DEPARTAMENT D’ANATOMIA | EMBRIOLOGIA
HUMANA

PAPEL DEL NUCLEO PARABRAQUIAL LATERAL EN LOS
CIRCUITOS TANTO NOCICEPTIVO COMO
ANTINOCICEPTIVO DE LA RATA

M2 CARMEN BLASCO AUSINA

UNIVERSITAT DE VALENCIA
Serveli de Publicacions
2009



Aguesta Tesi Doctoral va ser presentada a Valencia el dia 27 de
mar¢ de 2009 davant un tribunal format per:

- Dr. Francisco Martinez Soriano
- Dra. Veronica Piera Lluch

- Dr. Alberto Prats Galino

- Dra. Aurora Bilbao Soto

- Dr. Luis Estai Yago

Va ser dirigida per:
Dr. Tomas Hernandez Gil de Tejada
Dr. Alfonso Amador Valverde Navarro

©Copyright: Servei de Publicacions
M2 Carmen Blasco Ausina

Diposit legal: V-1032-2010
1.S.B.N.: 978-84-370-7567-9
Edita: Universitat de Valencia

Servei de Publicacions
C/ Arts Grafigues, 13 baix
46010 Valéncia
Spain
Teléfon:(0034)963864115



VNIVERSITAT (7] I VALENCIA
Facultat de [\f]edicina i (Jdontolagia

PAPEL DEL NUCLEO PARABRAQUIAL LATERAL
EN LOS CIRCUITOS TANTO
NOCICEPTIVO COMO ANTINOCICEPTIVO
DE LA RATA

TESIS DOCTORAL

presentada por:
M2Carmen Blasco Ausina

dirigida por:

Prof. Dr. Tomas Hernandez Gil de Tejada
Prof. Dr. Alfonso A. Valverde Navarro

Valencia, 2008

I



UNIVERSIDAD DE VALENCIA
Facultad de Medicina y Odontologia

“PAPEL DEL NUCLEO PARABRAQUIAL LATERAL
EN LOS CIRCUITOS TANTO
NOCICEPTIVO COMO ANTINOCICEPTIVO
DE LA RATA”

TESIS DOCTORAL

Presentada por

M2Carmen Blasco Ausina

Dirigida por

Dr. Tomas Hernandez Gil de Tejada
Dr. Alfonso Amador Valverde Navarro

2008

II



“PAPEL DEL NUCLEO PARABRAQUIAL LATERAL
EN LOS CIRCUITOS TANTO
NOCICEPTIVO COMO ANTINOCICEPTIVO
DE LA RATA”

Trabajo de investigacion que presenta

M*CARMEN BLASCO AUSINA

Para optar al grado de

Doctora
por la Universidad de Valencia.

Dirigido por los doctores

Tomas Hernandez Gil de Tejada
Profesor Titular de Universidad

y

Alfonso Amador Valverde Navarro
Profesor Titular de Universidad

Realizado en el:

Departamento
de Anatomia y Embriologia Humana
Universidad de Valencia

Septiembre 2008

VALENCIA

III



VNIVERSITAT

D VALENCIA
Facultat de [\fJedicina i (Jdontologia

Departament d’Anatomia i Embriologia Humana

Tomas Hernandez Gil de Tejada y Alfonso Amador Valverde
Navarro, Profesores Titulares de Universidad, ambos del
Departamento de Anatomia y Embriologia Humana de la
Universidad de Valencia.

HACEMOS CONSTAR:

Que M*Carmen Blasco Ausina ha realizado bajo nuestra direccion
el trabajo de su Tesis Doctoral “Papel del Nucleo Parabraquial
Lateral en los Circuitos tanto Nociceptivo como Antinociceptivo de
la Rata”

Y para que asi conste y surta efectos oportunos, firmamos la
presente en Valencia a 10 de Septiembre de 2008.

Tomas Hernandez Gil de Tejada Alfonso Amador Valverde Navarro

v



A Alfonso
A Mireia, Irene y Alfonso



Agradecimientos

La costumbre “literaria” de expresar agradecimientos al terminar
la Tesis Doctoral cobra sentido cuando el trabajo escrito ha sido
finalizado. Pero la felicidad es un estado de animo efimero y se podrian
arrojar dudas sobre la “durabilidad” del estado de gratitud que generan.
No se dude del mio. La deuda que tengo con las personas que
enumeraré a continuacion rebasa sobradamente su relacion puntual
con esta tesis doctoral.

Quiero agradecer, en primer lugar, al Departamento de Anatomia
y Embriologia Humana de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Valencia, el haberme facilitado en todo momento el uso de su
infraestructura, sin la que hubiera sido imposible llevar a cabo este
trabajo.

A los Directores de la Tesis, los Dres. Tomas Hernandez Gil de
Tejada, quien me dio la oportunidad de realizar este trabajo, y Alfonso
Amador Valverde Navarro, quien tanto me ha ayudado y me ha
ensenado. Quiero agradecerles su dedicacion, ya que he podido contar
con ellos en todo momento para aconsejarme y apoyarme.

Al Dr. Francisco Martinez Soriano, Director del Departamento, y a
la Dra. Amparo Ruiz Torner, por la ayuda, la colaboracion y los animos
prestados para la realizacion de este trabajo.

Al Dr. Vicent Teruel Marti y a Ana Cervera Ferri, también por su
desinteresada y siempre disponible colaboracion.

También expresar mi agradecimiento por su ayuda en el
laboratorio al Dr. Francisco Olucha Bordonau, asi como a Rocio Munoz
Izquierdo y Maria del Castillo Calatayud Sarthou.

Una mencion especial, por su ayuda para aplicar y descifrar la

estadistica, al Dr. Francisco Montes Suay, del Dpto. de Estadistica e
Investigacion Operativa de la Facultad de Ciencias Matematicas.

VI



INDICE

01.-INTRODUCCION

1.-Importancia del dolor
1.1.-Tipos de dolor

2.-Sustrato anatoémico de la trasmisién nociceptiva
2.1.-Receptores
2.2.-Fibras nerviosas
2.3.-Asta posterior o dorsal de la médula
2.4.-Vias ascendentes

3.-Sistema de control endégeno de la trasmisiéon nociceptiva
3.1.-Sustancia gris periacueductal (PAG)
3.2.-La Region rostral y ventromedial del bulbo raquideo (RVM)
3.3.-Ntcleo parabraquial (PB)

4.-El proto-oncogén c-fos
4.1.-Oncogenes y proto-oncogenes
4.2.-Proto-oncogén c-fos
4.3.-Empleo del proto-oncogén c-fos como marcador celular de
actividad neuronal

S.-Analgésia Preventiva
5.1.-Dolor post-quirargico

6.-El metamizol
6.1.-Farmacocinética
6.2.-Farmacodinamia
6.3.-Acciones farmacoloégicas
6.4.-Efectos secundarios

6.5.-Interacciones farmacologicas
6.6.-Indicaciones terapeuticas

7.-La Morfina
7.1.-Farmacocinética
7.2.-Farmacodinamia
7.3.-Acciones farmacolégicas

7.4.-Efectos secundarios
7.5.-Interacciones farmacologicas

02.-PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.-Justificacion

2.-Objetivos

03.-MATERIAL Y METODOS
1.-Animal de experimentacion
2.-Grupos experimentales
3.-Anestesia y perfusiéon
4.-Obtencion de los cortes

VII

10
11
14
15
18

21
24
28
30

36
36
39

42

43
44

46
46
47
51
51
52
52

53
53
55
55

55
56

59

61

65

69

71

72

75

77



5.-Revelado inmunocitoquimico del proto-oncogén c-fos
6.-Montaje de cortes
7.-Seleccion de los niveles de estudio

8.-Protocolo para la tincién de los cortes con violeta de cresilo
(tincion de Nissl)

9.-Protocolos para el estudio histoquimico del PB
9.1.- Protocolo para la deteccién histoquimica de la NADPH-diaforasa
(NADPHJ)
9.2.- Protocolo para la deteccién histoquimica de la Acetilcolinesterasa
(AchE)

10.-Obtencion de los patrones de distribuciéon de las neuronas
Fos-positivas

11.-Obtencion de imagenes digitalizadas de las preparaciones

12.-Analisis estadistico de los datos
12.1.-Analisis global
12.2.-Analisis parciales

04.-RESULTADOS
1.-Consideraciones generales

2.-Estudio descriptivo
2.1.-Subdivisiones de la porcion lateral del ntcleo
parabraquial
2.2.-Grupo control simulado (CS)
2.3.-Grupo control morfina (CM)
2.4.-Grupo control metamizol (CN)
2.5.-Grupo dolor somatico (DS)
2.6.-Grupo dolor visceral (DV)
2.7.-Grupo morfina+dolor somatico(MS)
2.8.-Grupo metamizo+dolor somatico (NS)
2.9.-Grupo morfina +dolor visceral (MV)
2.10.-Grupo metamizol+dolor visceral(NV)

3.-Estudio estadistico

3.1.-Analisis global

3.2.-Analisis parciales
3.2.1.-Analisis parcial dolor: CS, DS y DV
3.2.2.-Analisis parcial analgesia: CS, CM y CN
3.2.3.-Analisis parcial analgesia+dolor somatico: DS, MS y NS
3.2.4.-Analisis parcial analgesia+dolor visceral: DV, MV y NV
3.2.5.-Anexo I: Analisis parcial dolor
3.2.6.-Anexo II: Analisis parcial analgesia
3.2.7.-Anexo III: Analisis parcial analgesia+dolor somatico superficial
3.2.8.-Anexo III: Analisis parcial analgesia+dolor visceral

0.5.-DISCUSION
1.-Consideraciones metodolégicas

2.-Expresioén basal de c-fos en la porcion lateral de PB

VIII

78

79

80

82

84

84

85

86

86

87
87
88

91

91

94

94

99
106
114
123
143
154
163
172
180

189
189
195
196
200
204
208
212
214
214
215

217

219

222



3.-Respecto al papel de la porcién lateral del PB en el circuito nociceptivo
4.-Respecto al papel de la porcién lateral de PB en el circuito antinociceptivo

S.-Respecto al papel de la porcién lateral del PB en el mecanismo de accion

del metamizol

6.- Respecto al papel de la porcion lateral del PB en el mecanismo de acciéon

de la morfina

06.-CONCLUSIONES

07.-BIBLIOGRAFiIA

IX

225

235

241

245

249

253



B e

=

ANDREAE VESALII @
ERVXELLENSIS, SCHOLARE "'
medicorum Patauinze profefloris,de
Humanicorporis fabrica
Libri feptem.

MR CalliarumBegis,ac Senatus Fenetigras
tia oy privlegio,ve in diplomais coyunden continetur. S

__

B A S 1 L E AE-



INTRODUCCION 1

01 INTRODUCCION

M2CARMEN BLASCO AUSINA TESIS DOCTORAL



2 INTRODUCCION

EENDRE AE VES A

BRVXELLENSIS, PE HVMANI CORPO-

RIS FABRICA LIBER PRIMVS, LI5S QWVEER
uniuer{um corpus fuftinentac fuffulciunt,quibus omnia
ftabiliuntur & adnafcuntur dedicatus,

M>CARMEN BLASCO AUSINA TESIS DOCTORAL



INTRODUCCION 3

1.-IMPORTANCIA DEL DOLOR

lo largo de la historia de la humanidad, no encontramos
ninguna €época en la que el hombre no se haya enfrentado al
problema del dolor, intentando darle una explicacion y,

sobretodo, aliviarlo.

El tratamiento del dolor se ha visto influenciado, inevitablemente, por
el pensamiento filosofico y cientifico de cada época. En la Grecia clasica,
Aristoteles definio el dolor como "pasion del alma". La medicina aristotélica
veia al hombre como un “Unico Complejo”, y sugeria como remedio
terapéutico, por falta de conocimientos anatomo-fisiolégicos, la curacion
global de la “Entidad Hombre”, mas que el estudio analitico del 6rgano o
aparato por separado. Del mismo modo, Platéon en el s. IV a. de C. planteo
que era un error muy difundido entre los seres humanos aquél de querer
iniciar la curacion del cuerpo y del espiritu de forma separada. Este
concepto estuvo en auge hasta la gran revolucion cultural del
renacimiento, durante la cual se instaur6é la racionalizacion de la

interpretacion segun el método de Descartes. De ella deriva directamente

M2CARMEN BLASCO AUSINA TESIS DOCTORAL



4 INTRODUCCION

la medicina moderna, mecanicista y rica en estudios experimentales, en la
cual cobra importancia ya no el 6rgano individual, sino los procesos
biolégicos, pudiendo actualmente operar sobre ellos incluso a nivel

molecular.

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP), definié el
dolor como “una experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada a
una lesion real o potencial de algun tejido, o descrita en funcién de dicho

dano”.

El dolor es un fenémeno que posee cuatro componentes:

a) sensoriales y discriminativos, gracias a los mecanismos
neurofisiologicos de percepcion del dolor;

b) afectivos, que unen la emocion a la percepcion sensorial;

c) cognitivos, que elaboran la compresion de la experiencia dolorosa
en si;

d) comportamentales, que se manifiestan por los gestos y las actitudes

frente al dolor.

El dolor, ademas de tener una dimension individual tiene una
importante repercusion social y econdémica, olvidada en ocasiones por la
opinion publica pero que, sin embargo, genera elevados costes tanto
directos (gastos por asistencia sanitaria, por compensacion econéomica por
enfermedad, incapacidades, etc.) como indirectos (por falta de ganancias
para el trabajador autonomo, por dano econoémico por incapacidad en el
trabajo del hogar, por falta de ganancias del estado por la disminucion o
cese de la actividad en el trabajo, etc.), siendo estos ultimos el doble de los

directos.

En las sociedades occidentales la demanda de medicamentos o

técnicas antialgicas no ha dejado de incrementarse. Se han producido
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INTRODUCCION 5

algunos avances en la terapia del dolor pero la lista de medicamentos
analgésicos, tanto mayores como menores, no han experimentado ninguna

modificacion relevante desde hace muchos anos.

La atencion al dolor de los enfermos paliativos ha mejorado mucho y
los médicos de atencion primaria dedican cada vez mas esfuerzos a que

sus pacientes terminales no sufran dolor.

Los pacientes acuden a nuestras consultas presentando dolor por
muy diversas causas: dolor post-operatorio, oncologico, neuropatico, post-
traumatico, musculo-esquelético, visceral, dental, cefaleas, psiquico, etc.
Los pacientes con algias cronicas y terminales son remitidos a su domicilio

donde son seguidos por su médico de cabecera.

Las consultas de los médicos de familia estan llenas de pacientes con
diversas enfermedades cuyo unico sintoma es el dolor y el reto planteado a

la medicina de atencion primaria es encontrarles solucion.

