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RESUMEN

Clasicamente los Ganglios Basales fueron relacionados con las funciones motoras, sin
embargo diversas evidencias recientes sugieren su participacion en el procesamiento de las
aferencias sensoriales inocuas y nociceptivas. Estudios electrofisiologicos, metabdlicos y de
flujo sanguineo demuestran que una gran proporcion de las neuronas del estriado responden al
dolor. También se ha demostrado que el bloqueo de la via dopaminérgica nigroestriatal
disminuye significativamente las respuestas nociceptivas reflejas lo que indicaria un efecto
analgésico. Se han obtenido efectos analgésicos por la estimulacion eléctrica del estriado
(Caudado) en primates y en el hombre. De lo anterior se desprende que el estriado podria estar
involucrado en el procesamiento de la informacion nociceptiva y los mecanismos de analgesia
endogena. Sin embargo como se realizan estas funciones no ha sido clarificado hasta el
momento. El objetivo del presente trabajo fue determinar si el estriado es capaz de modular el
reflejo nociceptivo de apertura bucal evocado por la estimulacion de la pulpa dental (RNAB) en
ratas anestesiadas. Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho anestesiadas. EI RNAB se
obtuvo mediante la estimulacion eléctrica de la pulpa dental de los incisivos inferiores y se
midié como la respuesta electromiografica del musculo digastrico. Distintas zonas de estriado
se estimularon eléctricamente precediendo a diferentes tiempos al estimulo dental. Se
identificaron zonas capaces de inhibir el RNAB concentradas en la parte central del nicleo. El
curso temporal de la respuesta presentaba un efecto inhibitorio maximo cuando el intervalo era
de 20 mseg. La estimulacion selectiva de las neuronas mediante microinyecciones de L-
glutamato fue capaz de inhibir significativamente el RNAB (48% respecto al control con
solvente, p<0.001 ANOVA y Test de Scheffe F,4s =78,74). Los sitios inhibitorios se
concentran en el estriado medio. Se identificaron también sitios capaces de facilitar el RNAB
ubicados alrededor de los sitios inhibitorios. Los zonas mas externas del nucleo no fueron
capaces de modular la amplitud de la respuesta EMG cuando se estimularon eléctrica o
quimicamente. Los resultados del presente trabajo demuestran que la estimulacion de
determinados sitios del estriado es capaz de modular el reflejo nociceptivo de apertura bucal
evocado por la estimulacion eléctrica de la pulpa dental en ratas anestesiadas. Esto sugiere su

participacion en el procesamiento nociceptivo y en los mecanismos de la analgesia endogena.




> INTRODUCCION

Al aplicar sobre un animal despierto un estimulo nociceptivo intenso se provoca en
la mayoria de los casos una reaccion motora, de hecho, de no mediar esta respuesta, el
estimulo nocivo puede derivar en una lesion o incluso en la muerte del organismo. La
percepcion de la sensacion aversiva, displacentera generada por este tipo de estimulos es
llamada dolor y en general acompafia al dafio tisular o a la posible ocurrencia del mismo.
El dolor incluye mas que un componente sensorial discriminativo, €s una experiencia
multisensorial que involucra componentes motivacionales, afectivos, cognitivos y motores.

Es esencial para la sobrevida de un organismo que el sistema nervioso central (SNC)
pueda procesar la informacion nociceptiva y generar una repuesta hacia el agente nocivo o
potencialmente nocivo, orientada a alejarlo. Melzack y Wall (1965) mostraron que un
estimulo nociceptivo inesperado desencadenaba una reaccion motora compleja que
involucraba una respuesta de alerta, reflejo de flexion, reajustes posturales, vocalizacion,
orientacion hacia la zona lesionada y otros comportamientos destinados a reducir la
sensacion dolorosa. Por otro lado, el dolor cronico promueve la aparicion de
comportamientos paliativos, como el resguardo del miembro lesionado y la reduccion del
movimiento, facilitando de esa manera la recuperacion del organismo (Wall 1979).

Si1 bien se sabe bastante acerca de los aspectos sensorio discriminativos del dolor se
tiene poca informacién acerca de los mecanismos centrales capaces de procesar la
informacién nociceptiva resultando de ellos una respuesta motora coordinada. Los ganglios
basales (GB) podrian ser los encargados de dicho procesamiento ya que constituyen una
serie de nucleos subcorticales con las aferencias y eferencias necesarias, asi como también
de un complejo sistema de interconexiones necesario para llevar a cabo procesos

integrativos.

Componentes de los GB

Los GB son estructuras telencefalicas bilaterales identificadas generalmente con un

control en paralelo e independiente del sistema piramidal de las respuestas motoras. Se




consideran como integrantes de los GB a cinco nuicleos subcorticales el cuerpo estriado, el
globo palido (GP), el nucleo subtalamico de Luys y la sustancia negra (SN).

El estriado, también llamado neoestriado, constituye en los roedores una masa unica
mientras que en los carnivoros y primates esta formado por dos estructuras separadas, el
nucleo caudado y el putamen los cuales se fusionan por sus extremos rostral y caudal. El
estriado es el principal nucleo de entrada de los GB, recibe aferencia de la corteza cerebral
(areas S Iy II, 7b, prefrontal, motora primaria, suplementaria y premotora), de los nucleos
intralaminares del talamo (central lateral, paracentral, centromediano y parafascicular), de
la sustancia negra compacta, (via dopaminérgica nigroestriatal), del nucleo pedinculo
pontino, del nucleo del rafe dorsal, asi como aferencias del sistema extralemniscal. Las
aferencias corticales y las talamicas son excitatorias siendo el neurotransisor involucrado el
glutamato. Por otro lado, el estriado proyecta principalmente sobre solo dos nucleos ambos
pertenecientes a los GB: la SN reticulada y el GP.

La SN se encuentra ubicada en el mesencéfalo y se la subdivide en dos zonas
citoarquitectonica y funcionalmente diferentes, la SN compacta y la reticulada. La primera
proyecta al estriado dando lugar a la via nigroestriada mientras que la SN reticulada es uno
de los nucleos de salida de los GB, proyectando hacia diferentes nucleos del talamo
(nucleos ventral lateral, ventral anterior, centro mediano)

El GP es la estructura filogenéticamente mas antigua de los GB, al igual que el
estriado esta subdivido en dos el GP externo y el interno. Este ultimo se encuentra inmerso
en la capsula interna en los no primates y recibe el nombre de entopeduncular mientras que
el GP externo se lo denomina GP a secas. El GP externo es un nucleo de interconexion
dentro de los GB mientras que el GP interno es el otro nucleo de salida siendo
funcionalmente equiparable a al SN reticulada.

Clasicamente se le atribuyeron a los ganglios basales funciones motoras tales como
el planeamiento y ejecucion de comportamientos motores aprendidos, el control de los
movimientos voluntarios y la coordinacion de movimientos dependientes de contexto. Sin
embargo, actualmente existe evidencia acerca de su participacion en el procesamiento de

informacion somatosensorial sin que el significado de la misma halla sido aclarado por

completo.




