
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N° NEURONAS

NIVEL

\lAceite de mostaza O Aceite de mostaza + faclofeno B Aceite de mostaza + baclofeno E Aceite mineral B Anestesia \

Hist. 25. Distribuciéon rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en el niicleo interpolar ventral
contralateral.

N° NEURONAS

NIVEL

‘IAceite de mostaza [0 Aceite de mostaza + faclofeno M Aceite de mostaza + baclofeno E Aceite mineral Bl Anestesia ‘

Hist. 26. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en el nicleo interpolar dorsal
contralateral.
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N° NEURONAS

NIVEL

\lAceite de mostaza O Aceite de mostaza + faclofeno B Aceite de mostaza + baclofeno E Aceite mineral B Anestesia \

Hist. 27. Distribuciéon rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en la formacién reticular ventral
adyacente al nucleo interpolar contralateral.

N° NEURONAS

Laminas I/lI Lamina lll Lamina IV LaminaV

‘IAceite mostaza [ Aceite mostaza+faclofeno M Aceite mostaza+baclofeno E Aceite mineral Bl Anestesia ‘

Hist. 28. Numero de neuronas c-fos positivas en el niicleo caudal y primer segmento cervical
contralaterales.
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N° NEURONAS

NIVEL

\lAceite de mostaza O Aceite de mostaza + faclofeno B Aceite de mostaza + baclofeno E Aceite mineral B Anestesia \

Hist. 29. Distribucién rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en el nicleo paratrigeminal rostral
contralateral.

N° NEURONAS

NIVEL

‘IAceite de mostaza [0 Aceite de mostaza + faclofeno M Aceite de mostaza + baclofeno E Aceite mineral Bl Anestesia ‘

Hist. 30. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en el nicleo paratrigeminal ventral
contralateral.
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N° NEURONAS

NIVEL

\lAceite de mostaza O Aceite de mostaza + faclofeno B Aceite de mostaza + baclofeno E Aceite mineral B Anestesia \

Hist. 31. Distribucion rostrocaudal de las neuronas c-fos positivas en el niicleo paratrigeminal dorsal
contralateral.

N° NEURONAS

Nucleo parabraquial lateral Nucleo de Kélliker-Fuse Nucleo parabraquial medial

‘IAceite de mostaza [0 Aceite de mostaza + faclofeno M Aceite de mostaza + baclofeno E Aceite mineral Bl Anestesia ‘

Hist. 32. Nimero de neuronas c-fos positivas en el complejo parabraquial contralateral.









Iconografia

ABREVIATURAS

ap - Area postrema

bc - Brachium conjuntivum

cc - Canal central

ctz - Cuerpo trapezoide

flm - Fasciculo longitudinal medial

frv - Formacion reticular ventral

fsol - Fasciculo solitario

I-1I - Laminas I y II del nticleo caudal del trigémino o médula espinal
I-ITo - Laminas I y Ilo del nucleo caudal del trigémino o médula espinal
II - Lamina II del nticleo caudal del trigémino o médula espinal
ITi - Lamina IIi del nucleo caudal del trigémino o médula espinal
III - Lamina III del ntcleo caudal del trigémino o médula espinal
IV - Lamina IV del nticleo caudal del trigémino o médula espinal
na - Nucleo ambiguo

ncd - Nucleo coclear dorsal

nph - Nucleo prepositus del hipogloso

nrl - Ntcleo reticular lateral

nsol - Nucleo del fasciculo solitario

nVI - Nucleo abducens

nvl - Nucleo vestibular lateral

nvm - Nucleo vestibular medial

nXII - Nucleo motor del hipogloso

oli - Oliva inferior

ols - Oliva superior

pble - Nucleo parabraquial lateral externo

pbme - Nucleo parabraquial medial externo

pci - Peduinculo cerebeloso inferior

pcm - Pedinculo cerebeloso medio

pi - Piramide

pVd - Nucleo paratrigeminal dorsal

pVv - Nucleo paratrigeminal ventral

raVII - Raiz del nervio facial

rd - Raices dorsales de C1

rVII - Rodilla del nervio facial

V - Lamina V del nticleo caudal del trigémino o médula espinal
Vi - Nucleo interpolar del trigémino