Mas de la mitad de la poblacion Espanola (el 54,9%) ha padecido
algtin tipo de dolor reumatico, traumatolégico, otorrinolaringolégico, dental
o menstrual en los ultimos meses. Este porcentaje se eleva al 61,5% si
incluimos las cefaleas y otros tipos de dolores (oncologicos,
postoperatorios, terminales, etc.). La prevalencia del dolor es
significativamente mas alta en las mujeres y en las edades avanzadas

(Rabasa Asenjo, 1998).

El 80% de las personas que padecen algun tipo de dolor toman
medicacion, y la mayoria de las prescripciones de analgésicos se realizan

en Atencion Primaria (72% aproximadamente) (Aliaga, 1996).

El dolor cronico y dentro de éste, el dolor articular tiene gran

relevancia social. Segiin Banios y Bosch (1994), en 1990 la prevalencia de

M2CARMEN BLASCO AUSINA TESIS DOCTORAL



6 INTRODUCCION

raquialgias fue del 23% y de artralgias del 14% de todos aquellos pacientes
con dolor. La localizacion preferente fue en las extremidades (31%),
espalda (25%) y cabeza (15%). Todas estas circunstancias conllevan un
aumento de las consultas de Atencion Primaria en busca de remedios
inmediatos que mitiguen el dolor, asi como un elevado nimero de bajas
laborales e incapacidades. Sin embrago, no todos los tipos de dolor
generan una visita médica; asi las personas con dolores de tipo
traumatologico (60%) y reumatico (59%) son las que mas acuden al
meédico, mientras que el dolor menstrual tan sélo lo hace en un 24% de las

ocasiones.

Desde un punto de vista personal es muy importante la interferencia
en la vida familiar, social y laboral que generan los dolores cronicos asi
como sus repercusiones psicologicas en los que sufren dolor. En nuestro
pais, el dolor reumatico y el traumatologico son los mas invalidantes,
siendo los menos invalidantes los dolores dentales. El tipo de dolor que
mas requiere guardar cama (hasta en un 26% de los casos) es el producido
por infecciones, mientras que los que mas absentismo laboral generan son

los dolores originados por traumatismos.

En 1980 Bonica revis6 la incidencia y caracteristicas de las
enfermedades en las cuales el dolor severo es el sintoma predominante. Si
combinamos estos hallazgos con los obtenidos por el Instituto Nacional de
Salud (EE.UU.), se concluye que una tercera parte de los americanos
presentaron en 1980 dolor que requirié terapéutica farmacologica. De
hecho, mas de 50 millones de personas en Estados Unidos sufrieron
incapacidad parcial o total por este motivo con periodos que oscilaron
entre dias, semanas o meses. Se calcula que el coste social por estos
conceptos fue en 1983 de 90 millones de dolares (Chapman y Bonica,

1983).

M2CARMEN BLASCO AUSINA TESIS DOCTORAL



INTRODUCCION 7

La Bristol-Myers Company financié un estudio, que se publicé como
“Nuprin Pain Report” en 1985 y estos fueron los tipos de dolor que
sufrieron los americanos 1 6 mas dias al ano: cefaleas (73%), lumbalgias
(56%), dolores musculares (53%), dolores articulares (51%), dolor de
estomago (46%), dolores pre o menstruales (40%), dolor dental (27%), otros

(6%).

En el estudio realizado en 1985 por Esternbach sobre la prevalenciay
el coste del dolor en EE.UU. se calculo que los gastos originados por esta
causa suponian un 2,8% del PIB. En otros trabajos se acepta como cifra
adecuada para valorar el coste del dolor en los paises industrializados el

2,2% del PIB (Vidal, 1987).

La incidencia y duracion del dolor agudo son dificiles de establecer.
Multiples revisiones y observaciones clinicas indican que en un solo ano
un 40% de la poblacion mundial experimenta dolor severo en un periodo
de tiempo que oscila entre horas o varias semanas (Benedetti y Chapman,

1990).

Resumiendo, desde el punto de vista epidemiologico, dos de cada tres
personas que acuden al médico es por dolor; un tercio de la poblacion de
paises industrializados padece dolor; en el mundo occidental 50.000.000
de visitas médicas son por dolor de espalda y 25.000.000 por cefaleas; y el
60 a 80% de pacientes oncologicos avanzados presentan dolor (Romero,
1992). Asimismo, desde el punto de vista econémico, en Espana, el coste
en productividad se calculo (utilizando datos de 1980) en un 2,5% del PIB,
lo que podria representar unos 4.560 millones de euros (760.000 millones
de pesetas) al ano, destacando el dato de que los dias perdidos por baja
laboral a causa del dolor son mas que por huelgas y, sin embargo, no

llama tanto la atencion (Vidal, 1987).

Para concluir y como muestra de la repercusion socio-econémica del

M2CARMEN BLASCO AUSINA TESIS DOCTORAL



8 INTRODUCCION

dolor en nuestro pais, en el Libro Blanco sobre el Dolor, publicado en
1998, con el objeto de conocer y describir la situacion actual del dolor en
la practica diaria del médico en Atencion Primaria se destacaban como
conclusiones:

- El alto porcentaje de personas con dolor en los dos ultimos meses: era
del 55% de los entrevistados.

- El 80% de los entrevistados que padecian dolor tomaban medicinas,
siendo soélo el 56% prescritas por el médico.

- Habia un 43% de automedicacion, 41% de incumplimiento terapéutico y
otro 41% de abandono del tratamiento.

- Los encuestados se manifestaban altamente afectados en su calidad de

vida por el dolor, sobre todo las mujeres.

1.1.-Tipos de Dolor.

Existen multitud de clasificaciones del dolor segun el criterio utilizado
para tal fin. El dolor puede ser agudo (menos de 6 meses de evolucion) o
cronico (mas de 6 meses evolucion). Este ultimo presenta un manejo
dificultoso, ya que, su origen no soOlo es organico sino que esta
influenciado en muchas ocasiones por factores psicologicos que hacen que
su abordaje no soélo se trate con analgésicos, sino que también tengamos

que utilizar farmacos psicotropos asi como ayuda psicologica.

Nosotros, sin embargo, queremos destacar aquélla que emplea como
criterio de clasificacion del dolor el origen o procedencia de la informacion
nociceptiva, es decir, la localizacion anatomica de los nociceptores
activados, lo cual nos permite hablar de tres tipos de dolor (Montrone y

cols., 1992):

1) El1 dolor somatico superficial o cutaneo: es la sensacion

dolorosa advertida a nivel de la piel. Puede ser provocado por estimulos

M2CARMEN BLASCO AUSINA TESIS DOCTORAL



INTRODUCCION 9

térmicos, mecanicos, eléctricos o quimicos. Es un dolor de localizacion
muy precisa. Cuando el estimulo tiene una duracion corta, la sensacion
que se percibe suele ser punzante, mientras que, si la estimulacion es
larga, determina una sensacion sorda, urente, independientemente de la
causa etiologica.

2) El dolor somatico profundo: tiene su origen a nivel de
estructuras del sistema musculo-esquelético, como son los tendones,
ligamentos, articulaciones y periostio. Este tipo de dolor, mas difuso y peor
localizado que el dolor somatico superficial o cutaneo, es de caracteristicas
intermedias entre el dolor somatico superficial y el dolor visceral, siendo
mas sordo e indefinido cuanto mas profunda se halla la estructura
anatomica afectada, y de caracteristicas mas proximas al dolor somatico

cutaneo cuanto mas superficial se encuentre.

lémina tegmentaria

tdmina alar \
//

raiz donaIZ}_.(\ﬁ:T?}\

ganglio vertebral

lémina basal

raiz ventral nervio espinal

Fig. 1.1.- Esquema de un embrién de 5 semanas en el que se muestra la distinta
procedencia de las estructuras inervadas por las fibras sensitivas encargadas de recoger
el dolor somadtico superficial (ectodérmica), el dolor somdtico profundo (mesodérmica) y el
dolor visceral (endodérmica). Tomado de Montrone y cols. (1992).

3) El dolor visceral: se origina en las visceras y organos internos
cuando éstos son irritados. Es el dolor de localizacion mas vaga e
indeterminada de los tres. Se describe, por tanto, como profundo, mal

localizado, no bien definido, que suele irradiarse y acompanarse de reflejos

M2CARMEN BLASCO AUSINA TESIS DOCTORAL



10 INTRODUCCION

autonomos (sudoracion, variacion de la presion arterial y la frecuencia
cardiaca, nauseas...). Es tipicamente mordiente o colico cuando se debe a
la obstruccion de una viscera hueca y sordo, agudo o pulsatil cuando se
debe a la afectacion de las capsulas de los o6rganos o del mesenterio.
Aparece como producto de la compresion, falta de riego vascular o el

estiramiento de estructuras viscerales.

2.-Sustrato Anatomico de la Transmision

Nociceptiva.

ualquier tipo de sensibilidad requiere unos receptores que
capten los estimulos originales, unas fibras nerviosas que
trasladen la senal recibida en forma de impulso nervioso hasta
la médula, y unas vias ascendentes que conduzcan esta informacion hasta
centros supraespinales y desde éstos hasta la corteza cerebral, donde la
sensacion dolorosa se hara consciente y, en consecuencia, sera integrada

como tal.

Esta sistematizacion nos lleva a considerar, en primer lugar, los
receptores sensoriales, para luego describir las fibras nerviosas aferentes
primarias, la organizacion del asta posterior de la médula, los fasciculos

ascendentes y, por Ultimo, los centros nerviosos superiores.

Los datos aportados han sido obtenidos por diversos autores en
diferentes especies de mamiferos tales como la rata, el gato o el mono,
coincidiendo practicamente con los resultados observados en el hombre.
De este modo, y aunque con las reservas evidentes, vamos a considerar los
datos siguientes como representativos de la organizacion anatomica de la

transmision nociceptiva de los mamiferos.

M2CARMEN BLASCO AUSINA TESIS DOCTORAL
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2.1.- Receptores.

Basicamente existen cinco tipos de receptores sensoriales (Muriel y
Madrid, 1993): los termorreceptores, capaces de reconocer cambios de
temperatura; los mecanorreceptores, capaces de responder ante
deformaciones mecanicas del receptor; los quimiorreceptores, encargados
de reconocer las sensaciones gustativas y olfatorias, asi como los niveles
de oxigeno o dioxido de carbono en la sangre; los receptores
electromagneéticos, capaces de responder a la luz que llega a la retina; y los
nociceptores, capaces de reconocer el dano tisular, ya sea por una lesion
fisica o quimica. Cada tipo de receptor es sumamente sensible a un tipo de
estimulo especifico, a la vez que practicamente insensible al resto de
estimulos. Por ejemplo, los receptores nociceptivos de la piel casi nunca se
estimulan con el tacto o la presion habituales, pero si se activan cuando
los estimulos tactiles se vuelven lo bastante intensos como para lesionar
los tejidos. Otra caracteristica especial de todos los receptores sensoriales
es que, después de cierto tiempo, se adaptan parcial o totalmente a los
estimulos. Los receptores de adaptacion parcial o receptores tonicos son
aquellos que se adaptan poco o se adaptan muy lentamente al estimulo.

Dentro de esta categoria estarian incluidos los nociceptores.

Los nociceptores o receptores encargados de recoger la informacion
de naturaleza dolorosa, fueron definidos por Sherrington (1906) como
aquellos receptores sensoriales capaces de informar sobre la existencia de
un dano o sobre la amenaza de que éste se fuera a producir. Son, del
mismo modo que los termorreceptores, terminaciones nerviosas libres que
no parecen tener una estructura de receptor especifico como en el caso de
otros tipos de receptores (Besson y Chaouch, 1987; Montrone y cols.,

1992; Adams y Victor, 1992; Muriel y Madrid, 1993; Willis y cols., 1995).
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Mecanoreceptores Corpusculos de
Tactil (piel sin pelo)
Meissner
Receptores
Tactil (piel con pelo)
foliculopilosos
Receptores de Merkel Presion
Corpusculos de Pacini Vibracion
Posicion y movimiento de
Husos musculares las extremidades
(cinestesia)
Nociceptores A-delta mecanicos
(terminaciones Dolor a un pinchazo
nerviosas libres)
C-polimodales
(terminaciones Lesion tisular
nerviosas libres)
Termoreceptores | Corpusculos de Ruffini Calor
Corpusculos de Krause Frio

Tabla 1.1.- Clasificacién de los receptores somatosensoriales.

Estas terminaciones corresponden a fibras nerviosas de tipo A6,

escasamente mielinizadas, o de tipo C, amielinicas. Ambos tipos de

nociceptores se han encontrado en las capas superficiales de la piel

(encargados de recoger el dolor somatico superficial), en musculos,

periostio y superficies articulares (donde recogerian el dolor somatico

profundo) y en diferentes estructuras anatomicas como la hoz y tienda del

cerebelo, corazon, pleura, cavidad abdominal, vesicula biliar y testiculos

(origen del dolor visceral) (Muriel y Madrid, 1993).
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Piel Piel
<« vellosa — —»< —— lampina —,
: Rebordes papilares

s > A

Capa

cornea

, St‘ptos ‘

iy . . . Epidermis
Union epidermis-dermis

Receptor de Merkel -

Corpusculo de Meissner ———
o ) . Dermis
lerminacion nerviosa NS X Nt - --

. — : N\ o R
descubierta N S50 5 .
Plexo subpapilar

Receptor del pelo

Corpusculo N 7 ;)
de Ruffini X
| Corpflstulo/
| de Pacini

Fig. 1.2.- La morfologia de los receptores sensoriales somdaticos periféricos en la piel
pilosa (izquierda) y en la piel sin pelos o lampirio (derecha). Adaptado de Light y Perl,
1984.

El mecanismo por el cual se estimulan las terminaciones nerviosas
libres nociceptoras no se conoce con exactitud, pero parece ser que varia
segun el tejido afectado. Mientras que los estimulos dolorosos que suelen
actuar sobre la piel son, generalmente, pinchazos, cortes, pellizcos,
aplastamientos, quemaduras o congelaciones, en el tracto gastrointestinal
el estimulo algésico suele ser de tipo inflamatorio o por distension o
espasmo de la musculatura lisa. En la musculatura estriada (esquelética o
cardiaca) son la isquemia o la contraccion prolongada las causantes del
estimulo doloroso, mientras que en las articulaciones lo son la inflamacion
o las inyecciones salinas hipertonicas (Besson y Chaouch, 1987; Muriel y
Madrid, 1993). Por todo ello, actualmente se tiende a aceptar la existencia
de tres tipos de nociceptores, segin la naturaleza del estimulo algésico
(Muriel y Madrid, 1993): los mecanonociceptores de alto umbral, activados
preferentemente por pellizcos o pinchazos; los nociceptores térmicos, que
responden ante temperaturas que podrian resultar lesivas; y los
nociceptores polimodales, capaces de responder a la presion, la

temperatura, estimulos quimicos, etc...
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En circunstancias normales estos receptores estan inactivos, pero si
la cantidad de energia que perciben es lo suficientemente intensa se

despolarizan y transmiten la sensacion de dolor (Muriel y Madrid, 1993).