Procesamiento somatosensorial en los GB

Mediante técnicas electrofisiologicas pueden estudiarse los efectos de la
estimulacion periférica sobre la actividad neuronal en los diferentes nucleos. De esta
manera se identifican distintas poblaciones de neuronas en base a su capacidad de codificar
la localizacion, duracién e intensidad del estimulo sensorial. En base a su rango de
respuesta ante intensidades crecientes de los estimulos sensoriales se clasifican en neuronas
de bajo umbral (LTM), de rango expandido (WDR) y nociceptivas especificas (NE). Las
primeras responden a estimulos mecanicos inocuos sin aumentar su frecuencia de descarga
al aplicarse, dentro de su campo receptivo, un estimulo nocivo. Las neuronas de rango
expandido poseen umbrales de estimulacion equiparables a las LTM sin embargo
responden a lo largo de todo el rango de intensidades, alcanzando su maxima frecuencia de
descarga con los estimulos nocivos mas intensos. Las neuronas NE como su nombre lo
indica poseen umbrales de repuesta altos y son activadas unicamente con estimulos
nocivos. Este sistema de clasificacion se utilizo para caracterizar y categorizar las neuronas
de la médula espinal, talamo, amigdala, corteza y mas recientemente los GB.

Estudios electrofisiologicos mostraron que aproximadamente el 50% de las neuronas
estudiadas en SN respondian exclusivamente a estimulos nocivos (neuronas NE) (Tsai CT
1989, Barasi S. 1979) ya fuera excitandose o inhibiéndose, sugiriendo una funcion
especifica respecto al dolor. Numerosos estudios demostraron que las neuronas de la SN
reticulada y de la compacta presentan distintos patrones de respuesta ante estimulos nocivos
eléctricos, quimicos, mecanicos y la estimulacion térmica, ya sea incrementando o
disminuyendo la frecuencia de descarga. Estas neuronas poseen campos receptivos extensos
que muchas veces incluyen todo el cuerpo del animal (Tsai CT 1989, Barasi S. 1979 y Gao
et al. 1990). Los campos receptivos extensos sugieren que estas neuronas no se encuentran
involucradas en la localizaciéon espacial del estimulo nocivo. El papel de estas neuronas
podria estar relacionado con la codificacion de la intensidad del estimulo, ya que ha sido
descripto, en ratas anestesiadas, que neuronas de SN compacta responden incrementando
su frecuencia de descarga de manera logaritmica ante un incremento lineal en la intensidad

de un pulso eléctrico aplicado en la cola Gao (1990).




Numerosos estudios demuestran la existencia, tanto en el GP como en el estriado, de
una gran cantidad de neuronas que pueden ser activadas por estimulos nocivos (WDR y
NE) tanto eléctricos, como mecanicos y térmicos (Bernard et al. 1992, Chudler et al. 1993 y
Chudler 1998) si bien existen diferencias entre los distintos autores en cuanto a porcentaje
de neuronas de cada tipo. A modo de ejemplo podemos citar el trabajo de Richards y Taylor
(1982) con 44% neuronas estriatales clasificadas como nociceptivas frente al 97%
observado por Chudler y colaboradores (1993), ambos trabajando en ratas anestesiadas.
Estas diferencias se deben probablemente a las distintas técnicas de estimulacion y
muestreo utilizadas, asi como también a los diferencias en el grado y el tipo de anestésico
empleado. Bemard y colaboradores (1992) demostraron en ratas paralizadas que
aproximadamente el 80% de las neuronas del GP ventral respondian preferente o
exclusivamente a estimulos nocivos mecanicos y/o térmicos, mientras que otros tipos de
estimulos incluyendo inocuos, somatoestésicos, visuales y auditivos resultaban poco o nada
efectivos. La mayoria de las neuronas estudiadas presentaban campos receptivos amplios
incluyendo en muchos casos la mayor parte del cuerpo. La utilizacion de estimulos
térmicos graduados permiti® observar que estas neuronas eran capaces de codificar la
intensidad del estimulo nocivo. Resultados similares fueron descriptos por Chudler y
colaboradores (1993) con respecto a neuronas estriatales si bien una subpoblacion de
neuronas de rango expandido, ademas de a estimulos térmicos, eran capaces de codificar la
intensidad de estimulos mecanicos.

En la mayoria de los estudios no se observa una distribucion somatotopica de las
neuronas estudiadas, sin embargo Richards y Taylor (1982) observaron en ratas que las
neuronas con campos receptivos rostrales y caudales del cuerpo se ubican en la parte
anterior y posterior del estriado respectivamente. La convergencia de entradas
multisensoriales al estriado sugieren que este nucleo podria estar involucrado en la
integracion de diferentes modalidades sensoriales, coordinando wuna respuesta
comportamental. (Chudler y Dong 1995).

La utilizacion de la tomografia de emision de positrones (PET) para medir el flujo
regional de sangre en el SNC permite medir de manera indirecta la actividad neuronal de

manera no invasiva. En general un aumento en la actividad neuronal lleva a un aumento en




la demanda de oxigeno con el consiguiente incremento del flujo sanguineo. Mediante esta
técnica se demostro que diferentes nucleos corticales y subcorticales entre los que se
encuentra el estriado incrementan su actividad preferentemente ante estimulos nocivos. La
estimulacion térmica dolorosa (46.4°C) de la mano en humanos voluntarios resulta en un
incremento significativo en el flujo sanguineo en el putamen y GP contralaterales
comparada con una estimulacion inocua (41.3°C) (Jones et al. 1991). Esta y otras técnicas
como la utilizacién de C'* deoxiglucosa, presentan algunas limitaciones ya que no pueden
discriminar eventos sinapticos excitatorios de inhibitorios ni discriminar entre actividad
somatica o de fibras, ademas en algunos casos la actividad neuronal, correlaciona
inversamente con el flujo sanguineo local.

Todos estos resultados tomados en su conjunto sugieren que lo GB son capaces de
procesar informacion nociceptiva, ademas de inocua. La mayoria de las neuronas
nociceptivas de los GB poseen campos receptivos extensos y una cierta capacidad de
codificar la intensidad del estimulo. Ciertas zonas de la corteza y talamo poseen estas
mismas caracteristicas y como se mencion0 anteriormente proyectan hacia el estriado

pudiendo constituir una de las vias aferentes para los estimulos nociceptivos.
Posibles aferencias y eferencias de la informacion nociceptiva a los GB

El papel de la corteza cerebral en la sensibilidad dolorosa fue puesto en duda hasta
no hace mucho. Sin embargo actualmente ha quedado firmemente aceptada su participacion
debido a evidencias obtenidas tanto en animales como en el hombre. Se ha demostrado que
en el area somatosensorial primaria SI existen neuronas que responden al dolor. Algunas
son nociceptivas especificas y otras de rango expandido. Sus campo receptivos son
pequefios, contralaterales y ubicados somatotdpicamente, si bien se han descripto algunas
con campos grandes y bilaterales. Es por todo esto que parece poco probable que el area SI
contribuya significativamente en la respuesta nociceptiva del estriado en donde predominan
los campos receptivos extensos y no organizados somatotopicamente. Sin embargo no
puede descartarse que la pérdida de la somatotopia y los campos extensos en el estriado no

se deban a la convergencia de las zonas topograficamente organizadas en el area S I. Se ha




demostrado que ablaciones masivas y bilaterales de la cortezas frontal, parietal y temporal
reducen el numero de neuronas que responden a la estimulacion del nervio ciatico en el
nicleo caudado de gatos (Pazo et al. 1992). En la corteza, las areas SII y 7b reciben
importantes aferencias nociceptivas, sus neuronas poseen campos receptivos periféricos
grandes, contra y bilaterales capaces de codificar la duracion del estimulo y en algunos
casos la intensidad del estimulo. Las relaciones anatomicas, electrofisiologicas vy
funcionales de estas zonas apuntan mas bien a una integracion que a funciones
discriminativas. Por lo que se les atribuye un papel en el componente emocional-afectivo
del dolor. Por otro lado las similitudes entre estas areas y el estriado en lo referente a los
campos receptivos y la falta de organizacion somatotopica lleva a pensar que estas seria
una via directa de entrada de la informacion nociceptiva a los GB (Houssay 1999)