Vid - Nucleo interpolar dorsal

VIImot - Nucleo motor del facial

Viv - Nucleo interpolar ventral

Vmot - Nucleo motor del trigémino

Vmr - Raices motoras del trigémino

Vod - Nucleo oral dorsal

Vov - Nucleo oral ventral

Vpd - Nucleo principal dorsal

Vpv - Nucleo principal ventral

Vtr - Tracto espinal trigeminal
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Fig. 1. Inmunorreactividad de CGRP (A,B,D,E) y sustancia P (C) en el complejo
parabraquial (A,B) y en el nucleo principal del trigémino ipsilaterales. A: Las fibras
CGRP positivas se localizan en el tercio caudal de la region parabraquial medial,
especialmente en el nucleo parabraquial medial externo. Obsérvese la moderada
positividad para CGRP presente en las motoneuronas del nucleo motor del trigémino.
B: Microfotografia a grandes aumentos de las fibras CGRP positivas del ntcleo
parabraquial medial externo mostradas en la Fig. 1A. C-D: Las fibras sustancia P (C) y
CGRP (D) positivas se hallan en la regién dorsolateral del subnucleo principal dorsal en
su tercio rostral. Obsérvese la moderada positividad para CGRP presente en las
motoneuronas del ntiicleo motor del trigémino. E: Microfotografia a grandes aumentos
de los fasciculos de fibras CGRP positivas presentes en la region dorsolateral del

subnucleo principal dorsal mostradas en la Fig. 1D. Barra =200 pm.
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Fig. 2. Inmunorreactividad de sustancia P (A,B) y CGRP (C,D) en el ntcleo oral del
trigémino ipsilateral. A-B: Imdgenes en campo claro (A) y campo oscuro (B) en las que
se observan fibras sustancia P positivas localizadas en el limite marginal del ntcleo oral
ventral (flechas) y dorsal en su tercio medio. C-D: Las fibras CGRP positivas después
de atravesar el tracto espinal trigeminal alcanzan la division dorsal del nucleo oral y, en
menor medida también, su division ventral, tanto en el tercio medio (C) como en el
tercio caudal (D) del nucleo oral. La gran mayoria de las fibras CGRP positivas
proyectan a la region lateral del nucleo oral, aunque también es posible observar algunas
fibras formando pequenos acumulos de proyeccion terminal dentro del tracto espinal
trigeminal (flechas). Obsérvese la inmunorreactividad de CGRP presente en las

motoneuronas del nticleo motor del facial (C). Barra =200 pum.
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Fig. 3. Inmunorreactividad para CGRP a la altura del tercio medio del nucleo interpolar
del trigémino ipsilateral. A: Las fibras CGRP positivas se observan en el nucleo
paratrigeminal dorsal, en el nucleo interpolar ventral y en el nucleo del fasciculo
solitario. B: Microfotografia a grandes aumentos de la densa proyeccion de fasciculos
de fibras con inmunorreactividad de CGRP que alcanzan el nucleo paratrigeminal
dorsal. C: Microfotografia a grandes aumentos de las fibras CGRP positivas que
proyectan al nucleo interpolar ventral, principalmente a la region ventromedial del
mismo. D: Microfotografia a grandes aumentos de los haces de fibras con
inmunorreactividad para CGRP que alcanzan el ntcleo del fasciculo solitario. Barra =