2.2.- Fibras Nerviosas.

Como ya hemos senalado anteriormente, el estimulo originado en los
nociceptores, se transmite hasta la médula a través de dos tipos de fibras
nerviosas: las fibras Ad, escasamente mielinizadas, de entre 2-5 pm de
diametro y una velocidad de conduccion de 12-30 m/s; y las fibras C,
amielinicas, con un diametro que varia entre las 0,2-1,4 pm y una
velocidad de conduccion de 0,5-2 m/s (Besson y Chaouch, 1987;
Montrone y cols., 1992; Adams y Victor, 1992; Muriel y Madrid, 1993).

I Si 12-20 75-120 A Posicion y
movimiento de
las
extremidades

II Si 6-12 30-75 A Tactil, presion,
vibracion

III Si 1-6 2-30 A Dolor rapido,
frio

IV No <1,5 0,5-2 C Dolor lento,
calor

Tabla 1.2.- Clasificacion de la Fibras nerviosas somatosensoriales.

Estas fibras nerviosas son axones cuyo soma neuronal se encuentra
localizado en el ganglio raquideo. Forman parte de los nervios periféricos e

ingresan en el interior de la médula espinal por las raices posteriores.
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No obstante, hemos de senalar que el 30% de las fibras amielinicas
que acceden a la médula por las raices anteriores o ventrales son
aferencias nociceptivas, las cuales acabaran, de igual modo, alcanzando el

asta posterior de la médula (Muriel y Madrid, 1993).

2.3.- Asta Posterior o Dorsal de la Médula.

La sustancia gris medular esta formada por una gran cantidad de
elementos celulares agrupados en una serie de nucleos o laminas, mas o

menos superponibles, segin la clasificacion clasica o la de Rexed,

respectivamente.
Asta dorsal 1 Zona marginal
Asta dorsal 2 Sustancia gelatinosa
Asta dorsal 3,4 Nucleo propio o en cabeza
Asta dorsal 5,6 Nucleos de Clarke y de
Bechterew
Zona intermedia 7 Nucleos intermediomedial
e intermediolateral
Asta ventral 8,9 Nucleos motores
Zona 10 Nucleo periependimario
periependimaria

Tabla 1.3.- Nicleos y ldminas de la médula espinal.

Las fibras que conducen la informacion nociceptiva al entrar en la
médula forman parte del fasciculo o tracto de Lissauer (Besson y Chaouch,
1987; Adams y Victor, 1992; Muriel y Madrid, 1993). En este punto se
dividen en una rama ascendente y otra descendente que, tras recorrer
varios segmentos medulares en ambos sentidos, penetran siempre en el

interior del asta posterior medular.
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. - Zone marginale de LisSOUE e - __ 1
! ——« Couche zonale de Waldeyer .. ... N {
| =t SUbSt.gélatineuse Rolando, - _. \ {
’ |

|

| _o Noyav de /o téte.
o Colonne de Clarke o _______]
-~ Noyou de Betcherew, .. ___ |
y~~ Lol intermedio- lat. int.e——— ...
o Col intermédio-lat.cxt.

™ Noyou du phrénique

i o Noyou médio-dorsale-—______,
\ ———« Noyou médio-ventraly —_._____
A N . [ ———— Noyau Jotéro-ventral
N AN < Noyou Jatéro-dorsal
N — Movou rétro-dorso-latéral

Fig. 1.3.- (A) Esquema de una seccion transversal de la médula espinal a nivel lumbar
en el que se hallan representados los distintos ntcleos identicados a ese nivel. Tomado
de Bourret y Louis (1971). (B) Esquema de una seccién de la médula espinal en el que se
hallan representadas las diferentes ldminas segun la clasificacién de Rexed (1954).
Tomado de Adams y Victor (1992).

Las fibras conductoras del dolor somatico superficial, procedentes de
la piel, van a hacer sinapsis con neuronas de la lamina [ y parte externa de

la lamina II (Ilo), mientras que las conductoras de dolor somatico
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profundo, procedentes de musculos, articulaciones y periostio, van a
contactar con células de las laminas [ y V. Finalmente, las fibras
visceronociceptivas, procedentes de los 6rganos internos, van a terminar

en el espesor de las laminas I, Vy X (Besson y Chaouch, 1987).

Plate 117 LS

Fig 1.4. Microfotografia (4x) correspondiente a una seccion horizontal de la médula
espinal de rata a nivel del mielémero LS (tomada de Paxinos y Watson, 1986).

Las neuronas de la ldmina I son, en su mayor parte, grandes y
constituyen el principal punto de origen de los axones que forman el haz
espinotalamico lateral. La sustancia gelatinosa de Rolando o ldmina II
puede ser dividida en dos partes: la lamina Ili, que recibe informacion de
tipo no dolorosa, y la lamina Ilo, que recibe informacién de naturaleza
nociceptiva. En la ldmina Ilo encontramos dos tipos de neuronas, descritas
en 1909 por Cajal, las células en tallo (stalk cells) y las células isletas

(islets cells) (Gobel, 1978). Estas células reciben aferencias primarias
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nociceptivas y envian proyecciones, principalmente, a las neuronas de la
lamina I (Price y cols., 1979). En relacion al primer tipo se sugiere que son
interneuronas excitadoras de las neuronas de proyeccion nociceptoras,
mientras que el segundo tipo serian inhibidoras. La ldmina V contiene
grandes neuronas denominadas de amplio margen dinamico o WDR
debido a que responden a una gran variedad de estimulos mecanicos,
térmicos y quimicos. Algunas de ellas reciben estimulos nociceptivos de
origen visceral, transmitidos por fibras Ad y C. Junto con las de la lamina
I, las neuronas de la lamina V constituyen el grupo celular mas importante
en la transmision ascendente de la informacion nociceptiva hacia centros
supraespinales. Senalar, por ultimo, que las células de la ladmina X de
Rexed, correspondiente al centro desflecado viscerosensible, reciben la

informacion nociceptiva de origen visceral (Molander y Grant, 1995).

2.4.- Vias Ascendentes.

La transmision de la informacion nociceptiva y la modificacion
afectivo-emocional que pueda experimentar en su recorrido ascendente,
requieren unas vias de conduccion que pongan en contacto los lugares de
origen del impulso nervioso nociceptivo con determinados centros
superiores. Estas vias son, fundamentalmente, el haz espinotalamico
lateral, incorporado actualmente dentro del sistema anterolateral (SAL) y el
haz espinorreticular, aunque intervienen también en la transmision
nociceptiva los haces espinomesencefalico y espinocervical (Besson y
Chaouch, 1987; Montrone y cols., 1992; Adams y Victor, 1992; Muriel y
Madrid, 1993; Willis y cols., 1995).

Las neuronas nociceptivas cuyos axones contribuyen a formar el haz
espinotalamico lateral tiene su ubicacion, principalmente, en las laminas I
y V medulares, junto con la lamina X (Besson y Chaouch, 1987). Desde

aqui, las fibras cruzan por la comisura gris anterior de la médula, en una
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decusacion que tiene lugar a través de varios segmentos medulares, y
alcanzan el cordon lateral de la hemimédula opuesta, en una posicion
ventral con relacion al haz piramidal cruzado. En este momento las fibras
se acodan en angulo recto para hacerse ascendentes, recorriendo la
médula, el bulbo, la protuberancia y el pedunculo cerebral, formando
parte del sistema anterolateral (SAL), hasta el talamo donde hacen relevo
en la neurona talamo-cortical nociceptiva, situada en el ntcleo ventral
posterolateral del talamo y los nticleos talamicos intralaminares (Besson y

Chaouch, 1987; Muriel y Madrid, 1993; Willis y cols., 1995).

Del mismo modo, las fibras algésicas del haz espinorreticular se
dirigen hacia diversos nucleos reticulares bulbo-pontinos tales como, el
nucleo gigantocelular, el paragigantocelular y los nticleos reticulares oral y
caudal del puente (Besson y Chaouch, 1987; Muriel y Madrid, 1993; Willis
y cols., 1995). Parte de las fibras dolorosas de este haz contintian hasta el
mesencéfalo, concretamente, hasta la sustancia gris periacueductal, el
nucleo cuneiforme y las capas profundas del coliculo superior (Besson y
Chaouch, 1987; Muriel y Madrid, 1993; Willis y cols., 1995), asi como al
nucleo parabraquial y drea pretectal anterior (Willis y cols., 1995). La
importancia de estas proyecciones mesencefalicas ha hecho que algunos
autores las hayan considerado como un haz independiente del
espinorreticular, denominandolo haz espinomesencefdlico o espinotectal.
En cualquier caso, la informacion algésica asciende desde el tronco de
encéfalo hasta los nticleos talamicos intralaminares. Asi mismo, las fibras
de estos haces van a ser, gracias a las conexiones que establecen con el
cuerpo amigdalino, esenciales en el componente afectivo-emocional del

dolor (Willis y cols., 1995).

Por ultimo, se ha descrito, también, un haz espinocervical (Besson y
Chaouch, 1987; Muriel y Madrid, 1993; Willis y cols., 1995), cuyo origen y

destino permanecen auin oscuros en el ser humano, pero cuyo estudio en
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otros mamiferos, incluidos los primates, ha aportado suficientes datos
para no cuestionar su participacion en la conduccion ascendente del
impulso nervioso nocivo. En los animales estudiados, las neuronas de
origen se situarian, principalmente, en la lamina IV (Besson y Chaouch,
1987)y V (Willis y cols., 1995), dirigiendo sus axones ipsilateralemente por
el cordon lateral de la médula hasta el ntcleo cervical lateral, localizado a
nivel del cordon lateral de los dos primeros mielomeros cervicales. Tras
hacer sinapsis a este nivel, las fibras se cruzan y ascienden formando
parte del lemnisco medial hasta el nticleo ventral posterolateral del talamo

contralateral (Besson y Chaouch, 1987).

Desde los nucleos talamicos analiticos mnociceptivos (ventral
posterolateral e intralaminares) la informacion va a seguir su camino
ascendente, dirigiéndose hacia los nucleos talamicos asociativos
(principalmente al nticleo dorsomedial) y hacia la corteza somatosensorial
analitica situada en la circunvolucion parietal ascendente o region
postrrolandica o areas Sml (Muriel y Madrid, 1993; Willis y cols., 19935) y
SmlIl (Muriel y Madrid, 1993). Parte de la informacion nociceptiva, en
concreto la visceronociceptiva, va a llegar también a las neuronas de la

corteza de la insula de Reil (Muriel y Madrid, 1993).

De igual modo, la informacion dolorosa también va a alcanzar una
serie de areas y centros que se van a encargar de situar al impulso
nociceptivo dentro de un contexto y de dotarlo de un significado mas
amplio que el meramente sensorial. La informacion algésica alcanzara el
l6bulo frontal para que sea registrada la experiencia en nuestra memoria
(Muriel y Madrid, 1993), la amigdala para dotarla de un significado
emocional (Muriel y Madrid, 1993; Willis y cols., 1995) y el hipotalamo
para desencadenar las respuestas vegetativas correspondientes (Muriel y

Madrid, 1993).
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Habria que subrayar una vez mas que todos los datos precedentes
derivan de estudios realizados en animales. En el hombre, la informacion
sobre esta via deriva de material de estudio postmortem 'y,
fundamentalmente, del examen de pacientes sometidos a cordotomia

anterolateral como tratamiento del dolor.

3.- Sistema de Control Endogeno de la Transmision
Nociceptiva.

l avance mas importante producido en los ultimos anos para la
comprension del dolor ha sido el descubrimiento de un
sistema neuronal endogeno de analgesia que puede ser
activado por la administracion bien de opiaceos o bien de sustancias
naturales que existen en el sistema nervioso central con las propiedades

farmacologicas de los opiaceos.

Los primeros autores que sugirieron la existencia de un mecanismo
de control de la informacion nociceptiva aferente a la médula espinal
fueron Melzack y Wall (1965). Estos autores propusieron la teoria de la
puerta de control para el dolor. La esencia de esta teoria es que un
estimulo (aplicado, por ejemplo, a la piel) activa a las fibras tanto de
diametro grande (AP, mielinicas, no nociceptivas) como a fibras finas (A8 y
C, escasamente mielinicas o amielinicas, nociceptivas). Las fibras de
mayor diametro excitarian a unas interneuronas inhibidoras (células I)
situadas en el asta posterior medular, las cuales provocarian una
inhibicion presinaptica de las neuronas de transmision secundarias
(células T o neuronas espinotalamicas). Por el contrario, las fibras de
menor diametro inhibirian a las células I, lo cual supondria una excitacion
de las células T, con la consiguiente facilitacion de la transmision
nociceptiva. Asi, si el estimulo es discreto predominaria la aferencia por las

fibras de mayor diametro bloqueandose la transmision dolorosa, mientras
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que, si el estimulo es suficientemente intenso predominarian las aferencias
por las fibras mas finas facilitandose la transmision nociceptiva. Segun
Melzack y Wall, este sistema deberia estar también bajo el control de un
sistema descendente de fibras, procedente del tronco cerebral, que seria

sensible a factores ambientales.

——CONTROL

C ™ |CENTRAL }
- FIBRA

GRANDE

FIBRA
PEQUENA

Fig. 1.5.- Esquema del sistema de control de la transmisién nociceptiva segun la teoria
de la puerta de control para el dolor de Melzack y Wall (1965). Tomado (A) de Montrone y
cols. (1992) y (B) de Adams y Victor (1992).