Una de las principales aferencias de los GB esta constituida por la proyeccion
talamo estriatal que conecta los niicleos intralaminares centro mediano y el parafascicular
con el estriado si bien otros nicleos talamicos también inervan este nicleo (paracentral,
centro medial, subparafascicular) (Parent 1990). Estudios electrofisiologicos han
demostrado claramente la participacion de los nucleo intralaminares en los procesos
nociceptivos. El 72% de las neuronas dentro de Pf, CL y Pc en el gato (Dong et al. 1978)
han sido clasificadas como nociceptivas. Estas neuronas se caracterizan por tener campos
receptivos extensos, bilaterales, sin estar somatotopicamente organizadas, siendo en esos
aspectos similares a las observadas en el estriado. Por otro lado, ha sido descripto que una
alta proporcion de las neuronas, tanto en los nucleos intralaminares como en el estriado,
tienen campos receptivos trigeminales (Chudler et al. 1993). Esto sugiere que esta via
podria estar involucrada en el control de los movimientos de la cabeza ante un estimulo
nociceptivo, tales como orientacion o posicionamiento durante el escape y la vocalizacion.

Existen otros nucleos capaces de transmitir la informaciéon nociceptiva a los GB
entre ellos la amigdala, la corteza prefrontal, el giro cingulado, todos ellos conectados con
los GB, habiéndose demostrado su participacion en el componente afectivo del dolor. Otro
componente importante es el nucleo dorsal del rafe, este centro se encuentra involucrado en
los mecanismos de analgesia endogena (Wang y Nakai 1994) (que seran discutidos mas

adelante) y se encuentra conectado con la SN, el estriado y el GP.




Tiene particular interés para este trabajo la existencia de una via descripta para la
informacion nociceptiva trigeminal independiente del talamo. Yasui y colaboradores (1987)
demostraron la presencia de una proyeccion directa desde la lamina I del nucleo espinal del
trigémino hasta el caudado y el putamen en gatos. Ademas, estudios realizados en ratas
mediante trazadores anterogrados mostraron la presencia de proyecciones directas desde la
parte cervical baja y la superior toracica de la médula espinal hasta el GP y la SN (Cliffer et
al. 1991). Si bien el significado funcional de estas vias se desconoce, la existencia de estas
proyecciones estaria indicando que la informacion nociceptiva trigeminal puede acceder a
los GB mediante una via directa y otra indirecta a través del talamo.

A modo de resumen podemos concluir que existe amplia evidencia neuroanatomica
y electrofisiologica que demuestra que la informacion nociceptiva puede alcanzar los GB a
través de multiples vias en paralelo. Esta redundancia en cuanto aferencias aseguraria la
llegada de las entradas sensoriales nociceptivas a los GB. Aun mas, el circuito de
retroalimentacion corteza - GB - talamo - corteza podria participar en la regulacion de las
sefiales ascendentes nociceptivas.

Desde hace algunos afios se comenzo a considerar a la SN reticulada, que junto con
el GP inteno constituyen los nucleos de salida de los GB, como parte del sistema de

analgesia endogena (Baumeister et al. 1988).

Sistemas de analgesia endogena

Estos sistemas forman parte de los sistemas descendentes o de inhibicion distal que
controlan las aferencias sensoriales. Este sistema es capaz de “bloquear” la llegada de la
informacién nociceptiva a determinadas zonas del SNC. Las observaciones de Reynolds
(1969) demostraron que la estimulacion de la sustancia gris periacueductal (SGP) producia
analgesia en ratas. Esto confirmaba experimentalmente las observaciones empiricas acerca
de la supresion del dolor en ciertas situaciones, por ejemplo soldados durante la batalla,
victimas de accidentes, deportistas durante competencias, que a menudo sienten poco o

ningun dolor en el momento que se lesionan pero luego si.




Estos sistemas analgésicos endogenos pueden ser activados por diferentes estimulos
tales como: el estrés agudo, el ejercicio fisico, la actividad sexual, ciertas formas de
acupuntura entre otros. (Sandkiithler 1996). Sin embargo el mas potente activador es el
dolor mismo. Este sistema puede ser separado en dos grandes divisiones, aquella que utiliza
como neurotransmisor o neuromodulador a sustancias opiodes, como son las endorfinas,
encefalinas y dinorfinas y aquella que no los utiliza. Este altimo ha sido menos estudiado y
parece estar involucrado en ciertas formas de estrés (Tiemey et al. 1991). El sistema
analgésico opioide es activado por la morfina, uno de los mas potentes analgésicos
conocidos. Esta sustancia ejerce su accion actuando como agonista de los opioides
endogenos, uniéndose a los receptores de tipo . que tiene como ligando enddgeno a las
encefalinas y la B-endorfina. (Dirksen 1990). La naloxona bloquea sus efectos ya que es un
bloqueante de los receptores para opiodes (es antagonista para las tres familias de
receptores (|, K y 9).

Si bien se sigue considerando que la SGP es uno de los principales centros
involucrados en el fenomeno de la analgesia endogena ya no es el unico centro analgésico
conocido. La estimulacion eléctrica y la microinyeccion, en sitios especificos del SNC, de
neurotransmisores excitatorios (glutamato), distintos agonistas del sistema opioide y otros
agonistas y antagonistas selectivos ha permitido demostrar un efecto antinociceptivo de una
serie de nucleos. Entre ellos se encuentran el rafe dorsal, el rafe magno, la formacion
reticular mesencefalica, los nucleos reticular gigantocelular y paragigantocelular, ciertos
nucleos del hipotalamo (por ej. el nicleo arcuato), otros del talamo (intralaminares, ventral
posterolateral), la amigdala y otros (para revision ver Kanjhan 1995 y Willis 1988). Mas

recientemente se han agregado a esta lista los GB.
Los GB como parte del sistema de analgesia endégena

Evidencias neuroanatomicas, electrofisiologicas, clinicas, comportamentales y
farmacologicas sugieren que los GB formarian parte del sistema de analgesia endogena

(Chudler y Dong 1995).