200 pm.
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Fig. 4. Inmunorreactividad de CGRP en el nucleo interpolar (A-C) y en el nucleo caudal
del trigémino (D-E) ipsilaterales. A: Las fibras CGRP positivas situadas medialmente al
subnucleo ventral del nucleo interpolar rostral discurren hacia la formacién reticular
lateral ventral. B: Microfotografia a grandes aumentos de las fibras con
inmunorreactividad para CGRP de la formacion reticular lateral ventral mostradas en la
Fig. 4A. C: Intensa inmunorreactividad para CGRP registrada en la region marginal del
nucleo interpolar caudal del trigémino, zona considerada como la prolongacion rostral
de las laminas superficiales del nucleo caudal. D: Las fibras CGRP positivas estan
localizadas en el nucleo paratrigeminal ventral y en las ldminas 1 y Ilo del nucleo
caudal, a la altura de la transicion del nucleo interpolar con el ntcleo caudal del
trigémino. E: Numerosas fibras con inmunorreactividad para CGRP halladas en las
laminas I y Ilo del tercio medio del nucleo caudal del trigémino. Algunas fibras
atraviesan las laminas IIl y IV para alcanzar, en forma de arborizaciones terminales, la

region de transicion entre las ldminas IV y V (flecha). Barra = 200 pm.
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Fig. 5. Inmunorreactividad para sustancia P (A,B) y CGRP (C,D) en la transicion del
nlicleo caudal del trigémino con el primer segmento cervical ipsilateral. A-B:
Microfotografias de campo claro (A) y campo oscuro (B) en las que se registra una
intensa positividad para sustancia P en las ldminas I-Ilo de la region de transicion del
nucleo caudal con el primer segmento cervical. Igualmente, destaca la proyeccion de
fibras que alcanzan la lamina III y especialmente la lamina V. Obsérvese la presencia de
numerosas fibras sustancia P positivas en el nacleo espinal lateral (A, fecha). C-D:
Microfotografias de campo claro (C) y campo oscuro (D) que muestran una muy densa
proyeccion de fibras CGRP positivas en las laminas I-ITo de la regién de transicion del
nucleo caudal con el primer segmento cervical. Igualmente, proyecciones aisladas de
fibras con positividad para CGRP alcanzan la 1amina III y el limite entre las ldminas IV
y V. Obsérvese la inmunorreactividad para CGRP registrada en algunas motoneuronas

del asta ventral (C, flecha). Barra =200 pum.
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Fig. 6. Terminales de aferentes primarias trigeminales marcadas con el conjugado CTb-
HRP en los nucleos rostrales del complejo nuclear sensitivo del trigémino ipsilateral. El
producto de reaccion esta situado en la region ventrolateral del nucleo principal ventral
(A), en la zona lateral del nucleo oral ventral (B,C) y en la zona media del nucleo

interpolar del trigémino (D). Barra = 200 pum.
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Fig. 7. Terminales de aferentes primarias trigeminales marcadas con los conjugados
CTb-HRP (A-C) e IB4-HRP (D,E) en el nucleo espinal del trigémino ipsilateral. A-C:
El producto de reaccion se observa en los nicleos paratrigeminales dorsal y ventral (A),
en toda la extension de la lamina I y en parte de la lamina II, asi como en la zona media
de las laminas III-V a la altura del tercio rostral del nucleo caudal del trigémino (B), en
toda la extension de la ldmina [ y en la zona media de la ldmina III a la altura del tercio
final del nucleo caudal del trigémino (C). D-E: Microfotografias de campo oscuro (D) y
campo claro (E) en las que se observa una intensa proyeccion de fibras de pequefio
calibre en la zona media de las ldminas I y II a la altura del tercio final del nucleo caudal