Sin embargo, las pruebas de la existencia de este sistema de
analgesia endogeno fueron presentadas por primera vez por Reynolds
(1969), quien descubrio que la estimulacion eléctrica de la sustancia gris
periacueductal (PAG) de la rata producia una analgesia profunda
(denominada SPA o analgesia producida por estimulacion) sin afectar la
conducta ni la actividad motora. En humanos, la estimulacion de la PAG
mediante electrodos implantados estereotaxicamente también ha
demostrado que produce un estado de analgesia, aunque no de forma

permanente (Hosobuchi y cols., 1977).
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Basados en estos datos, Basbaum y Fields (1978, 1979 y 1984)
elaboraron una hipotesis acerca de cual seria la estructura de este circuito

endogeno de modulacion

i B-END de la informacion
E 5B, ““u""-"? nociceptiva  (Fig.  I1-6).
|E C“K:.\ (NT2) : Segun ellos, este circuito
E .O E SUBSTANCIA estaria formado por Ila
E.“ ____________________ J: gglli?ACUEDUCTAL PAG, varios nucleos de la
porcion rostral y

i Gl Ay ventromedial del bulbo
i Cih NA E (entre los que destacaria el
E NMR{ E nucleo del rafe magno,
. b : BULBO RMg), y el asta posterior de
'L_ _H_T______________j: la médula espinal. En él
jugarian un papel

destacado los opiaceos

| \,\ endogenos (las B-

¥ \ endorfinas, encefalinas y
E T i O dinorfinas), apoyado este

w0 / RAIZ
h/ ; POSTERICOR supuesto por el hecho de
g que la microinyeccion de
.f"

¢ morfina en la PAG produce

Fig. 1-6.- Esquema que ilustra el modelo de circuito de analg631a> mientras que la

control descendente de la informacién nociceptiva

propuesto por Basbaum y Fields (1984). Inyeccion de un

antagonista de los
opiaceos, como es la naloxona, en el interior de la PAG o en el tercer
ventriculo revierte dicho efecto analgésico de los opiaceos. Sin embargo,
los factores que activarian de forma natural este sistema no estan nada

claros.

A nivel de la PAG, proponen que la neurona de proyeccion sobre el

RMg o nucleos adyacentes (como el ntcleo reticular paragigantocelular
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lateral, LPGi) seria neurotensinérgica (excitadora). Sobre ella actuaria una
interneurona inhibidora, que a su vez, recibiria impulsos inhibidores de
interneuronas productoras de opiaceos endogenos o de neuronas
hipotalamicas B-endorfinérgicas. Los impulsos sobre la interneurona
productora de opiaceos endégenos procederian de la via ascendente
nociceptiva directamente, o bien a través de otra interneurona (en este

caso excitador, productora de sustancia P).

A nivel de la porcion rostral y ventromedial del bulbo, las neuronas
de proyeccion sobre el asta posterior de la médula (productoras de
serotonina) recibirian, ademas de la informacion excitadora
neurotensinérgica procedente de la PAG, aferencias inhibidoras de
naturaleza norepinefrinérgica (que, asi mismo, podrian verse controladas
por interneuronas endorfinérgicas). A este nivel también llegaria
informacion por la via nociceptiva ascendente que alcanzaria a las
neuronas de proyeccion bulbo-espinales a través de una interneurona

excitadora.

Por ultimo, las neuronas de proyeccion serotoninérgicas bulbo-
espinales inhibirian, a nivel del asta posterior de la médula, a las
neuronas de origen de la via ascendente nociceptiva, por dos mecanismos:
uno por contacto directo y otro por medio de varias interneuronas

inhibidoras (endorfinérgicas y gabaérgicas).

3.1.- La Sustancia Gris Periacueductal.

La sustancia gris periacueductal (PAG), tanto en el ser humano
(Testut y Latarjet, 1973; Latarjet y Ruiz Liard, 1990) como en el resto de
los mamiferos (Beitz, 1995, en rata) es la porcion del sistema nervioso
central que se halla situada alrededor del acueducto de Silvio, a nivel del

mesencéfalo.
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Los estudios basados en la técnica de Nissl (Mantyh, 1982; Beitz,
1985) han revelado que la PAG de la rata esta formada por dos poblaciones
celulares: neuronas de tamano pequeno y células gliales, mientras que los
estudios con las técnicas de Golgi (Beitz y Shepard, 1985) han permitido
clasificar las neuronas que forman la PAG en tres tipos diferentes:

fusiformes o bipolares, triangulares y estrelladas o multipolares.

Al igual que en el hombre (Nieuwenhuys y cols., 1988), la PAG de la
rata recibe y proyecta a todos los niveles del sistema nervioso central (Van

Bockstaele y cols., 1991; Beitz, 1995; Cameron y cols., 1995a y b).

Son muchas las sustancias quimicas que se han detectado en la PAG
de los diferentes mamiferos estudiados. Centrandonos en las halladas en
la PAG de la rata, las clasificaremos en cuatro grupos (Beitz, 1995): 1) Las
monoaminas (adrenalina, noradrenalina, histamina y serotonina) y la
aceticolina; 2) Los aminoacidos simples (glutamato, aspartato y acido y-
aminobutirico o GABA); 3) Los neuropéptidos (neurotensina, sustancia P,
enkefalina, 3-endorfina,...) y 4) Los gases simples (6xido nitrico y monoxido

de carbono).

La PAG ha sido implicada en una amplia variedad de funciones, tales
como reacciones agresivas o defensivas (Bandler y Carrive, 1988; Bandler
y Depaulis, 1991), repuestas autonomicas (Carrive y Bandler, 1991;
Harper y cols., 1991; Lovick, 1993), vocalizacion (Jurgens, 1991; Larson,
1991), comportamientos sexuales (Ogawa y cols., 1991; Schwartz-Giblin y
McCarthy, 1995) o modulacion del dolor (Basbaum y Fields, 1984; Fields y
cols., 1991; Keay y Bandler, 1993; Lovick, 1993; Keay y cols., 1994). Esta
ultima es quizas una de las primeras y mas estudiadas funciones
atribuidas a la PAG. Diferentes estudios han ido aportando datos que
apoyan la hipoétesis de la capacidad antinociceptiva o analgésica de la PAG

(Basbaum y Fields, 1984; Fields y cols., 1991; Keay y Bandler, 1993;
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Lovick, 1993; Keay y cols., 1994). Actualmente, sin embargo, se esta
llegando a la conclusion de que la PAG es un centro integrador de todas
estas funciones, como expresion de toda la serie de respuestas y
comportamientos que se desencadenan ante una situacion de miedo,

temor o ansiedad (Fanselow, 1991; Lovick, 1993).

Desde los primeros estudios citoarquitectonicos, se ha propuesto la
existencia de diferentes subregiones o subnucleos dentro de la PAG. La
mayoria de estudios en la ultima década han aportado importantes
evidencias que apoyan la existencia de diferentes subdivisiones
anatomicas dentro de la PAG, discrepando, sin embargo, en el namero y
situacion de tales subdivisiones (Hamilton, 1973; Beitz, 1985; Conti, 1988;
Meller y Dennis, 1990b; Gundlach, 1991; Valverde-Navarro y cols., 1996).

A los datos aportados por estos trabajos citioarquitectonicos, hay que
sumar las evidencias encontradas por otros autores acerca de que no toda
la PAG se comporta igual desde el punto de vista funcional (Reynolds,
1969; Sakuma y Pfaff, 1979; Cannon y cols., 1982; Prieto y cols., 1983;
Bandler y Depaulis, 1991; Carrive, 1991; Larson, 1991; McCarthy y cols.,
1991; Morgan, 1991).

Son muchos, como vemos, los estudios tanto anatémicos como
fisiologicos que apuntan la posibilidad de subdivision de la PAG segun
unos ejes dorsoventral y mediolateral en diferentes subdivisiones: medial,

dorsal, dorsolateral, lateral y ventrolateral.

Actualmente, sin embargo, se va mas alla y se postula la teoria de que
la organizacion estructural y funcional de la PAG no se limita a seguir los
ejes dorsoventral y mediolateral, sino también el eje rostrocaudal. De tal
forma que la PAG quedaria organizada en columnas longitudinales de

diferente extension, cada una de ellas correspondiente a una de las
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subdivisiones anatomicas identificadas.

Los principios de esta teoria fueron expuestos por Bandler y cols.
(1991) en el NATO Advanced Research Workshop, que tuvo lugar en
Chateau de Bonas (Francia). En esta reunion se aportaron evidencias de la
existencia de, al menos, cuatro columnas longitudinales en la PAG de los
mamiferos: 1) Columna neuronal dorsomedial; 2) Columna neuronal
dorsolateral; 3) Columna neuronal lateral; y 4) Columna neuronal
ventrolateral. Una revision de esta teoria ha sido recientemente publicada

(Bandler y Shipley, 1994).

Sin embargo, desde que surgio la hipoétesis de la organizacion de la
PAG en columna longitudinales, han sido varios los estudios que han
intentado aportar datos para verificarla. A la luz de estos trabajos, se han
propuesto modificaciones a la teoria inicial, con aparicion de nuevas
columnas en unos casos (Onstott y cols., 1993), o fusion de dos columnas
en una en otros (Beitz, 1995), siendo clave en todos los estudios la
herramienta utilizada para identificar las diferentes columnas (Valverde-
Navarro y cols., 1996). Tales estudios han perseguido también definir
conexiones intrinsecas en la PAG que servirian para unir las diferentes
columnas longitudinales propuestas (Sandkuler, 1991; Sandktler y

Herdegen, 1995).

Ante el numero creciente de evidencias, tanto citoarquitectonicas
como funcionales, de la organizacion en columnas longitudinales de la
PAG de los mamiferos, uno de los primeros objetivos que se plantearon los
investigadores fue intentar correlacionar entre si ambos tipos de hallazgos,
con la idea de comprobar si a cada tipo neuronal correspondia una

determinada funcion.

Poder demostrar dicha relacion entre los datos anatomicos y los

fisiologicos ha sido dificil. Sin embargo, el empleo de c-fos como marcador
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de actividad neuronal se ha convertido en una de las herramientas mas
usadas para solucionar este problema (Keay y Bandler, 1993; Keay, y cols.,
1994; Li y Dampney, 1994; Murphy y cols., 1995; Clement y cols., 1996).
Esta técnica proporciona registros anatémicos de un fenomeno funcional,
con dos ventajas adicionales, por un lado su resolucion a nivel celular y,

por otro su compatibilidad con otras técnicas neuroanatomicas.

3.2.- La Reqgion Rostral y Ventromedial del Bulbo Raquideo.

La region mas rostral y ventromedial del bulbo raquideo (RVM)
incluye al nucleo del rafe magno (RMg) y la formacion reticular adyacente.
Esta region es, junto con la PAG, el otro de los componentes principales
del circuito modulador del dolor propuesto por Basbaum y Fields (1984) y
Fields y cols. (1991). La RVM serviria de relevo para los impulsos
moduladores de la informacion nociceptiva procedentes de la PAG con
direccion a la médula espinal. Esta aseveracion se apoya en el hecho de
que el efecto analgésico, obtenido por la activacion eléctrica o quimica de
la PAG, puede ser bloqueado por lesion o inyeccion de anestésicos en la

RVM (Gebhart y cols., 1983; Chung y cols., 1987).

Las principales aferencias a los nucleos de esta region
troncoencefalica las reciben de la PAG y el nucleo cuneiforme (Beitz, 1982;
Fields y cols., 1991), asi como de la formacion reticular bulbar dorsal
adyacente y el tegmento pontino dorsolateral (Fields y cols., 1991). Otras
aferencias a la RVM tienen su origen en estructuras diencefalicas y
telencefalicas, incluidas el hipotalamo, cortex frontal, la amigdala, y el

nucleo de la stria terminalis (Fields y cols., 1991; Meng y cols., 1997).

En cuanto a las eferencias de la RVM, estas se dirigen
mayoritariamente hacia el asta posterior de la médula (Martin y cols.,

1985; Mason y Fields, 1989), especialmente a las laminas I, II, V, VI y VII
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(Fields y cols., 1991). Aunque, también, proyectaran hacia diferentes

estructuras diencefalicas (Martin y cols., 1985).

Los estudios citoquimicos han demostrado la existencia de una gran
cantidad de neuropéptidos en las neuronas de la RVM. El mas importante,
por el papel que se le ha asignado en la modulacion de la informacion
nociceptiva, es la serotonina (Basbaum y Fields, 1984; Martin y cols.,
1985; Fields y cols., 1991). Las neuronas de la RVM son la principal fuente
de serotonina que llega al asta posterior de la médula espinal (Fields y
cols., 1991). La eliminacion de la serotonina a nivel de la RVM o del asta
posterior de la médula reduce, o incluso bloquea, el efecto analgésico de la
morfina (Fields y cols., 1991). Asi mismo, la administracion de morfina
aumenta la liberacion de serotonina a nivel del asta posterior de la médula
y aumenta los metabolitos de la serotonina a nivel de la RVM (Fields y
cols., 1991). También desempenan una funcion importante el GABA y la
enkefalina (Beitz, 1982; Fields y cols., 1991). La primera tendra un efecto
neto de facilitar la transmision de la informacién nociceptiva, mientras que
la segunda bloqueara dicha transmision por activacion del circuito
antinociceptivo. = Posteriores estudios han identificado otros
neurotransmisores, tanto en el interior de los somas neuronales (sustancia
P, somatostatina, hormona liberadora de tirotropina o TRH y
colecistoquinina), como en los terminales aferentes a estos centros
(norepinefrina, neurotensina, glutamato, aspartato y acetilcolina) (Beitz,

1982; Basbaum y Fields, 1984; Fields y cols., 1991; Willis y cols., 1995).

La principal funcion que se ha atribuido a estos tres nucleos de la
RVM ha sido la participacion en el circuito endégeno de modulacion de la
transmision nociceptiva (Basbaum y Fields, 1984; Fields y cols., 1991;

Willis y cols., 1995).

Desde un punto de vista fisiolégico han podido ser identificadas en la
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RVM tres clases de neuronas, atendiendo a los cambios en la frecuencia de
descarga inmediatamente antes de producirse el reflejo nociceptivo como
consecuencia de un estimulo doloroso (Fields y cols., 1991; Skinner y cols.,
1997):

1) Células ON: Sufren un subito incremento en la frecuencia de
descarga justo antes de producirse el reflejo de retirada. Las células ON
seran activadas al maximo cuando el estimulo sea lo suficientemente
intenso como para provocar el reflejo de retirada, aunque un numero
significativo de células ON pueden ser activadas por estimulos mecanicos
inocuos. La administracion de morfina provoca en las células ON una
disminucion de la frecuencia de descarga (Fields y cols., 1991). Por tanto,
la activacion de las células ON facilitaria la transmision de la informacion
nociceptiva a nivel del asta posterior de la médula espinal (Fields y cols.,
1991; Skinner y cols., 1997).

2) Células OFF: Se caracterizan por una brusca pausa en las descargas
que comienza aproximadamente 400 ms antes del reflejo. Solo los
estimulos nociceptivos son capaces de provocar esta pausa en las células
OFF. La administracion de morfina, sin embargo, elimina esta pausa y
provoca una activacion constante y especifica de las células OFF (Fields y
cols., 1991). Por tanto, su activacion dificultaria la transmision de la
informacion dolorosa a nivel del asta posterior de la médula espinal (Fields
y cols., 1991; Skinner y cols., 1997).

3) Células NEUTRAS: Son aquellas que no experimentan ningin cambio
en la frecuencia de sus descargas previo al reflejo de retirada que aparece

tras una estimulacion dolorosa (Fields y cols., 1991).