Ya hemos visto que los GB poseen aferencias nociceptivas y que son capaces de
procesar informacién somatosensorial. Ademas los GB, especificamente el estriado y el
GP, poseen una de las mayores concentraciones de receptores para opioides de todo el
SNC, esto ha sido demostrado tanto en humanos como en diferentes modelos animales.
(Herkenham y Pert 1981). Por otro lado en estudios de inmunohistoquimica y
radioinmunoensayos se detectaron grandes cantidades de encefalinas y dinorfinas (Millan
1992). Mediante estudios electrofisiologicos se ha estudiado la capacidad antinociceptiva y
analgésica de los GB mediante el registro de la actividad neuronal evocada por estimulos
nocivos. La estimulacion eléctrica de la SN es capaz de inhibir significativamente la
actividad espontanea y la evocada por estimulos nocivos en neuronas nociceptivas
especificas del nucleo parafascicular en ratas anestesiadas (Li et al. 1992). Por otro lado,
experimentos realizados en gatos decerebrados a nivel precolicular, mostraron que la
estimulacion eléctrica de la SN era capaz de inhibir la respuesta evocada, en neuronas de la
lamina V a nivel lumbar, por estimulos nociceptivos (Barnes et al 1979). Esta inhibicion
eran bloqueada por antagonistas dopaminérgicos y no por antagonistas serotoninérgicos
inyectados por via intravenosa.

Existen evidencias clinicas que permiten relacionar a los GB con alteraciones en la
percepcion del dolor. Han sido reportados casos de dolor oral y genital en pacientes con la
enfermedad de Parkinson (enfermedad neurodegenerativa en la que se encuentran
alteraciones anatomo funcionales de los GB) no atribuibles a las manifestaciones motoras
de la patologia (Ford et al. 1996). Aproximadamente el 40 % de los pacientes con esta
patologia presentan anormalidades sensoriales, entre ellas las mas frecuente es el dolor
(Chudler y Dong 1995), intermitente o cronico en la mayor parte de los casos no localizado.
Sumado a esto, experimentos realizados en modelos animales de Parkinson (ratas
lesionadas unilateralmente con 6- hidroxidopamina, 6-OHDA,) muestran una disminucion
aguda en la sensibilidad nociceptiva ipsilateral respecto al lado lesionado e hipoalgesia
cronica contralateral. (Carey 1986)

La evidencia funcional proveniente de estudios comportamentales sugiere que los
opioides dentro de los GB estarian asociados con la modulacion del dolor. Se han realizado

numerosos estudios en los cuales se examinan los efectos comportamentales de la




microinyeccién de opioides en los diferentes GB (Chudler y Dong 1995). El mayor
problema en todos ellos consiste en discriminar los efectos analgésicos de los motores. La
manipulacion farmacologica de estos nicleos puede modificar la capacidad de respuesta
motora ante los estimulos nociceptivos sin alterar la sensacion o percepcion del estimulo
nocivo. Algo similar a lo que ocurre en la paralisis neuromuscular inducida por drogas, en
la que se suprime la respuesta motora sin producirse modificaciones sensoriales. La
microinyeccion bilateral de morfina en el GP ha mostrado tener un efecto analgésico dosis
dependiente, naloxona reversible, en estudios realizados con ratas ambulantes evaluado
mediante el test de la plancha caliente (hot plate) (Anagnostakis et al. 1992). Aun mas, la
morfina microinyectada en el GP posee un efecto locomotor dosis dependiente, esto sugiere
que la analgesia observada no estaria relacionada con un impedimento motor. Por otro lado,
resultados similares han sido obtenidos por Baumeister y colaboradores (1990) trabajando
con inyecciones bilaterales en la SN. En ratas canuladas en este nucleo, han demostrado
que la microinyeccion de morfina o encefalina es capaz de producir efectos de tipo
analgésicos. Estos efectos fueron evaluados en base a respuestas motoras, test de la plancha
caliente y reflejo flexor de la cola (tail flick), sin que se observaran alteraciones motoras
tales como ataxia, akinesia o catalepsia.

Los resultados obtenidos mediante estudios similares con respecto al estriado son
controversiales. Existen trabajos que muestran que la microinyeccion de morfina y distintos
opioides en el diferentes nicleos, entre ellos el estriado, es incapaz de elevar los umbrales
para el dolor (ver revision en Chudler y Dong 1995). Sin embargo, estos resultados se
oponen a lo observado por otros grupos. Jurna y Heinz (1979) demostraron en que la
microinyeccion estriatal de morfina tenia un efecto antinociceptivo, al evaluar la respuesta
de latigazo de la cola en ratas ambulantes. Este efecto era bloqueado por naloxona. Ademas
la microinyeccion de etorfina en diferentes zonas del estriado produce analgesia sin
catatonia. (Thorn-Gray y Levitt 1983).

Al tomar en cuenta todos los resultados obtenidos hasta el momento la participacion
de los GB en el procesamiento de la informaciéon nociceptiva y en los mecanismos de
analgesia endogena parece clara. Sin embargo el papel de los mismos en estos procesos

dista mucho de ser conocido. Los estudios referentes al estriado, el principal nucleo de
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entrada de los GB, arrojan resultados contradictorios. Este nucleo se extiende en la rata seis
mm en el plano antero posterior y cinco mm en el dorso ventral, ocupando un volumen
sighificativo dentro del cerebro. De esta manera las diferencias en los resultados obtenidos
podrian deberse a diferencias en el sitio de microinyeccion dentro del estriado. Hasta el
momento no se han llevado a cabo estudios sistematicos para explorar la capacidad
antinociceptiva y/o analgésica de las distintas zonas del estriado. Por otro lado, existe una
tendencia a atribuir al estriado con un efecto analgésico solamente en aquellos estudios
comportamentales que involucran comportamientos supraespinales (plancha caliente y
paw-lick) no observandose este efecto para los reflejos nociceptivos espinales como el
reflejo flexor de la cola.

Este trabajo tiene como objetivo general extender los conocimientos actuales en lo
referente a la capacidad del estriado como modulador de las respuestas nociceptivas asi
como estudiar su participacion en los mecanismos de analgesia endogena. En particular
deseo analizar si el estriado es capaz de modular (inhibiendo o facilitando) el reflejo
nociceptivo de apertura bucal (RNAB) evocado estimulacion de los incisivos inferiores de
la rata anestesiada. Ademas, de existir esta capacidad modulatoria seria de gran interés

determinar cuales son las zonas dentro del estriado involucradas en dicha modulacion.

El reflejo nociceptivo de apertura bucal

RNAB pose una serie de caracteristicas que lo hace ideal para el estudio del papel
del estriado en los mecanismos de la analgesia endogena:

e Este modelo ha sido validado como un modelo de dolor (para revision ver Mason et al.
1985) y ha sido utilizado para evaluar el efecto analgésico de distintas estructuras dentro
del SNC. Tanto en estudios clasicos sobre la SGP y el nucleo del rafe magno (Oliveras
et al. 1974, Sessle et al. 1981, Sessle y Hu 1981), como en estudios mas recientes
relacionados con estructuras como la corteza orbital y el nucleo pretectal anterior
(Chiang et al. 1989, Zhang et al. 1998)

e Es generalmente aceptado como un modelo de dolor puro ya que la estimulacion

eléctrica de la pulpa dental estimula unicamente aferencias nociceptivas (Myslinski y
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Matthews 1987). La pulpa se encuentra inervada exclusiva o casi exclusivamente por
fibras de tipo A8 y C (conductoras de la informacion nociceptiva, Sessle 1990),.

Se trata de un reflejo supraespinal, recordemos que no existe evidencia de una posible
accion analgésica del estriado en un reflejo espinal. Sin embargo la bibliografia es
escasa y se concentra unicamente en el estudio del reflejo flexor de la cola.