del trigémino. Barra =200 um.
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Fig. 8. Expresion de c-fos en el tercio caudal del complejo parabraquial (A-C) y en el
tercio medio del ntcleo principal del trigémino (D) tras la inyeccion de aceite de
mostaza previo tratamiento con faclofeno (A-B) y después de la inyeccion de aceite de
mostaza (C-D) en la region de las vibrisas. A: Inmunorreactividad de c-fos en el
complejo parabraquial ipsilateral. Las neuronas c-fos positivas se localizan
principalmente en el nlcleo parabraquial lateral y especialmente en el subntcleo
parabraquial lateral externo. Por el contrario, obsérvese la escasa inmunorreactividad de
c-fos presente en el nucleo parabraquial medial y ntcleo de Kolliker-Fuse. Barra = 200
um. B: Inmunorreactividad de c-fos en el complejo parabraquial contralateral. La
expresion de c-fos es muy manifiesta en el nucleo parabraquial lateral, ntcleo de
Kolliker-Fuse y nucleo parabraquial medial. Obsérvese el mayor niumero de neuronas
marcadas en el nucleo parabraquial lateral que en las otras dos formaciones nucleares.
Barra = 200 pm. C: Inmunorreactividad de c-fos en el complejo parabraquial ipsilateral.
La expresion de c-fos es intensa en el nlicleo parabraquial lateral, niicleo de Kolliker-
Fuse y ntcleo parabraquial medial. Barra = 200 um. D: Inmunorreactividad de c-fos en
el nucleo principal del trigémino ipsilateral. Las neuronas c-fos positivas se localizan en
la region ventromedial del nucleo principal y en la zona ventrolateral del nucleo

intertrigeminal. Barra = 100 pum.
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Fig. 9. Expresion de c-fos en los tercios medio (A) y caudal (B-E) del ntcleo oral del
trigémino ipsilateral. Las neuronas activadas por la inyeccion de aceite de mostaza (A-
B), formalina (C), capsaicina (D) y aceite de mostaza previo tratamiento con baclofeno
(E) se hallan en las regiones ventromedial y ventrolateral del nucleo oral ventral y en la

formacion reticular adyacente a dicho nucleo. Barra = 200 um (A) y 100 um (B-E).
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Fig. 10. Expresion de c-fos a la altura del ntcleo interpolar del trigémino ipsilateral
inducida por la inyecciéon de aceite de mostaza (A,B,D) y aceite de mostaza previo
tratamiento con baclofeno (C). A: La inmunorreactividad de c-fos se localiza en la
divisién ventral del nucleo interpolar, fundamentalmente en la region ventromedial, asi
como en la formacion reticular adyacente al mismo. Barra = 100 pum. B: El nucleo
paratrigeminal dorsal presenta importante inmunorreactividad c-fos. Barra = 100 pum.
C-D: La expresion de c-fos se halla en el nucleo interpolar ventral, en la formacion
reticular adyacente al mismo y en el nlcleo paratrigeminal ventral. Obsérvese que la
inmunorreactividad para c-fos en el nucleo paratrigeminal persiste tras el tratamiento
con el fA&rmaco agonista del sistema GABAg (D). Barra = 200 pum. E: Intensa expresion
de c-fos en la region ventral del nucleo interpolar y en toda la extension dorsoventral del

nucleo paratrigeminal ventral. Barra = 100 pm.
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Fig. 11. Expresion de c-fos en los tercios rostral (A) y final (B-D) del nucleo caudal del
trigémino tras la inyeccion de aceite de mostaza (A,B) o aceite de mostaza tras un
tratamiento previo con faclofeno (C) o baclofeno (D). A-C: Obsérvese la presencia
masiva de expresion de c-fos en los dos tercios ventrales (A,C) y en el tercio medio (B)
de las laminas I y Ilo, y en menor medida también en las laminas III y V de Rexed. D:
La expresion de c-fos practicamente s6lo es observada en las laminas mas superficiales
del nticleo caudal tras la administracion de un agonista del sistema GABAg. Barra = 200

um.
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Fig. 12. Expresion de c-fos en el complejo parabraquial (A-B) y en el complejo nuclear
sensitivo del trigémino (C-D) de la rata tras la inyeccion de aceite de mostaza en la
region de las vibrisas. A: La inmunorreactividad de c-fos en el complejo parabraquial
ipsilateral se localiza fundamentalmente en el ntcleo parabraquial lateral, y mas
concretamente en el subnucleo parabraquial lateral externo. B: La expresion de c-fos en
el complejo parabraquial contralateral se halla masivamente en los subnucleos
parabraquial lateral externo y medial externo. C: La expresion de c-fos tnicamente esta
presente en la formacion reticular adyacente al nucleo sensitivo trigeminal y al nucleo
motor del facial (flecha). Notese la ausencia de neuronas c-fos positivas en el nicleo
oral del trigémino. D: La expresion de c-fos se localiza de manera manifiesta en las
laminas [ y II, y en menor medida también en las [dminas IV y V de Rexed. Barra = 200

um.