3.3.- Nucleo Parabraquial.

Desde que Basbaum y Fields postularon su teoria de la
existencia de un circuito analgésico endogeno, han sido numerosos los

estudios aparecidos en la literatura que han confirmado dicha hipétesis,
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aunque con matices. Matices casi siempre relacionados con la
participacion, directa o indirecta, de nuevos centros troncoencefalicos en el
circuito antinociceptivo original, dependiendo, basicamente, del tipo de
estimulo doloroso aplicado (somatico superficial, somatico profundo o
visceral). Senalaremos de entre ellos el nucleo del rafe dorsal ( Wang y
Nakai, 1994), locus coeruleus (Aston-Jones y cols., 1995; Willis y cols.,
1995), nucleo cuneiforme (Andrezik y Beitz, 1985), y el ntcleo del tracto
solitario (Ammons y cols., 1983; Palkovits y cols., 1987; Randich y cols.,
1988; Morgan y cols., 1989; Yew y cols., 1990; Hammond y cols., 1992;
Wiertelak y cols., 1997).

Asimismo, también se encuentra entre ellos el nucleo parabraquial

que ha sido elegido como centro de nuestro estudio en el presente trabajo.

Con el nombre de nucleo parabraquial (PB) se designa a un grupo de
neuronas situadas alrededor del pedunculo cerebeloso superior o brachium
conjunctivum, tanto en el encéfalo humano (Olszewski y Baxter, 1954),
como en el de rata (Fulwiler y Saper, 1984), asi como en el de mono
(Kitamura y cols., 2001). Dado que nuestro trabajo se ha llevado a cabo en
ratas, nosotros aqui vamos a describir las caracteristicas del PB de la rata,
aunque las similitudes citoarquitectonicas puestas de manifiesto entre los
PB de rata y mono, permiten, desde un punto de vista filogenético,

establecer una estructura similar para el PB del ser humano.

Como ya hemos senalado, Olszewski y Baxter, en 1954, fueron los
primeros en utilizar el término PB para referirse, en el ser humano, a la
zona del tronco del encéfalo que rodeaba el pedunculo cerebeloso superior,
dividiéndola ya entonces en wuna porcion medial, localizada
ventromedialmente al pedunculo cerebeloso superior, y una porcion
lateral, localizada dorsolateralmente al pedunculo cerebeloso superior.

Esta terminologia ha sido aplicada sistematicamente a estudios posteriores
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en animales de experimentacion, y continuia siendo empleada en la
actualidad, a pesar de que en algunas especies, como la rata, al ser el
pedunculo cerebeloso superior mas horizontal, la porcion lateral es
realmente mas dorsal que lateral y la porcion medial es mas ventral que

medial.

Treinta anos después de la publicacion de Olszewski y Baxter (1954),
Fulwiler y Saper (1984) diferenciaron hasta 10 subntucleos en el PB de la
rata basandose no solo en las distintas caracteristicas citoarquitecténicas
de sus neuronas sino también en su conectividad tanto aferente como
eferente, incluyendo al nucleo de Koélliker-Fuse como una tercera porcion
del PB, situado ventrolateralmente al pedunculo cerebeloso superior

(Fulwiler y Saper, 1984; Bystrzycka y Nail, 1985).

Fulwiler y Saper (1984) diferenciaron hasta 7 subnucleos en la
porcion lateral del PB: el superior (slPB), el central (clPB), el interno (ilPB),
el dorsal (d1PB), el ventral (vIPB), el externo (elPB) y el extremo (exIPB). En
la porcion medial del PB se diferenciaron 2 subnucleos: el medial (mPB) y
el extremo (exmPB). A estos 9 subnucleos anadieron un décimo: el nucleo

de Kolliker-Fuse (KF).

Esta organizacion estructural del PB en subnucleos ha sido validada
y adoptada por posteriores estudios (Fulwiler y Saper, 1984; Feil y Herbert,
1995; Hermanson y Blomgqvist, 1996; Li y cols., 2006), incluido el

presente.

El diametro medio de las células del PB es de aproximadamente 16
um, existiendo ciertas variaciones dependiendo del subnucleo analizado.
En la porcion medial, el subnuicleo mPB presenta un tamano celular
heterogéneo pudiéndose identificar hasta 3 poblaciones celulares en su

interior con un diametro celular medio de 12, 14y 17 um, repectivamente.
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El subnucleo exmPB, sin embargo, lo conforma un poblacion homogénea

de neurona de tamano mas grande.

me5S

o
>
o

Fig. 1.7.- Microfotografias que muestran el PB con la técnica de Nissl, y esquemas
correspondientes, en los que se identifican los diferentes subniicleos del PB, a nivel
rostral (A y D), intermedio (B y E) y caudal (C y F). Tomado de Li y cols. (2006).

En la porcion lateral, los subntucleos estan formados por poblaciones

celulares homogéneas entre si, predominando las neuronas de tamano
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pequeno-medio: 12,2 um en el clPB, el vIPBy el dIPB; 12,5 um en el elPBy
el exIPB; 14,5 um en el sIPB y 16,3 um en el ilPB. Finalmente, el KF se
muestra como un grupo de células homogéneas de un tamano medio de

unas 16,5 um (Fulwiler y Saper, 1984).

En cuanto a la morfologia de las células del PB esta es variada:
multipolares (en los subnucleos mPB, exmPB, slPB, elPB y exIPB),
redondeadas (en los subnucleos mPB e ilPB), ovaladas o fusiformes (en los
subntucleos mPB, cIPB, vIPB y dIPB), piramidales (en los subnucleos sIPB y
KF) y poligonales (en el subnucleo mPB) (Fulwiler y Saper, 1984;
Bystrzycka y Nail, 1985).

El PB recibe aferencias fundamentalmente del nucleo del tracto
solitario (Sol): la porcion medial del PB de la mitad rostral del Sol o
gustativa, y la porcion lateral del PB de la mitad caudal o viscerosensible.
También recibe proyecciones de la médula espinal, concretamente de las
laminas I y II, del area posterma y de la region ventrolateral del bulbo
raquideo, del hipotalamo, de la amigdala y de la corteza cerebral (Fulwiler

y Saper, 1984; Bystrzycka y Nail, 1985).

A su vez, el PB envia proyecciones ascendentes hasta el hipotalamo,
hacia el area lateral hipotalamica y los nucleos paraventricular, preéptico
mediano, dorsomedial y ventromedial del hipotalamo, hasta el talamo,
hacia los nucleos paraventricular, ventromedial basal e intralaminares del
talamo, y hasta el nucleo central de la amigdala, el nticleo en lecho de la
stria terminalis, la sustancia innominada, la zona incerta y la corteza
cerebral. También posee eferencias descendentes hacia la porcion rostral 'y
lateral del bulbo raquideo, el nuicleo del tracto solitario y la médula espinal

(Fulwiler y Saper, 1984; Bystrzycka y Nail, 1985).
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Fig. 1.8.- Esquema que muestra de forma

resumida las proyecciones de los diferentes

subniticleos del PB en los tres niveles

rostrocaudales. Tomado de Fulwiler y Saper,

1984).

Entre los neurotransmisores
identificados en las neuronas del
PB se incluyen la neurotensina,
la enkefalina y la sustancia P

(Bystrzycka y Nail, 1985).

El PB ha sido asociado con
la regulacion cardiovascular, el
sistema gustativo, la respiracion,
el balance de los fluidos
corporales, el sueno y los
mecanismos tanto nociceptivos
como analgésicos (para revision
ver Hermanson y Blomgqyvist,
1996). Dado que el PB recibe
informacion ascendente
nociceptiva tanto del nucleo del
tracto solitario como de las
neuronas nociceptivas de las
laminas [ y V del asta posterior
de la meédula espinal, y
establece, a su vez, conexiones
eferentes con un gran numero de
regiones del telencéfalo, del
diencéfalo, del tronco del
encéfalo y de la médula espinal,
y dado también que unos de los
péptidos mas abundantes en las
neuronas del PB son los
opiaceos endogenos como la

enkefalina y la dinorfina, el PB
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podria ser una fuente importante de inervacion opiacea a aquellas
regiones. Sin embargo, ademas de esta forma opioide de analgesia,
también se ha descrito que la estimulacion eléctrica del PB, asi como la
microinyeccion en el PB de un agonista colinérgico como el carbacol son
capaces de provocar una supresion del dolor de forma no opioide.
Teniendo en cuenta que esta forma de analgesia parece no emplear los
circuitos neurales que utiliza la morfina, la estimulacion del PB podria ser
potencialmente util en el tratamiento en el ser humano del dolor resistente

o tolerante a la terapia con opiaceos.

4.- El Proto-oncogén c-fos.

4.1.- Oncogenes y Proto-oncogenes.

En un principio los oncogenes fueron descritos como la informacion
genética responsable de la induccion de tumores por los virus de la clase
Retroviridae (Morgan y Curran, 1991). Recordemos que los retrovirus
tienen una doble cadena de RNA, que contiene tres genes indispensables
para ellos: gag (gen del antigeno de grupo, codifica las proteinas del
nucleoide), pol (polimerasa, codifica la transcriptasa reversa), y env
(envoltura, que codifica las glucoproteinas de la capa exterior). Los
retrovirus oncogénicos poseen ademas un oncogén, que no es
indispensable para ellos, y que les confiere la capacidad de inducir

tumores (Etienne-Decant, 1990).

Estos oncogenes se denominan con la letra "v" seguida, tras un guion,
de las tres letras que caracterizan a cada uno. En 1989, Bishop y Varmus
recibieron el Premio Nobel por su descubrimiento del origen celular de los

oncogenes retroviricos, es decir, que los genes transformantes de los

M2CARMEN BLASCO AUSINA TESIS DOCTORAL



INTRODUCCION 37

retrovirus proceden del genoma celular (Morgan y Curran, 1991).

Actualmente se sabe que el origen de estos oncogenes es,
efectivamente, celular, a partir de unos genes que todos poseemos en
nuestro DNA, incluidos los demas mamiferos y otros eucariotas, y que
llamaremos proto-oncogenes (Sambucetti y Curran, 1986; Curran y cols.,

1990; Distel y Spiegelman, 1990; Morgan y Curran, 1991).

Cuando estos genes celulares normales son capturados
accidentalmente por el virus, sufren una transformacion. Existen varias
hipotesis acerca de la naturaleza de dicha transformacion: podria tratarse
de una mutacion, por un accidente de copia en el momento de la
transcripcion o en un momento posterior, o bien de una sobreexpresion,
cuando hay una sintesis de cantidades excesivas de la proteina normal

(Etienne-Decant, 1990).

Un hecho que merece ser destacado es que no se ha podido demostrar
en tumores humanos la transformacion de un proto-oncogén en oncogén
por la presencia de retrovirus, aunque si se pueden transformar por
exposicion a una radiaciéon, o por un agente quimico cancerigeno. Sin
embargo, en los ratones o las ratas, no solo las radiaciones o los productos
cancerigenos, sino también los virus pueden ser responsables de la
aparicion de oncogenes en el DNA de la célula huésped, provocando asi un

tumor (Etienne-Decant, 1990).

Los proto-oncogenes, por tanto, son genes celulares normales a partir
de los cuales derivan los oncogenes retroviricos (Sambucetti y Curran,
1986; Curran y cols., 1990; Distel y Spiegelman, 1990; Etienne-Decant,
1990; Morgan y Curran, 1991).

Estos proto-oncogenes se denominan con la letra "c" seguida, tras un

guion, de las tres mismas letras que caracterizan al oncogén
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correspondiente (Etienne-Decant, 1990). Codifican proteinas que poseen
una funcion fisiologica muy importante tanto a nivel del crecimiento
celular como de la diferenciacion. Algunos retrovirus, cuando parasitan las
células de su huésped natural (gallina, raton, rata,...) pueden captar
accidentalmente un proto-oncogén, el cual podra, por mecanismos aun no
aclarados del todo (mutaciéon, sobreexpresion,...), convertirse en un
oncogén que el virus transmitira posteriormente a un huésped animal

sano (Etienne-Decant, 1990).

Los productos que codifican estos proto-oncogenes funcionaran como
mensajeros extracelulares polipeptidicos, receptores de superficie celular,
proteinquinasas, proteinas G, factores de transcripcion nucleares,...

(Etienne-Decant, 1990).

Los proto-oncogenes conocidos hasta el momento se pueden agrupar

en S familias (Etienne-Decant, 1990):

1) Familia del proto-oncogén ras : codifica una proteina de membrana
de la familia de las proteinas G.

2) Familia de los proto-oncogenes srec, abl, yes, fes, fps, fgr, ros :
codifican proteinas de membrana con actividad tirosincinasa.

3) Familia de los proto-oncogenes erb-B, fms,raf, mil, mos : codifican
proteinas de membrana similares a las de la familia anterior pero sin
actividad tirosincinasa.

4) Familia de los proto-oncogenes myc, myb, fos, jun : codifican
proteinas nucleares.

5) Familia del proto-oncogén sis : codifica una proteina que se

segrega.
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Gen | Localizacion Comentario
cromosémica
c-sis 22q12-q13 |Factor de crecimiento derivado de
(plaquetas PDGF).
c-erb 7ql1 Receptor de hormona tiroidea.
c-erbB 7pl2-pl4 Receptor del factor de crecimiento
epidérmico.
n-ras 1p-22 Proteina G (con actividad GTPasa)
c-abl 9q34 Tirosina-Kinasa implicada en la traslocacion
9:22 del cromosoma philadelphia.
c-fos 11g24-q31 |Proteina nuclear.
c-myc 8q24 Proteina nuclear.
rb 13q14 Proteina nuclear. La pérdida de su funciéon
se asocia a la apariciéon de retinoblastomas
y otros tumores, funciona como anti-oncogén.
p-53 17p13 Proteina nuclear alterada o ausente en
multiples neoplasias, por lo que puede
funcionar como oncogén o anti-oncogén.

Tabla 1.4.- Algunos proto-oncogenes humanos relacionados con el control de la

proliferacion celular.

4.2.- Proto-oncogén c-fos.

Como hemos visto anteriormente, es un gen que codifica una proteina

nuclear, en concreto un factor de transcripcion general.