Constituye uno de los modelos de dolor trigeminal mas utilizados. La evidencia clinica
indicaba que en la enfermedad de Parkinson cursa en muchos casos con dolor orofacial.
Puede obtenerse una respuesta estable y duradera por horas (Mason et al. 1985), es facil
de medir y cuantificar.

Permitiria, en un proxima etapa, continuar los estudios analizando mediante registros
extracelulares la actividad unitaria (single unit) de las neuronas del al via del reflejo.

Esto permitiria discriminar efectos sensoriales de motores.



> MATERIALES Y METODOS

Preparacion del animal

Se utilizaron 47 ratas Sprague-Dawley machos con un peso de 350 a 500 gr.
anestesiadas con Uretano (1,2 gr./kg. 1.p.) y Durocaina s.c. como anestésico local. El grado
de anestesia se evalud a lo largo del experimento pinchando patas y cola o tocando la
cornea, al observarse reflejos de retirada o el reflejo corneal se administraron dosis
suplementarias de Uretano. Se utilizé Uretano debido a que, en la dosis utilizada, tiene un
efecto analgésico estable y duradero, durante el cual no se observan variaciones en la
presion sanguinea o en la frecuencia respiratoria y se obtiene un RNAB estable por varias
horas (Li et al. 1992, Gear y Levine 1995). Todos los experimentos se realizaron de
acuerdo con la NIH's Guide for Care and Use of Laboratory Animals.

El RNAB se obtuvo mediante la estimulacion eléctrica de la pulpa dental de los
incisivos inferiores segun una variacion del método descripto por Myslinski y Matthews
(1987). Brevemente, se taladro un orificio de 0,5 mm de diametro 1 mm por delante de la
papila interdental hasta alcanzar la camara pulpar en cada diente. Durante este
procedimiento se bafid la zona por goteo con solucién fisiologica para evitar el
sobrecalentamiento de la zona. Se introdujeron en los orificios electrodos monopolares de
plata fijandolos al diente mediante acrilico dental. E1 RNAB se midi6 como la respuesta
electromiografica (EMG) del musculo digastrico (musculo depresor mandibular en la rata)
mediante electrodos bipolares de acero inoxidable aislados implantados en vientre anterior
del digastrico izquierdo y derecho (registro bilateral). Los mismos se sujetaron mediante
sutura al tendén del musculo y a la piel del animal a fin de evitar su desplazamiento durante
las subsiguientes manipulaciones. En algunos experimentos se seccioné la pulpa dental de
ambos incisivos inferiores a nivel de la papila dentaria para comprobar que las respuestas
observadas se deben a la estimulacion de los terminales nerviosos del diente y no al pasaje
de la corriente de estimulacion a estructuras vecinas como el periodonto, con la

consiguiente estimulacion de terminales neurales no nociceptivas (Myslinski y Matthews
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1987). En estos experimentos se implanté un electrodo de estimulacion bipolar en el labio
inferior para evocar el reflejo mediante la estimulacion del periodonto.

Se sujeto la cabeza de la rata en un marco estereotaxico, se expuso la superficie del
craneo y se le practicaron pequefias craniotomias sobre las zonas del estriado a estudiar
segun el atlas de Paxinos y Watson (1986). Se control6 la temperatura rectal (37+0,5°C)

mediante una manta calefaccionada autorregulable.
Medicion del RNAB evocado por la estimulacion dental

Para evocar el RNAB se estimuld la pulpa dental mediante un pulso cuadrado (0,5
mseg. de duracion, 0,83 Hz. de frecuencia e intensidad variable) mediante un estimulador
electronico (Pulsemaster A3000). Se establecié para cada animal el valor umbral de la
respuesta definido como la intensidad de estimulacion a la cual en la mitad de casos se
observa respuesta. Luego, la intensidad de estimulacion se incrementd 1 - 1.5 veces
respecto el umbral de manera de obtener una respuesta estable y facilmente cuantificable.
Los métodos de registro fueron los convencionales en electrofisiologia, el animal en
experimentacion se alojo dentro de una jaula de Faraday, la actividad refleja se filtro (ancho
de banda 30-300 Hz.), se registr6 mediante amplificadores y cambiadores de impedancia
(Grass pS11). La sefial se monitored en un osciloscopio y almaceno en cinta de video por
medio de un grabador PCM (Neurodata DR-890) para su analisis off-line. La adquisicion se
llevo a cabo mediante una computadora personal equipada con el hardware y software
necesario para realizar la conversion A/D (tarjeta A/D Digidata 1200, Axoscopel.l,
frecuencia de muestreo 5 kHz.). El RNAB se midi6 como la respuesta electromiografica
del musculo digastrico Para cuantificar esta respuesta se midio la amplitud pico a pico y la
latencia de la respuesta evocada en el musculo. La amplitud de la respuesta EMG, en estas
condiciones experimentales, correlaciona con el grado de dolor segin estudios en animales
y humanos voluntarios (Mason et al. 1985). Para efectuar la medicion de la amplitud pico a

pico y la latencia de cada respuesta se utilizd un programa ad-hoc (PSW, Data Wave

Technology).
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Estimulacion eléctrica del estriado

Para la estimulacién eléctrica del estriado se utilizé un electrodo bipolar concéntrico
de acero inoxidable barnizado (diametro externo 300-350 pum, punta expuesta 50-100 um)
ubicado estereotaxicamente en las posiciones a estudiar. Los efectos del estimulo en el
estriado (estimulo condicionante, tren de pulsos de 0,5 mseg a 333 Hz. durante 20 mseg.
cada 1,2 seg.) fueron evaluados en el RNAB evocado por el estimulo aplicado en la pulpa
dental (estimulo test). El esquema experimental fue el siguiente: se obtuvo la muestra
control sin estimular el estriado (control inicial) para luego estimular el estriado
precediendo al estimulo test entre 20 y 140 mseg. (Intervalo C-T 20-140 mseg.), al finalizar

la serie se realizé un nuevo control (control final),(esquema 1).

ESQUEMA 1

Control inicial ' # ' ’
Int. C-T 20 mseg. W ] W ’
Int. C-T 40 mses. V ' # V ' )

; ' Estimulo en

E Diente (test)

i v Estimulo en estriado

(condicionante)
Int. C-T 140 mseg. V ' & V ' > :
Control final ' # ' ’
Tiempo

Las series fueron separadas entre si por 1-2 minutos de tiempo de recuperacion, se
controlo que la amplitud del RNAB al comenzar cada serie fuera similar a la del control
previo. Se analizaron cuatro posiciones antero posteriores por animal (dos por lado) como
maximo, separadas entre si por lo menos 1 mm. En cada posicion se descendio el electrodo
de a 1 0 0.5 mm desde la parte superior del nacleo hasta la base del mismo. En cada una de
las alturas se testeo el efecto de la estimulacion eléctrica de ese punto sobre el RNAB

evocado por el estimulo dental. Cada punto se evaluo con los diferentes intervalos C-T,

comenzando con una intensidad de estimulacion de SpA incrementandola en saltos de a 5-

17



25 pA hasta llegar a 200 pA. De encontrarse un efecto modulador se registraba el valor
umbral del mismo para luego realizar una serie completa de estimulacion con los distintos
intervalos C-T con una intensidad de estimulacion 1 vez mayor a la umbral para el estimulo
estriatal. De esta manera se clasifico cada zona en funcion de su efecto sobre la amplitud
del RNAB. Se consideraron sitios inhibitorios (capaces de producir una inhibicion mayor al
30%), excitatorios (capaces de producir una excitacion mayor al 30%) y sin efecto

(incapaces de modular significativamente los valores del RNAB respecto al control).