Iconografia 325

Fig. 12



326 Iconografia

Fig. 13A-H. Dibujos de camara clara que muestran la expresion de c-fos inducida por el
aceite mineral. Cada punto representa una neurona c-fos positiva. Lado ipsilateral: lado

izquierdo de la imagen; lado contralateral: lado derecho de la imagen.

Fig. 13A. Mitad caudal del niicleo oral caudal.

Fig. 13B. Tercio rostral del nucleo interpolar.
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Fig. 13C. Tercio medio del nucleo interpolar.

Fig. 13D. Tercio caudal del niicleo interpolar.
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Fig. 13E. Tercio rostral del nicleo caudal.

Fig. 13F. Tercio medio del niicleo caudal.

Fig. 13G. Tercio caudal del nucleo caudal.
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Fig. 13H. Primer segmento cervical.
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Fig. 14A-L. Dibujos de camara clara que muestran la expresion de c-fos inducida por el
aceite de mostaza. Cada punto representa una neurona c-fos positiva. Lado ipsilateral:

lado izquierdo de la imagen; lado contralateral: lado derecho de la imagen.

Fig. 14A. Mitad caudal del nicleo principal.

Fig. 14B. Mitad rostral del nicleo oral rostral.
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Fig. 14C. Mitad caudal del niicleo oral rostral.

Fig. 14D. Mitad rostral del nucleo oral caudal.
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Fig. 14F. Tercio rostral del niicleo interpolar.
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Fig. 14G. Tercio medio del niicleo interpolar.

Fig. 14H. Tercio caudal del nucleo interpolar.
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Fig. 141. Tercio rostral del nicleo caudal.

Fig. 14K. Tercio caudal del nicleo caudal.
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Fig. 14L. Primer segmento cervical.
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Fig. 15A-L. Dibujos de camara clara que muestran la expresion de c-fos inducida por el
aceite de mostaza tras el pretratamiento con faclofeno. Cada punto representa una
neurona c-fos positiva. Lado ipsilateral: lado izquierdo de la imagen; lado contralateral:
lado derecho de la imagen.

Fig. 15A. Mitad caudal del nicleo principal.

Fig. 15B. Mitad rostral del nticleo oral rostral.
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Fig. 15C. Mitad caudal del niicleo oral rostral.

Fig. 15D. Mitad rostral del nucleo oral caudal.
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Fig. 15E. Mitad caudal del nucleo oral caudal.

Fig. 15F. Tercio rostral del niicleo interpolar.
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Fig. 15G. Tercio medio del niicleo interpolar.

Fig. 15H. Tercio caudal del niicleo interpolar.
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Fig. 15I. Tercio rostral del nicleo caudal.

c

Fig. 15K. Tercio caudal del nucleo caudal.
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Fig. 15L. Primer segmento cervical.
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Fig. 16A-I. Dibujos de camara clara que muestran la expresion de c-fos inducida por el
aceite de mostaza tras el pretratamiento con baclofeno. Cada punto representa una
neurona c-fos positiva. Lado ipsilateral: lado izquierdo de la imagen; lado contralateral:
lado derecho de la imagen.

Fig. 16B. Mitad caudal del nucleo oral caudal.
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Fig. 16C. Tercio rostral del nicleo interpolar.

Fig. 16D. Tercio medio del niicleo interpolar.
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Fig. 16E. Tercio caudal del niicleo interpolar.

Fig. 16F. Tercio rostral del niicleo caudal.
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Fig. 161. Primer segmento cervical.
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