Ademas, se caracteriza por el hecho de que es inducido por senales

del medio ambiente (Morgan y Curran, 1989; Curran y cols., 1990; Distel y

Spiegelman, 1990; Morgan y Curran, 1991).
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El proto-oncogén c-fos es el gen celular normal del cual procede el

oncogén (v-fos) que contiene el virus del sarcoma osteogénico murino de

Finkel-Biskis-Jinkins (FBJ-MSV)
(Morgan y Curran, 1989; Curran y

cols., 1990; Distel y Spiegelman,

1990; Etienne-Decant, 1990;
Morgan y Curran, 1991).
En la mayoria de tipos

celulares existen niveles basales de
expresion de c-fos relativamente
bajos. Sin embargo, se ha
observado que son muchos los
estimulos que pueden inducir la
expresion de c-fos en mayores
cantidades, algunos relacionados
con procesos de diferenciacion y
otros con la excitacion neuronal,
provocando un aumento transitorio
del m-RNA de c-fosy de la proteina
Fos. La transcripcion se activa a los
S minutos postestimulo, y contintia
durante 15-20 minutos. El m-RNA
producido se va acumulando hasta
alcanzar un maximo a los 30-45
minutos postestimulacion (Morgan
y Curran, 1989; Curran y cols.,
1990; Distel y Spiegelman, 1990;
Etienne-Decant, 1990; Morgan y
Curran, 1991).
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Fig. 1.10.- Familias de proto-oncogenes de

expresion inmediata (IEGs). Tomado de Sheng

y Greenberg (1990).
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Fig. 1.11.- Esquemas que representan los sucesos moleculares que se hallan
involucrados en la induccién del proto-oncogen c-fos. Tomado de Sheng y Greenberg
(1990).

En el control de la transcripcion intervienen varios elementos
reguladores, localizados en la region no traducible 5' de c-fos : SRE,
CaRE,... A estos elementos se unen diversas proteinas formando complejos
que conectan diversas senales de segundos mensajeros con esta region S'.
Ademas de este control en el inicio de la transcripcion, parecen existir
evidencias acerca de la existencia de un control en la continuacion de la

elongacion (Morgan y Curran, 1991).

El c-fos codifica una proteina nuclear denominada Fos, que participa
en un complejo proteico nuclear junto a otra proteina celular llamada p39
(ya identificada como Jun). Este complejo proteico se denomina activador-
proteico-1 (AP-1), y se une a la cromatina, en el sitio de union AP-1 del
DNA, funcionando como factor de transcripcion y activador génico
(Sambucetti y Curran, 1986; Curran y Franza, 1988; Morgan y Curran,
1989; Curran y cols., 1990; Distel y Spiegelman, 1990; Morgan y Curran,
1991).
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4.3.- Empleo del Proto-oncogén c-fos como Marcador Celular

de Actividad Neuronal.

La caracteristica del proto- a oAG AP o
F |
oncogén c-fos de ser expresado de p}m P ACaMK
! \
forma rapida y transitoria después de I ;\_3 (_r{p
i B
. . - Lo s
distintos estimulos externos, ha sarm :,-,‘ﬁ:,%wﬁ
encontrado aplicacion dentro de la susTCT -3
investigacion en la neurociencia, ya et
.- . Tala
que la expresion de c-fos ha sido St Sice
300

considerada como marcador de

actividad neuronal (Sagar y cols., 1988; b

Menétrey y cols., 1989; Dragunow y Fos J. i

Faull, 1989; Bullit, 1990; Sandktuhler, e fse response gene
1991; Munglani y Hunt, 1993). \ / —

AP sae

Fig. 1.12.- Esquema que representa
los sucesos moleculares involucrados
A B C en la formacién del complejo AP-1.

Tomado de Morgan y Curran (1986).

106 K —

80K —
& &  c-Fosp62
Ll Este hecho ha proporcionado a los
neurocientificos una nueva herramienta de
32K -
27K — trabajo: el revelado mediante técnicas

inmunohistoquimicas de Fos. Esta técnica

proporciona registros anatomicos de un

fenomeno funcional.

Ante el numero creciente de

evidencias, tanto citoarquitectonicas como

funcionales, de la organizacion en

Fig. 1.13.- Expresion del proto-
oncogén c-fos.
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columnas longitudinales de la PAG de los mamiferos, uno de los primeros
objetivos que se plantearon los investigadores fue intentar correlacionar
entre si ambos tipos de hallazgos, con la idea de comprobar si a cada tipo

neuronal correspondia una determinada funciéon.

Poder demostrar dicha relacion entre los datos anatomicos y los
fisiologicos ha sido dificil. Sin embargo, el empleo de c-fos como marcador
de actividad neuronal se ha convertido en una de las herramientas mas
usadas para solucionar este problema (Keay y Bandler, 1993; Keay, y cols.,

1994; Li y Dampney, 1994; Murphy y cols., 1995; Clement y cols., 1996).

5.-Analgesia Preventiva

1l estudio del sustrato anatomico de los circuitos nociceptivos y
antinociceptivos ha posibilitado la aparicion de nuevas
estrategias terapéuticas. Una de las que recientemente ha
surgido con mayor fuerza y a la que se abre un futuro mas prometedor es
la analgesia preventiva. Esta técnica consiste en administrar analgésicos
previamente a la realizacion de una actuacion que sabemos de antemano
va a causar dolor en el paciente (por ejemplo, previamente a una
intervencion quirurgica) con el fin de minimizar estos efectos

desagradables en el momento de su aparicion.

En un primer momento surgieron trabajos en los que se senalaba que
la mayoria de intentos de lograr una analgesia preventiva en el hombre no
mostraban una eficacia clinica del todo convincente, por lo que

recomendaban una mayor investigacion (Dahl y Kehlet, 1993).

Puestos de acuerdo en este punto, surgio la polémica al proponer

algunos autores que solo la investigacion en el ser humano permitiria
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avances en este capitulo (Hardy, 1993), lo cual fue rapidamente contestado
por numerosos y prestigiosos investigadores que defendian no sélo la
necesidad de la experimentacion en animales de laboratorio, sino que
calificaban como muy valiosos los datos que el estudio de la expresion del
proto-oncogén c-fos en la médula espinal tras estimulacion nociceptiva
podria ofrecer sobre la eficacia o no de muchos de los farmacos usados
actualmente en la analgesia preventiva (Munglani y cols., 1993; Munglani

y Hunt, 1995; Munglani y cols., 1995; Munglani y cols., 1996).

Tan so6lo hemos encontrado un trabajo en la literatura que ha
estudiado los efectos, en la rata, de la administracion conjunta de dosis
subanalgésicas de metamizol y morfina, destacando en sus resultados que
si aparecia potenciacion de los efectos analgésicos de la morfina cuando se
probaba en un modelo de dolor visceral (no alterable por la naloxona), pero

no cuando lo hacian en un modelo de dolor somatico (Taylor y cols., 1998).

5.1.- El Dolor Postquirtirgico

El dolor postquirurgico seria una de las mayores indicaciones de la
analgesia preventiva. El dolor agudo postoperatorio es la suma de
experiencias no placenteras, de tipo perceptivo y emocional, asociadas a
reflejos autonomicos (simpatico) y a reacciones de comportamiento. El
dolor postoperatorio y su reactividad organica no sélo van ligados al acto
quirargico en si, sino que perduran al finalizar éste, ya que la agresion
todavia continua. Este dolor postquirurgico se genera tanto por
mecanismos directos (seccion de terminaciones nerviosas) como indirectos
(liberacion de sustancias algogenas capaces de activar y/o sensibilizar los
receptores encargados de procesar la sensacion nociceptiva). Los impulsos
nociceptivos dan lugar a la aparicion de una serie de respuestas que
definen la reaccion del organismo frente a la agresion y constituyen la base

que explica los problemas postquirurgicos ligados a la presencia del dolor
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(Pflug y Bonica, 1977).

En el tratamiento del dolor postquirurgico se han utilizado
anestésicos locales, AINE y opioides, solos 6 en combinacion, pre, intra 6
postquirurgicamente, consiguiendo la disminucion del dolor y una mas
temprana movilidad de los pacientes, aunque los estudios efectuados han
presentado dificultades en su diseno y en sus conclusiones definitivas

(Wall, 1988).

Actualmente, el pilar fundamental sobre el que se asienta el
tratamiento del dolor postoperatorio son los opiaceos. A este respecto, la
mayor parte de autores coinciden en senalar la imposibilidad practica de
lograr un alivio total del dolor si no es a expensas de unos efectos
secundarios, casi siempre inaceptables bajo un punto de vista clinico.
Precisamente estos efectos secundarios (pricipalmente la depresion
respiratoria), son los que suscitan la controversia acerca de la utilizacion

rutinaria de su empleo en el dolor postquirurgico.

Toda esta problematica ha contribuido a que se potencie la
utilizacion de farmacos y terapias alternativas en el tratamiento del dolor
postquirurgico como son los anestésicos locales, los AINE y otros
analgésicos menores. Las indicaciones fundamentales de estos farmacos
serian la cirugia ambulatoria, como unicos agentes, y la cirugia mayor, en

este caso como ahorradores de opiaceos (The Lancet 1991).

No se ha investigado suficientemente, sin embargo, el sustrato
anatomico que participa en el efecto analgésico central de otras sustancias
no opiaceas, como el metamizol, empleado en el presente estudio. Es logico
asegurar que la investigacion en este terreno aportara datos necesarios

para poder avanzar en el campo de la analgesia preventiva.
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6.-E1 Metamizol.

1 metamizol pertenece al grupo de analgésicos derivados de la

pirazolona, (primer escalon de la escala analgésica de la OMS).

El término metamizol es la denominacion comun internacional
adoptada por la OMS para el principio activo denominado anteriormente

dipirona (Rull Bartomeu, 1993).

Se presenta en forma de sal magnésica, siendo su aspecto el de un
polvo blanco soluble en agua y en alcohol. Su pH en solucion acuosa es

neutro y su pK es de 2,1 (Rull Bartomeu, 1993).

729061.2
(6]

Nolotil’
ampollas

Metamizol Magnésico

Solucién inyectable

5 ampollas de 5 ml
Via intramuscular o intravenosa

ﬂ Boehringer
I|"l Ingelheim

Fig. 1.14.- Presentacion comercial del metamizol.

Segun la clasificacion para los analgésicos no morficos, perteneceria

al primer grupo de analgésicos antipiréticos o analgésicos no acidos.

6. 1.- Farmacocinética.

Se puede administrar tanto por via oral como por via parenteral. La

concentracion maxima plasmatica se alcanza a los 60 minutos en el
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primer caso y a los 30 minutos si la administracion es intramuscular,

siendo equiparables al cabo de una hora (Rull Bartomeu, 1993).

No se acumula en los tejidos al no ser un analgésico acido, lo que
explica su menor toxicidad local, y tiene un porcentaje bajo de union a
proteinas plasmaticas (15%), lo que explica su minima interaccion con
otros farmacos. Atraviesa las barreras placentaria y hematoencefalica (Rull

Bartomeu, 1993).

Tiene metabolismo hepatico, dando como metabolitos mas
importantes la 4-metil-amino-antipirina y la 4-amino-antipirina

responsables directos de la accion farmacologica (Rull Bartomeu, 1993).

La eliminacion de los metabolitos es renal (el 72% en las primeras 24
horas) pudiendo colorear de rojo-naranja la orina sin significado
patologico. También se elimina por la leche materna (Rull Bartomeu,

1993).

6.2.- Farmacodinamia.

El mecanismo de accion por el que el metamizol consigue un efecto
analgésico no esta del todo aclarado. Como el resto de AINEs (Anti-
Inflamatorios No Esteroideos) tiene una accion a nivel periférico, pero, a
diferencia de estos, se ha constatado una acciéon a nivel central, aunque

por mecanismos que todavia estan siendo dilucidados.

A nivel periférico tiene una doble accion: por una lado disminuye la
sintesis de prostaglandinas mediante el bloqueo de la ciclooxigenasay, por
otro lado, bloquea el inicio de la transmision del dolor por accion directa
sobre los nociceptores, a los que retorna a la situacion de reposo (Ferreira

y cols., 1978; Abbate y cols., 1990; Rull Bartomeu, 1993; Shimada y cols.,
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1994).

Los primeros datos sobre los efectos a nivel central del metamizol se
publicaron a partir de la segunda mitad de la década de los 80. La
administracion tanto intraperitoneal como intravenosa de metamizol en
ratas con la médula espinal y el sistema nervioso central supraespinal
intactos provoco una depresion de la actividad en la mayoria de los axones
medulares estudiados debido a la activaciéon de la inhibicion por parte de
la PAG (Carlsson y cols., 1986). La microinyeccion de metamizol
directamente a nivel de la PAG potenci6 los efectos analgésicos de la
morfina inyectada intratecalmente a nivel medular (Carlsson y Jurna,
1987). Asi mismo, la administracion intravenosa de metamizol produjo, en
la actividad neuronal inducida por estimulacion eléctrica de las aferencias
nociceptivas, una depresion a nivel de las neuronas de la parte
dorsomedial del nucleo ventral del talamo, encargado de conducir los

impulsos dolorosos hacia la corteza (Carlsson y cols., 1988).

Ya en la década de los 90, nuevos estudios sobre el posible efecto
central antinociceptivo del metamizol han sido realizados. Algunos han
senalado a la médula espinal como la principal diana del metamizol
(Neugebauer y cols., 1994; Selve y cols., 1996). Mientras que otros han
apuntado a niveles supraespinales (Tortorici y Vanegas, 1994; Jones,
1996; Akman y cols., 1996; Tortorici y cols., 1996; Vanegas y cols., 1997,
Beirith y cols., 1998).

Neugebauer y cols. (1994) demostraron que la administracion
intravenosa de metamizol reducia de forma intensa la actividad de las
neuronas del asta posterior de la médula, mientras que la de las fibras
amielinicas (de tipo C) apenas se veia afectada, lo que senalaba a la

médula espinal como el principal sitio de accion del metamizol.
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Selve y cols. (1996) no consiguieron efectos analgésicos tras la
inyeccion intratecal de metamizol, mientras que si los observaron tras su
administracion sistémica via intraperitoneal. De ahi dedujeron que el
metamizol actuaria a nivel central, directa o indirectamente, a nivel de
médula espinal, pero sé6lo si es administrado sistémicamente o en
combinacion con otras drogas de activacion supraespinal. En su estudio
también se demostro que en dicho efecto analgésico participaria, al menos

en parte, la galanina.

Akman y cols. (1996) senalaron el efecto analgésico del metamizol
administrado tanto por via intraventricular, intratecal o subcutanea, antes
de la aplicacion del test de contraccion abdominal, consistente en una
inyeccion intraperitoneal de acido acético, pero no previo al test de
sacudida de la cola (tail-flick test) ni al test de la plancha caliente (hot-
plate test). Segun estos autores, la aparicion mas rapida de los efectos
antinociceptivos cuando la administracion del farmaco era intraventricular
o intratecal frente a la aparicion mas lenta cuando la via era subcutanea,
sugeriria que este efecto analgésico seria de origen central, apuntando,
ademas, que estarian involucrados mecanismos opioides con liberacion de

endorfinas y/o enkefalinas endogenas.