Estimulacion quimica del estriado

Para la estimulacion quimica de las diferentes posiciones del estriado se
microinyectd L-glutamato (163 nmoles/0,5ul solucion fisiologica), que es el
neurotransmisor excitatorio natural del estriado, a través de una canula de acero (diametro
externo 300 um) utilizando una jeringa Hamilton (5ul) conectada a un micromanipulador.
Se ubico la canula en el sitio a estudiar. Se estimulé la pulpa dental cada 1,2 segundos en
forma ininterrumpida durante t ‘o el ensayo. Luego de dos minutos de estimulacion, que se
tomaron como control de la actividad basal del RNAB inducido por el estimulo dental, se
microinyecté L-glutamato o su solvente a razon de 0.5 pl por minuto. La canula de
permanecio en el lugar, una vez finalizada la microinyeccion, por lo menos un minuto antes
de ser elevada para permitir la correcta difusion de la droga. Se continu6é estimulando

durante 10 minutos post-inyeccion registrando y midiendo para cada estimulo la amplitud
del RNAB. Se realizaron hasta 6 inyecciones por rata (3 por lado) separadas 1 mm entre si

como minimo.
Histologia
Al finalizar el experimento se marcaron las posiciones de estimulacion eléctrica en

el estriado con una corriente continua (anodica 50 pA durante 30 seg), luego el animal se

perfundid por via transcardial con solucion fisiologica y paraformaldehido (PFA) 4%
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buffereado (300 ml de cada solucion) en ese orden. En el caso de la estimulacion quimica la
canula se ubico en la posicion de la ultima microinyeccion y se dejo alli durante la
perfusion de manera de manera de marcar su posicion en el estriado. Las posiciones de
estimulacion y microinyeccion fueron confirmadas histologicamente. Para ello el cerebro
fue extraido y fijado por un par de dias como minimo en (PFA) 4% buffereado. Se corto el
estriado en secciones de 70 pm mediante un microtomo de congelacion. Los cortes se
montaron sobre portaobjetos gelatinizados y tifieron con Cresil wvioleta (técnica
habitualmente utilizada para tejido del sistema nervioso) Se dibujaron diagramas de las
secciones con ayuda de una camara clara. Los trazos y los sitios de estimulacion se
reconstruyeron sobre esquemas de los cortes de acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson
(1986). Al finalizar cada experimento se extrajeron los incisivos inferiores para confirmar
el sitio de estimulacion, se descartaron aquellos experimentos en los que los electrodos no

se encontraban ubicados correctamente en la camara pulpar.

Analisis estadistico

Todos los datos se presentan como media + sem y se expresan como porcentaje respecto a
la amplitud basal (salvo cuando se indica). Fueron analizados estadisticamente mediante

test de student, ANOVA de | via, test de Scheffe. Se considero significativo un p< 0.05.



» RESULTADOS

Caracteristicas del reflejo

La figura 1 ilustra la respuesta electromiografica registrada en el musculo digastrico
evocada por la estimulacion de los incisivos inferiores (RNAB). En la misma se indican las
mediciones de latencia y amplitud efectuadas. El valor umbral para el RNAB evocado por
la estimulacion de la pulpa dental fue de 0,51 + 0,16 mA. La latencia de la respuesta oscila
entre los 7 y 10 mseg y la duraciéon entre 2,7 y 8,2 mseg. No se observaron diferencias
significativas entre el digastrico izquierdo y el derecho en los valores umbrales, las
latencias ni en la duracion de las respuestas pero si en la amplitud de las mismas. Un
aumento en la intensidad en la estimulacion de la pulpa dental provoca un aumento en la
amplitud de la respuesta (figura 2) y una ligera disminucion en la latencia. Se lograron
respuestas Optimas mediante la estimulacion de los dientes con valores 1 a 1,5 veces el
valor umbral de respuesta, en estas condiciones la amplitud del reflejo es estable,

facilmente cuantificable y no ha alcanzado su valor maximo.

-

FIGURA 1 Amplitud

Pico a Pico

Latencia

0.5mV

2.5ms

Registro de la respuesta EMG del musculo digastrico (RNAB), obtenida por
la estimulacion de los incisivos inferiores. La primera defleccion corresponde al
artefacto de estimulacion (la flecha indica el estimulo dentario) y la segunda a la
respuesta evocada por el estimulo nociceptivo.

En los experimentos control, realizados bajo estas condiciones microinyectando

solvente, la variacion del reflejo fue del 5,3 + 1,7%. El valor umbral fue evaluado a lo largo
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del experimento realizandose las modificaciones correspondientes para mantener la

estabilidad de la respuesta. Estas caracteristicas del RNAB se encuentran de acuerdo con lo

esperado respecto a los datos bibliograficos (Chung et al. 1987, Chiang et al 1989, Zhang et

al. 1998). La respuesta evocada por la estimulacion de los incisivos inferiores es eliminada

por la seccion bilateral de la pulpa dental a nivel de la papila dentaria, no asi aquella

inducida por la estimulacion del labio inferior (figura 2). Demostrandose de esta manera

que el RNAB se debe a la estimulacion de la pulpa dental y no a la difusion de comente a

estructuras cercanas, como el periodonto, inervadas por fibras no nociceptivas. La

estimulacion del labio inferior se utilizé como control positivo para constatar que durante la

seccion de la pulpa dental no se lesiond inespecificamente el nervio maxilar inferior que

inerva el periodonto.

FIGURA 2 04 - Seccion pulpa Seccion pulpa
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Seccion bilateral de la pulpa dental a nivel de la papila dentaria, el
estimulo en el labio inferior se utilizo para controlar de la integridad del nervio maxilar
inferior luego de la seccion. Las barras representan la media + sem de la amplitud pico
a pico de la repuesta electromiografica de cada musculo digastrico evocada por la
estimulacion de la pulpa dental. Se indican las diferentes corrientes de estimulacion asi
como el sitio de aplicacion, antes y después de la transeccion de la pulpa.
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Efectos de la estimulacion eléctrica del estriado

La estimulacion eléctrica de determinadas zonas del estriado fue capaz de modular
tanto la amplitud como la latencia del RNAB. La mayor parte de los sitios estimulados
tuvieron como resultado una disminucién en la amplitud de la respuesta EMG y un
aumento en la latencia (figura 3). La corriente media necesaria para producir mhibiciones

mayores al 70 % fue de 59,1 £2,2 uA, mientras que el umbral para la inhibiciéon del RNAB
mediada por la estimulacion estriatal fue de 26,3 £5,7uA (n=31).