Los resultados obtenidos a finales de los 80 que apuntaban que el
metamizol ponia en marcha el circuito supraespinal de analgesia endogena
descrito por Basbaum y Fields (1984), fueron ratificados por los trabajos
de Tortorici y Vanegas (1994), Tortorici y cols. (1996) y Jones (1996). En
ellos se observaban efectos analgésicos tras microinyectar metamizol
directamente tanto en la PAG (Tortorici y Vanegas, 1994; Tortorici y cols.,
1996) como en el nucleo del rafe magno (Jones, 1996), senalando, ademas,

que este efecto era parcialmente revertido por la naloxona.

De nuevo, los efectos antinociceptivos de la microinyeccion de
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metamizol en la PAG fueron puestos de manifiesto, en este caso concreto,
por la constatacion a nivel medular de una disminucion de la respuesta a
estimulos dolorosos naturales de las neuronas de amplio margen dinamico
o WDR (Wide Dynamic Range), unas de las mas importantes en la
transmision ascendente de la informacion nociceptiva (Vanegas y cols.,
1997), anadiendo en un estudio mucho mas reciente el dato de que este
efecto era revertido por la microinyeccion de naloxona en la RVM (Vasquez

y Vanegas, 2000).

En un amplio estudio sobre el mecanismo de accion del metamizol
(Beirith y cols., 1998), se ha constatado que el metamizol provoca una
analgesia a nivel tanto espinal como supraespinal, frente al dolor
neuropatico inducido tanto por la formalina como por la capsaicina y
frente a la hiperalgesia inducida por el glutamato, al parecer, relacionada
con su capacidad de modular la accion y/o liberacion de aminoacidos
excitadores a nivel de médula espinal, asi como de interaccionar de forma
directa sobre la union del glutamato a sus receptores. En este mismo
trabajo se considera poco probable que en los mecanismos subyacentes a
la accion antinociceptiva del metamizol participen péptidos opiaceos,
receptores GABAB, el sistema serotoninérgico, los canales de potasio
sensibles al ATP, la via del 6xido nitrico y su precursor la L-arginina, el
complejo proteico Gi/Go sensible a la toxina tosferinica administrada

intraventricularmente ni una modulacion de las hormonas adrenales.

Finalmente, en un reciente estudio en el que se investigo el efecto de
la combinacion de morfina y metamizol a dosis subanalgésicas, se
constaté que dicha combinacion si conseguia potenciar los efectos
analgésicos de la morfina cuando se empleaba un modelo de dolor visceral
(la inyeccion de acido acético intraperitoneal o test de las contracciones
abdominales), pero no cuando se probaba en un modelo de dolor somatico

(dolor térmico en la planta de las patas). Asimismo, el efecto analgésico
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observado en el modelo de dolor visceral no se veia alterado por la

administracion previa de naloxona (Taylor y cols., 1998).

6.3.- Acciones Farmacolbgicas.

Los principales efectos del metamizol son (Rull Bartomeu, 1993):

1) Accion analgésica: superior a la de los salicilatos y los derivados

del paraminofenol, reforzada por una débil accion antiinflamatoria.

2) Accién antipirética: superior a la del paracetamol.

3) Accion antiagregante: observada a dosis superiores a los 500 mg,

debida a su efecto sobre la cicloxigenasa.

4) Accion espasmolitica: por relajacion de la fibra muscular lisa,

similar o superior a la conseguida por el diclofenaco o la indometacina.

6.4.- Efectos Secundarios.

Los principales efectos secundarios observados han sido la sedacion,
la sequedad de boca, la euforia, la sudoraciéon, reacciones alérgicas
(exantema, prurito, urticaria, broncoespasmo,...), fiebre medicamentosa,
shock anafilactico, epidermolisis necrotica, pancreatitis aguda,

coagulopatia de consumo, agranulocitosis,... (Rull Bartomeu, 1993).

El metamizol tiene una buena tolerancia gastrica por la ausencia de
efecto sobre la ciclooxigenasa gastrica, siendo comparable su
gastrolesividad con la del paracetamol. Asi mismo, los tratamientos
prolongados con metamizol no han demostrado hepatotoxicidad ni

nefrotoxicidad (Rull Bartomeu, 1993).
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Se recomienda precaucion durante los tres primeros meses de
gestacion porque no existe informacion suficiente sobre su teratogénesis.
Tampoco existe sobre sus efectos en el recién nacido (Rull Bartomeu,

1993).

La intoxicacion aguda por sobredosis de metamizol es poco frecuente,

no habiendo sido publicado ningun caso mortal (Rull Bartomeu, 1993).

6.5.- Interacciones Farmacolbgicas.

Son escasas por la baja union del metamizol a proteinas plasmaticas.
Entre las publicadas encontramos que potencia la accién depresora del
sistema nerviosos central de la clorpromacina y acelera la eliminacion de

los barbituricos (Rull Bartomeu, 1993).

6.6.- Indicaciones Terapéuticas.

El metamizol es un analgésico indicado tanto en el tratamiento del

dolor agudo como del dolor cronico (Rull Bartomeu, 1993):

1) Esta indicado en el dolor agudo de origen coélico, postoperatorio u
odontologico, preferentemente por via parenteral (intramuscular o
endovenosa lenta), y por via oral en el dolor agudo que no responde al
paracetamol. En ambos casos, las dosis oscilan entre los S00 mgylos 2 g

cada 6 u 8 horas, segun la edad y la intensidad del dolor.

2) En el dolor cromico, el metamizol ha sido empleado en el
tratamiento del dolor oncolégico a dosis de 2 g cada 8 horas por via oral,

demostrando igual eficacia que 10 mg de morfina cada 4 horas.
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7.-La Morfina.

s un narcotico potente estandar para el dolor agudo intenso y

el dolor canceroso cronico (American Pain Society, 1987).

La morfina, (tercer escalon de la escala analgésica del dolor, OMS), el
principal alcaloide del opio. Fue aislada, en 1803, por un farmacéutico
aleman, Sertirner, y determiné el procedimiento general para la extraccion
de los alcaloides. Pasaron varios anos haste que Robiquet, en 1832,
descubrio la codeina y Merck, en 1848, descubrio la papaverina, también

alcaloides naturales del opio.

Fig. 1.15.- Presentacion comercial de la morfina.

Pese a ser un farmaco utilizado desde la antigtiedad, el conocimiento
preciso de la estructura quimica de la morfina no fue propuesta por

Gulland y Robinson hasta 1925 y comprobada afios mas tarde.

7. 1.-Farmacocinética.

La absorcion de la morfina es amplia y, por tanto, es util para ser

administrada por distintas vias (oral, subcutanea, intravenosa,
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intramuscular, epidural, intraventricular y rectal). Para cada via hay que
elegir la presentacion farmacéutica mas adecuada y modificar la dosis

segun la potencia relativa.

Oral:rectal 1:1
Oral:subcutanea 1:2
Oral:intravenosa 1:3

Oral:espinal 1:10

Tabla 1.5.- Indice de la potencia relativa de la morfina segun la via de
administracion

La dosis efectiva para controlar el dolor hay que determinarla para
cada persona en funcion de los tratamientos previos, la intensidad del

dolor, el estado fisico y neurologico y la idiosincrasia del enfermo.

Las dosis habituales medias, de inicio, oscilar entre 30 y 60 mg
diarios, tanto de solucion acuosa de morfina como de comprimidos de
liberacion inmediata o retardada. Las dosis medias se sittian en 120-240

mg diarios (Gomez Sancho, 1999).

La morfina no se acumula en los tejidos y a las 24 h de haber

administrado la ultima dosis las concentraciones son muy bajas.

La absorcion de la morfina es amplia y, por tanto, es util para ser

administrada por distintas vias.

El metabolismo de la morfina es hepatico. La vida media plasmatica,
si se ha administrado por via oral, es de entre 2-3 h para una dosis Unica,
pero si se administra de forma regular, la analgesia que produce dura

hasta 5 h. La concentracion maxima se alcanza aproximadamente al cabo
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de una hora, con una variabilidad de entre 20 min y 2 h. La principal via
de eliminacion de metabolitos es urinaria. El aclaramiento plasmatico es

muy variable y esta relacionado con el metabolismo hepatico.

7.2.-Farmacodinamia.

El mecanismo de accion se produce a través de los receptores
especificos del sistema nervioso central, aunque también los hay en los

tejidos periféricos.

7.3.-Acciones farmacoldgicas.

1. Tratamiento del dolor, sobre todo del dolor nociceptivo, aunque
en el dolor neuropatico la morfina también puede tener un papel.

2. Tratamiento de la disnea por su accion sobre el centro
respiratorio cerebral. Las dosis administradas han de ser bajas: 2,5-5 mg
cada 4 h, o bien 10-20 mg cada 12 h por via oral. Si ya tomaba morfina se
hara un aumento de entre el 30 y el 50 %.

3. Antitusigeno, por efecto sobre el centro tusigeno del bulbo
raquideo, deprimiendo el reflejo de la tos.

4. Antidiarreico, aunque para este uso, actualmente se considera

de eleccion la loperamida, que tiene menos efectos centrales.

7.4.-Efectos secundarios.

1) Depresion respiratoria dependiente de la dosis por un efecto
directo sobre los centros respiratorios del tronco cerebral.

2) Somnolencia, al inicio del tratamiento, que suele ceder en pocos
dias.

3) Sensacion de bienestar, cambios en el estado animico e incluso

euforia.
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4) Mioclonias multifocales.

5) Desorientacion y alteraciones del pensamiento.

6) Alteracion de la temperatura corporal.

7) Sudacion mas o menos profusa.

8) Miosis de la pupila.

9) Nauseas y vomitos por actuacion sobre la zona de gatillo del
bulbo raquideo, que suelen responder bien al tratamiento y se limitan al
cabo de pocos dias.

10) Sequedad de boca.

11) Estrenimiento causado por la disminucion de la motilidad
intestinal.

12) Colico biliar provocado por la elevacion de la presion en el tracto
biliar (esfinter de Oddji).

13) Retencién wurinaria provocada por el aumento de las
contracciones del uréter y del tono del musculo detrusor de la vejiga y del
esfinter vesical.

14) Prurito. La intoxicacion aguda tiene como finalidad evitar que se
produzca la depresion respiratoria.

Se utilizan los antagonistas opiodes. La naloxona es el farmaco de
eleccion. Se administra por via intravenosa lenta en dosis de 0,4 mg que

pueden repetirse, o bien en infusiéon continua.

7.5.-Interacciones Farmacologicas.

Los inhibidores de la monoaminoxidasa, los neurolépticos, los
hipnéticos, el alcohol y los relajantes musculares intensifican los efectos

depresores de la morfina y aumentan sus efectos adversos.
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1.- Justificacion.

a exhaustiva revision de la bibliografia llevada a cabo nos ha

permitido constatar el gran interés que, en los ultimos anos,

ha despertado el estudio de las estructuras descritas por
Basbaum y Fields (1984) en su circuito de control endégeno del dolor: la
sustancia gris periaqueductal (PAG) y la region mas rostral y ventromedial
del bulbo (RVM). Este interés se ha traducido en numerosas publicaciones
cientificas que han abordado el tema desde diferentes puntos de vista,
aportando abundante y variada informacion que ha contribuido a un
mayor y mejor conocimiento del papel que tanto la PAG como la RVM
juegan en los mecanismos de control y modulacion de la transmision
nociceptiva (Basbaum y Fields, 1984; Fields y cols., 1991; Keay y Bandler,
1993; Lovick, 1993; Keay y cols., 1994).

Sin embargo, como también ha quedado patente tras la revision
bibliografica, cada vez son mas los estudios que implican a otros centros
nerviosos supraespinales en este control de la transmision nociceptiva: el
nucleo central de la amigdala, el nucleo dorsal del rafe (Wang y Nakai,

1994 y 19935), el nucleo cuneiforme, el locus coeruleus, el nucleo
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parabraquial, el area A7, el nucleo del tracto solitario (Ammons y cols.,
1983; Palkovits y cols., 1987; Randich y cols., 1988; Morgan y cols., 1989;
Yew y cols., 1990; Hammond y cols., 1992; Wiertelak y cols., 1997), etc.
De entre todos ellos, hemos elegido como objeto de estudio de la presente
tesis doctoral la porcion lateral del ntucleo parabraquial (PB), por ser la
estructura central de los denominados “circuitos parabraquiales” (Gauriau
y Bernard, 2002), responsables de los componentes emocional,

autonomico y neuroendocrino del dolor.

Aunque actualmente se ha avanzado significativamente en el estudio
de esta estructura pontina, quedan todavia numerosos aspectos por
analizar en relacion al papel que el PB puede desempenar en el control del
dolor, en concreto, en el papel que puede jugar en el mecanismo de accion
de los diferentes farmacos analgésicos, y mas especificamente, en el
mecanismo de accion del metamizol, el cual permanece, en gran medida,

sin clarificar.

Esta situacion se ha visto favorecida por el hecho de que la mayoria
de estudios han sido llevados a cabo en animales anestesiados. Bajo estas
condiciones, tanto los impulsos excitadores o inhibidores como las
respuestas neuronales, pueden verse afectados de forma importante

dependiendo del anestésico empleado asi como de la dosis administrada.

Para evitar el problema de la anestesia se han propuesto distintas
técnicas que permiten detectar los cambios metabdlicos en el sistema

nervioso central inducidos por estimulos nociceptivos.

Una de estas técnicas es el método de la 2-desoxiglucosa (2-DG)
(Sokoloff y cols., 1977), basado en la medicion de la glucosa utilizada
localmente en el encéfalo (para revision ver Porro y Cavazzuti, 1993). Porro
y cols. (1991a y b) estudiaron con esta técnica las variaciones en el

consumo de glucosa, en 35 estructuras a lo largo de todo el sistema
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nervioso central, producidas por la aplicacion de un estimulo nociceptivo

como es el test de la formalina.

Este método de la 2-DG, tiene la ventaja de que puede ser aplicado en
animales no anestesiados pero, tiene también algunos inconvenientes
como son la falta de resolucion celular y la incompatibilidad con otras

técnicas neuroanatomicas.

Estos problemas se solventan con una de las ultimas técnicas
desarrollada con el fin de describir el patron de células que responden
ante determinados estimulos: el estudio de genes de expresion inmediata,
y mas concretamente, el estudio de la expresion del proto-oncogen c-fos

(Morgan y Curran, 1991).

Como ya se ha comentado en la introduccion de este trabajo, son
numerosos los estudios que confirman la validez de esta técnica como
marcador de actividad neuronal (Hunt y cols., 1987; Sagar y cols., 1988;
Menétrey y cols., 1989; Dragunow y Faull, 1989; Bullit, 1990; Sandkuhler,
1991; Munglani y Hunt, 1993).