FIGURA 3 3
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Tiempo en segundos

Inhibicién del RNAB por estimulacion eléctrica del estriado, en un caso
representativo, con un intervalo C-T de 20 mseg. Cada punto es la media tsem de 5
mediciones consecutivas. Las flechas vacias indican el inicio y el fin de la
estimulacion eléctrica. Los insets muestran registros EMG representativos de cada
caso. Con una flecha negra se sefiala el estimulo dentario, la primera defleccion
corresponde al artefacto de estimulacién y la segunda al RNAB. En este caso se
muestra el registro ipsilateral.
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La estimulacion unilateral del estriado en los sitios inhibitorios fue capaz de disminuir
la amplitud del RNAB de manera bilateral. No se observaron diferencias significativas
entre el digastrico ipsilateral y el contralateral, en cuanto a los valores umbrales para el
efecto inhibitorio mediado por la estimulacion eléctrica del estriado y el porcentaje de
mhibicidn de la respuesta (no se muestran los resultados). No se observo ningun efecto en
estimulaciones simuladas en las que se descendia el electrodo en la posicion a estudiar sin
aplicar corriente eléctrica. La estimulacion del estriado por si sola no tuvo efecto sobre la
actividad del musculo digastrico registrada mediante el EMG.

Se evaluo el curso temporal de la inhibicion producida por el estimulo condicionante
en el estriado en la misma posicién en 5 animales. Se obtuvo un efecto inhibitorio maximo
con un intervalo C-T de 20 mseg (figura 4). Con intervalos C-T mayores la capacidad
inhibitoria decae lentamente al aumentar el mismo. No se encontraron diferencias

significativas con respecto al control al utilizar intervalos C-T mayores a 80 mseg.

FIGURA 4 120
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inicial final
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Curso temporal del efecto inhibitorio estriatal para diferentes intervalos
C-T. Cada punto representa la mediatsem de 7 ensayos en sitios similares en 5 ratas.
Cada ensayo consistio en la estimulacion del estriado durante 1 minuto con una
intensidad de 48-85 pA tomandose como resultado del ensayo el promedio de la
amplitud de 50 RNAB consecutivos bajo la estimulacion estriatal (1 minuto = 50
estimulos). Los valores se expresan como % del control inicial. * = p<0,01 respecto al
control final (ANOVA de 1 via para medidas repetidas, Test de Scheffe Fs 4 = 2,72.)
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S1 bien la mayor parte de las zonas estimuladas eléctricamente en el estriado poseen
un efecto inhibitorio sobre el RNAB se encontraron también zonas facilitatorias (figura 5).
La estimulacion eléctrica en estas zonas provocé un aumento en la amplitud de la respuesta
sin presentar cambios significativos en la latencia, sin embargo se observé una tendencia de
la misma hacia valores mas bajos. Este efecto facilitador es infrecuente y se encuentra
restringido a una estrecha zona. En la figura 6 se observan los diferentes sitios estimulados
eléctricamente asi como su efecto sobre la amplitud de la respuesta evocada. La
distribucion de los sitios no es azarosa, concentrandose los sitios inhibitorios en el centro
del nicleo mientras que los sitios sin efecto se distribuyen hacia los bordes. El 42% de las
zonas estudias presentaba un efecto modulador inhibitorio sobre el RNAB evocado por el
estimulo dental, el 54% no tenia efecto y solo el 4% (2/50) tenian un efecto facilitador.

FIGURA 5 . \/—;
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Facilitacion de la respuesta del RNAB por estimulacion eléctrica del
estriado, en un caso representativo, con un intervalo C-T de 20 mseg. Cada punto es
la media +sem de 5 mediciones consecutivas. Las flechas indican el inicio y el fin de la
estimulacion eléctrica. Los insets muestran registros EMG representativos de cada
caso, con una flecha negra se sefiala el estimulo dentario.
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FIGURA 6
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Distribucién de los sitios estimulados eléctricamente en el Estriado y respuesta
inducida por los mismos. Los sitios de estimulacién se agruparon en cuatro planos,
ubicandose cada punto sobre el plano més proximo de los esquematizados.
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B Sitio sin efecto




Efectos de la estimulacion quimica del estriado

La estimulacion eléctrica actia inespecificamente activando tanto neuronas estriatales
como las fibras que atraviesan el nucleo. Para confirmar el papel del estriado en la
modulacion del RNAB y determinar correctamente las zonas involucradas, se estimularon
quimicamente, mediante microinyecciones de L-glutamato, las zonas previamente
mapeadas. La estimulacion de diferentes zonas dentro del estriado mediante un
neurotransmisor excitatorio como el glutamato confirmé y amplié los resultados obtenidos
mediante la estimulacion eléctrica. La estimulacion quimica demostré la existencia de
zonas capaces tanto de facilitar (sitio facilitatorio figura 7 A), como de inhibir (sitio
mhibitorio figura 7 B) el RNAB evocado por la estimulacion de la pulpa dental. También
se identificaron zonas de comportamiento dual (sitio bifasico, figura 7 C) y otras en las
cuales no se observo efecto (sitio sin efecto figura 7D). La microinyeccion de solvente en
las zonas capaces de modular el RNAB no tuvo ningun efecto sobre la amplitud de la

respuesta electromiografica (figura 7 D).
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Efecto de la microinyeccion de L-glutamato intraestriatal sobre la
amplitud de la respuesta EMG del misculo digastrico producido por la
estimulacion de la pulpa dental. Diferentes respuestas producidas por la
microinyeccion de L-glutamato, se observan registros representativos de respuestas
excitatorias (A), inhibitorias (B) y bifasicas (C) y sitios sin efecto (D), asi como la
respuesta debida a la microinyecciéon de solvente en un sitio capaz de modular el
RNAB (D). Cada punto representa la media + sem de 20 RNAB consecutivos
expresados como porcentaje respecto al control. La barra negra indica el momento de
la microinyeccion de L-glutamato. Los insets muestran registros EMG representativos
de cada caso, con una flecha vacia se sefiala el estimulo dentario, la primera defleccion
corresponde al artefacto de estimulacién y la segunda al RNAB.

La microinyeccion de L-glutamato en los sitios inhibitorios fue capaz de disminuir
significativamente la amplitud del RNAB inducido por estimulacion de la pulpa dental
respecto a microinyecciones de solvente (figura 8). El porcentaje de inhibicion promedio
en el pico de la respuesta es ligeramente superior al 50%. El efecto inhibitorio del

glutamato no puede atribuirse a una lesion celular, la reinyeccion (sin haber retirado la
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canula luego de la microinyeccion) produce una respuesta similar a la observada durante la

primera microinyeccion (datos no mostrados).

FIGURA 8
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Efectos inhibitorio y facilitatorio inducidos por la microinyeccion
intraestriatal de L-glutamato. Cada barra representa la amplitud media+sem del
RNAB expresado como porcentaje respecto al control, durante y después del efecto del
glutamato o del solvente. Este altimo medido en el tiempo correspondiente al pico de
respuesta para el glutamato, en 11-18 sitios estriatales inhibitorios o facilitatorios.

* =p < 0,0001 (contraste de Scheffe luego de ANOVA de una via F 45 =78,74).

El efecto del glutamato, en las zonas donde produce respuesta es rapido (TABLAI),
no observandose respuestas con latencias mayores a 6 min. No se encontraron diferencias
significativas entre las latencias para los diferentes tipos de respuesta pero si para la
duracién de las mismas. Las respuestas excitatorias resultaron significativamente mas
prolongadas que las inhibitorias (Test Student t;3 = 5.2 p<0.001). Las respuestas inhibitorias
constituyen la respuesta mas observada 38.8 % (26 de las 67 microinyecciones realizadas

en el estriado). Las respuesta facilitatorias representan el 19.4% mientras que las bifasicas
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solo el 8.9%, el resto corresponde las microinyecciones realizadas en sitios incapaces de

modular el RNAB evocado por la estimulacion de la pulpa dental.

TABLA I

Tipo de Caracteristicas de la respuesta Nimero de
e Latencia (min) Duracion (min) % de cambio microinyecciones
inhibitoria 2,1 20,6 0,86 +1,3*% -54,2 42 n=26
excitatoria 1,6 £0,2 4,9 10,7 +93.5 £11.7 n=13

bifasica 1,1 +1,3 5,0%1.,4 +81,319/-35,115 n==6

% de cambio: variacion porcentual respecto al control del RNAB evocado por la estimulacion

de la pulpa dental medido en el pico de respuesta para el efecto del glutamato
* = p<0.001, Test Student.

Los sitios inhibitorios se concentran principalmente en la zona central del nucleo,
especialmente en la region media del estriado (B+0,2mm figura 9). Las regiones anteriores
(B +1 a+1,7 mm) presentan una importante cantidad de sitios inhibitorios agrupados en la
parte central y central superior superior del nucleo. En la zona posterior del estriado (B-0,4
mm) los sitios inhibitorios se distribuyen en una estrecha franja vertical paralela al
ventriculo lateral.

Los sitios facilitatorios se distribuyen principalmente en la region media del estriado,
rodeando los sitios facilitatorios. Los sitios en los que la microinyeccion de L-glutamato no
tuvo efecto modulador se encuentran principalmente en la periferia del niicleo concordando
con lo observado en la estimulacion eléctrica. Las respuestas bifasicas, que se caracterizan
por una excitacion seguida de una inhibicion, se concentran en la parte posterior e inferior
del nucleo en la region cercana al GP (bregma -0,4mm), sin embargo se encontraron

algunos sitios capaces de inducir este tipo de respuesta dispersos a lo largo del estriado.



FIGURA 9

Distribucion de los sitios donde se microinyecté L-glutamato en
el Estriado y respuesta inducida por las mismos.
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» CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo demuestran que la estimulacion unilateral del estriado es
capaz de modular bilateralmente el reflejo nociceptivo de apertura bucal evocado por la
estimulacion eléctrica de la pulpa dental en ratas anestesiadas. La estimulacion, tanto eléctrica
como quimica, de determinados sitios dentro del nacleo tiene un marcado efecto inhibitorio
sobre el RNAB. Habitualmente se asume que este reflejo, medido a partir de la respuesta
electromiografica en el musculo digastrico, evocado por un estimulo supraumbral y
controlando la no difusion de corriente eléctrica mas alla de la pulpa dental, constituye un
modelo puro de una respuesta nociceptiva mediada por aferencias trigeminales (Mason et al.
1985). Nuestro trabajo sugiere que el estriado no estaria solo involucrado en la nocicepcion
(Chudler et al. 1993 y Chudler 1998), sino también en los mecanismos moduladores de la
misma. Esto concuerda con los resultados obtenidos por 3W, en los cuales, la estimulacion
eléctrica del nucleo caudado en monos puede reducir la respuesta de escape ante un estimulo
nocivo sin alterar la abilidad motora.

Nuestras observaciones ponen en evidencia la importancia que tiene el sitio de estimulacion
dentro de un nucleo de gran tamafio como el estriado. La mayor parte de los trabajos
farmacologicos realizados para evaluar el papel del estriado en la nocicepcion no contemplan
este factor, considerando al nicleo como homogeneo (Chudler y Dong 1995). Esto podria
explicar las diferencias en los resultados obtenidos por los diferentes grupos en cuanto al
posible papel antinociceptivo - analgésico del estriado. En nuestro estudio se llevo a cabo un
estudio topografico abarcando la mayor parte del estriado, pudiendo identificarse regiones con
efectos opuestos, asi también como zonas incapaces de modular el RNAB. Este estudio
involucrd el mapeo mediante dos técnicas de estimulacion distintas (estimulos eléctricos y
quimicos) lo que permiti6 comparar las diferentes zonas demarcadas por las mismas. Las
regiones delimitadas mediante las dos metodologias se superponen en la mayoria de los sitios.
Sin embargo, en algunas regiones la estimulacion eléctrica resulto efectiva mientras que la
microinyeccion de L-glutamato no modifico la amplitud de la respuesta. Esto se debe
probablemente a la estimulacion de fibras de pasaje al aplicar un estimulo eléctrico, no siendo
estas estimuladas por el glutamato que ejerce su efecto sobre receptores dendriticos y

somaticos. Es de esperar, en cuanto a la estimulacion eléctrica, que si el estimulo



condicionante se aplica mucho tiempo antes sea incapaz de modificar la respuesta evocada
por el estimo test. Esto se observa claramente al evaluar el curso temporal de la inhibicion
producida por el estimulo condicionante aplicado en el estriado, en donde se observa un
efecto inhibitorio maximo con un intervalo C-T de 20, disminuyendo la capacidad
inhbitoria al aumentar la separacion temporal entre los dos estimulos. Los valores umbrales
asi como las latencias obtenidas para el RNAB se corresponden con los descriptos en la
literatura (Chung et al. 1986, Zhang et al. 1998). La disminucion en la amplitud de la
respuesta electromiografica lograda al estimular las zonas inhibitorias se ve acompafiada por un
aumento en la latencia. La asociacion entre una disminucion en la amplitud y un incremento en
la latencia habia sido observado en otros trabajos (Chiang et al. 1989).

Al analizar las respuestas al L-glutamato encontramos que, si bien el efecto predominante
es el inhibitorio, existen sitios capaces de facilitar el reflejo. Ademas, se identificaron sitios con
un efecto bifasico, excitatorio - inhibitorio, sobre la amplitud de la respuesta. Este efecto
podria entenderse en funcion de la difusion del glutamato a sitios excitatorios e inhibitorios
cercanos entre si. La respuesta en estos casos seria la suma de la accion de sitios de efecto
contrapuesto. Esta explicacion resulta particularmente adecuada para los sitios dispersos
(bregma +1 y + 0,2 mm) ya que estos se encuentran proximos tanto a sitios excitatorios como a
inhibitorios. Sin embargo, no resulta convincente para la region posterior en la cual los sitios
bifasicos se distribuyen en toda en la zona ventral. Se acepta abitualemte que la difusion de
glutamato queda limitada a una esfera de aproximadamente 1 mm de diametro, al microinyectar
0.5 pl de una solucion del mismo y en condiciones experimentales similares a las utilizadas.

De esta manera, los resultados obtenidos proveen evidencia comportamental acerca del
posible papel del estriado en los mecanismos moduladores de las aferencias nociceptivas a
nivel trigeminal. Si bien hemos confirmado la capacidad antinociceptiva del estriado no puede
demostrarse su participacion en los sistemas de analgesia endogena. Para comprender el
mecanismo por el cual el estriado estaria actuando es necesario realizar estudios adicionales,
disefiado experimentos destinados a distinguir efectos motores de sensoriales. Resultados
preliminares de nuestro grupo indicarian un efecto antinociceptivo mediado por la inhibicion de
las neuronas sensoriales en el nucleo caudal del trigémino, indicando la participacion del

estriado en los mecanismos de analgesia endogena (experimentos en curso).
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