En base a todo lo mencionado anteriormente, evidenciamos la falta de
un estudio completo de la expresion de c-fos en la porcion lateral del PB,
en ratas no anestesiadas, tras un estimulo tanto nociceptivo como

antinociceptivo.

Asimismo, también nos propusimos evaluar las posibles alteraciones
que sobre esta expresion pudiera ejercer la administracion previa de una
sustancia analgésica. Los dos analgésicos que decidimos utilizar fueron la
morfina, (tercer escalon analgésico de la OMS) y el metamizol o dipirona,
(primer escalon analgésico de la OMS). La primera, es el principal alcaloide

del opio, ha sido utilizada clasicamente como sustancia analgésica patron
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con la que comparar el efecto analgésico de otras drogas con supuestas
propiedades terapéuticas antinociceptivas (Presley y cols., 1990; Abbadie y
Besson, 1993; Abram y Olson, 1994; Télle y cols., 1994a y b; Traub y cols.,
1995; Tseng y Collins, 1995; Jourdan y cols., 1997). El metamizol,
anteriormente llamado dipirona, es una de las sustancias con propiedades
analgésicas mas utilizada en nuestro pais. Es un analgésico de probada
eficacia clinica y escasos efectos indeseables, perteneciente al grupo de
derivados de la pirazolona (Rull Bartomeu, 1993), cuyo mecanismo de

accion a nivel central sigue sin aclararse.

Primer escalon Segundo escalon Tercer escalon

AINE, paracetamol, Codeina, dihidrocodeina, | Morfina, fentanilo,
metamizol tramadol metadona

Tabla 2.1.- Escala analgésica de la OMS

Estudios previos han intentado profundizar en esta cuestion
encontrando evidencias de la actividad del metamizol tanto a nivel
periférico (Ferreira y cols., 1978; Abbate y cols., 1990; Rull Bartomeu,
1993; Shimada y cols., 1994) como a nivel central, ya sea medular
(Neugebauer y cols., 1994; Selve y cols., 1996) o supraespinal (Carlsson y
cols., 1986; Carlsson y Jurna, 1987; Carlsson y cols., 1988; Tortorici y
Vanegas, 1994; Jones, 1996; Akman y cols., 1996; Tortorici y cols., 1996;
Vanegas y cols., 1997; Beirith y cols., 1998). Ninguno de ellos, sin
embargo, ha centrado su estudio en el PB, por lo que el papel especifico
que el metamizol podria desempeniar en este centro troncoencefalico

permanece actualmente sin haber sido suficientemente estudiado.
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2.- Objetivos.

la vista de los antecedentes expuestos, los objetivos que nos

planteamos fueron los siguientes:

1) Evaluar el efecto que sobre la expresion de Fos en la porcion lateral
del PB tendria la aplicacion de un estimulo nociceptivo tanto
somatico superficial como visceral. Como modelo de dolor somatico
superficial emplearemos el test de la formalina, consistente en la inyeccion
subcutanea en la planta trasera de 0,05 ml de formalina al 5% (Dubisson
y Dennis, 1977), mientras que como modelo nociceptivo visceral usaremos
el test de las contracciones abdominales, consistente en una inyeccion de
acido acético al 3,5% intraperitoneal (Taber y cols., 1969). De esta manera
podriamos obtener informacion acerca de la participacion de la porcion
lateral del PB en los circuitos de transmision nociceptiva, tanto somatica

superficial como visceral.

2) Evaluar el efecto que sobre la expresion de Fos en el PB tendria la
aplicacion de un estimulo antinociceptivo. Para ello, se opto por la
administracion por via parenteral (intraperitoneal) tanto de morfina (10
mg/kg) como de metamizol (500 mg/kg), dos de los analgésicos mas
usados en la actualidad. De esta manera podriamos obtener informacion
acerca de la participacion directa del PB en el circuito analgésico

endogeno.

3) Evaluar el efecto que tendria la aplicacion de un estimulo
antinociceptivo de forma previa a la aplicacion de un estimulo
nociceptivo sobre la expresion de Fos en el PB. Para ello, se opté por la
administracion por via parenteral tanto de morfina como de metamizol de

forma previa a la aplicacion del estimulo nociceptivo (somatico superficial
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o visceral). De esta manera podriamos obtener informacion acerca de la

participacion indirecta del PB en el circuito analgésico endoégeno.

Este trabajo de experimentacion pretende profundizar, por tanto, en
el papel que la porcion lateral del PB puede ejercer tanto en el circuito
nociceptivo como en el analgésico, asi como en el conocimiento de las bases
anatomicas sobre las que se asienta el efecto analgésico producido por el
metamizol, con el objetivo de aportar nuevos datos que puedan ser de
utilidad en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas como la
analgesia preventiva o las combinaciones farmacologicas a base de morfina

y metamizol.
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1.- Animal de Experimentacion.

1 presente trabajo se llevd a cabo en 45 ratas albinas de la
cepa Sprague-Dawley, machos, de peso aproximado de 250g
(Fig. III-1).

Los animales fueron mantenidos bajo condiciones estandar de
laboratorio durante al menos una semana antes del comienzo de la
experimentacion: ciclos de 12 horas luz/12 horas oscuridad (la luz se
encendia a las 8:00 a.m. y se apagaba a las 8:00 p.m.), temperatura

(15°C) y humedad constantes, dieta estandar y libre acceso a la comida

y el agua.

Fig. 3.1.- Rata macho de la cepa
Sprague-Dawley procedente de la
Unidad Mixta de Investigacion de
la Facultad de Medicina de la
Universidad de Valencia.
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2.-Grupos Experimentales.

os 45 animales se distribuyeron en los siguientes grupos

experimentales:

1) Grupo Control Simulado (CS) (n=5): Los animales de este

grupo fueron acostumbrados a las maniobras de manipulacion que
posteriormente pudieran ser necesarias durante el experimento.
Estas manipulaciones fueron las siguientes:

- Sacar de la jaula al animal y pesarlo.

- Inmovilizar al animal, durante 5 segundos, abrazandolo con una
mano por debajo de las patas delanteras al tiempo que se le
cruzaban en aspa por delante de la cara, y con la otra sujetandole
de la cola.

Esta maniobra de inmovilizacion se le practico dos veces a cada
animal: la primera al terminar de pesarlo, y la segunda media hora
después. Durante la primera inmovilizacion se inyectaria
intraperitonealmente (i.p.) 1 ml de suero salino. Entre una
inmovilizacion y otra los animales permanecieron en sus
respectivas jaulas. Los animales fueron sacrificados a las 2 horas y
media de la inyeccion i.p. de suero salino, es decir, a las 2 horas de
la segunda inmovilizacion.

La finalidad de este grupo fue descartar que ni el estrés por la
inmovilizacion, ni el posible dolor derivado de la inyeccion i.p., ni
tan siquiera la distension abdominal por la introduccion de un
volumen de 1 ml i.p., diesen un patron de expresion de Fos en el
PB que pudiera enmascarar la expresion de Fos inducida por el

estimulo aplicado, ya fuera éste analgésico o doloroso.

2) Grupo Control Morfina (CM) (n=5): Ademas de las maniobras

de manipulacion, las ratas de este grupo recibieron, el dia del
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experimento, una inyeccion i.p. de 1 ml, correspondiente a una
dosis de morfina de 10 mg/kg (Presley y cols., 1990) durante la
primera inmovilizacion, es decir, 2 horas y media antes del

sacrificio.

3) Grupo Control Metamizol (CN) (n=5): Idéntico al anterior a

excepcion del estimulo farmacologico que en este grupo consistio
en una inyeccion i.p. de 1 ml, correspondiente a una dosis de 500
mg/kg de metamizol. Al igual que en el grupo CM los animales
fueron sacrificados 2 horas y media después del estimulo

analgésico.

4) Grupo Dolor Somatico (DS) (n=5): Los animales de este grupo

recibieron, al igual que los del grupo CS 1 ml de suero salino i.p.
durante la primera inmovilizacion. Pero, a diferencia de éstos, les
fue aplicado, ademas, un estimulo doloroso somatico superficial
durante la segunda inmovilizacion, es decir, a los 30 minutos de la
inyeccion i.p. de suero salino. Los animales fueron sacrificados a
las 2 horas del estimulo doloroso.

En este grupo, el estimulo nociceptivo somatico superficial se
consiguio aplicando a los animales el test de la formalina
(Dubuisson y Dennis, 1977) que consiste en administrar 0,05 ml

s.c. de formalina al 5% en la planta de la pata trasera derecha.

S) Grupo Dolor Visceral (DV) (n=5): Similar al grupo DS, con la
unica diferencia del tipo de estimulo doloroso aplicado durante la
segunda inmovilizacion. Mientras que en el grupo DS se aplicoé un
estimulo nociceptivo somatico superficial, a los animales de este
grupo DV el estimulo nociceptivo que se les aplico fue visceral.

Ello se consigui6 mediante el test de las contracciones
abdominales (Taber y cols., 1969; Hammond y cols., 1992; Keay y
cols., 1994; Clement y cols., 1996; Rodella y cols., 1998)
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consistente en una inyeccion i.p. de 0,5 ml de acido acético diluido
al 3,5%. Al igual que en el grupo DS los animales fueron

sacrificados 2 horas y media después del estimulo analgésico.

6) Grupo Morfina+Dolor Somdtico (MS) (n=5): Los animales de este

grupo recibieron 1 ml de analgésico i.p. durante la primera
inmovilizacion (10 mg/kg de morfina) y un estimulo doloroso
somatico superficial durante la segunda inmovilizacion (test de la
formalina), es decir, a los 30 minutos de la inyeccion i.p. del
analgésico. Los animales fueron sacrificados a las 2 horas del

estimulo doloroso.

7) Grupo Metamizol+Dolor Somdatico (NS) (n=5): Los animales de este

grupo recibieron 1 ml de analgésico i.p. durante la primera
inmovilizacion (500 mg/kg de metamizol) y un estimulo doloroso
somatico superficial durante la segunda inmovilizacion (test de la
formalina), es decir, a los 30 minutos de la inyeccion i.p. del
analgésico. Los animales fueron sacrificados a las 2 horas del

estimulo doloroso.

8) Grupo Morfina+Dolor Visceral (MV) (n=5): Los animales de este

grupo recibieron 1 ml de analgésico i.p. durante la primera
inmovilizacion (10 mg/kg de morfina) y un estimulo doloroso
visceral durante la segunda inmovilizacion (test de las
contracciones abdominales), es decir, a los 30 minutos de la
inyeccion i.p. del analgésico. Los animales fueron sacrificados a las

2 horas del estimulo doloroso.

9) Grupo Metamizol+Dolor Visceral (NV) (n=5): Los animales de este

grupo recibieron 1 ml de analgésico i.p. durante la primera
inmovilizacion (500 mg/kg de metamizol) y un estimulo doloroso

visceral durante la segunda inmovilizacion (test de las
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contracciones abdominales), es decir, a los 30 minutos de la
inyeccion i.p. del analgésico. Los animales fueron sacrificados a las

2 horas del estimulo doloroso.

La manipulacion de los animales se hizo siguiendo Ilas
recomendaciones éticas para la investigacion sobre dolor experimental
en animales conscientes (Zimmermann, 1983), siendo todo el
procedimiento aprobado por el Comité Etico de la Facultad de Medicina

y Odontologia de la Universitat de Valéncia.

AEStll n}ul 0 Estimulo Doloroso
AT Manipulaciones nasesieo
Grupo Clave de P
Experimental Animales Morfina Metamizol Somatico Visceral
(mg/kg) (mg/kg) (test de (test de
g/%g g/%g formalina) formalina)
Control cs 5 si NO NO NO NO
Simulado
Analgesia CM 5 si 10 NO NO NO
Morfina
Analgesia CN 5 si NO 500 NO NO
Metamizol
3 0,05 ml
Dolor DS 5 si NO NO NO
Somatico (s.c.)
] ) 0,5 ml
Dolor DV 5 si NO NO NO
Visceral (i.p.)
Morfina . .
Dolor MsS 5 SI 10 NO SI NO
Somatico
Metamizol . .
Dolor NS 5 SI NO 500 SI NO
Somatico
Morfina MV 5 si 10 NO NO si
Dolor Visceral
Metamizol NV 5 si NO 500 NO si

Dolor Visceral
Tabla 3.1.- Resumen global de la casuistica.

3.- Anestesia y Perfusion.

odos los animales fueron sacrificados a las 2 horas de la
segunda inmovilizacion, lo que siempre ocurriéo dentro de la
franja horaria de las 16:30 h y las 17:30 h. Llegada la hora

del sacrificio el animal recibia una sobredosis i.p. de pentobarbital (120
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mg/kg), comenzandose con las maniobras propias del proceso de
perfusion una vez se comprobaba que el animal estaba profundamente
anestesiado (ausencia de reflejo corneal), y con el corazéon todavia

latiendo.

Todo el proceso de anestesia y perfusion en ningun caso sobrepaso
los 15 minutos de duracion, para evitar la inducion iatrogénica de c-fos
por efecto de la manipulacion o de la propia anestesia (Herdegen y cols.,

1991; Takayama y cols., 1994).

La perfusion se inicié en todos los casos con un lavado del arbol
vascular con suero salino isoténico heparinizado (15.000 Ul/litro), para,
seguidamente introducir la solucion fijadora. El acceso se logro
mediante una incision cutanea en forma de T invertida, formada por un
corte longitudinal en la linea media de la cara ventral del torax y otro
perpendicular y tangencial al borde inferior del peto costal anterior, de
forma que la piel fue rechazada hacia los lados de la linea media. A
continuacion, se seccion6 transversalmente la pared abdominal anterior
para acceder, a través de la cavidad peritoneal, a la cara inferior del
diafragma. Posteriormente, se seccion6 también el diafragma y el peto
costal anterior, siguiendo en este ultimo proceder, las dos lineas
medioclaviculares y el colgajo esternocostal resultante fue rechazado en
direccion superior. De esta forma, quedaron expuestos el corazon y los
grandes vasos. Por ultimo, se coloco la punta de la canula en la salida

de la aorta, accediendo a través del ventriculo izquierdo.

A continuacion se procedio al lavado del arbol vascular con suero
salino heparinizado. La pared de la auricula derecha se corté para
permitir la salida del retorno venoso. El lavado se prolong6é hasta que
las venas yugulares externas, previamente expuestas, se observaron
limpias y el higado suficientemente palido, para lo que fue necesaria la

utilizacion de 100-200 ml de suero. La perfusion se realizo utilizando
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una solucion fijadora formada por tampon fosfato (PB, Panreac) y

paraformaldehido (Panreac) al 4%.

Tanto el suero salino como la solucion fijadora fueron introducidos
en el arbol vascular a velocidad constante con ayuda de una bomba de

perfusion.

Finalizado el proceso de perfusion, los animales fueron
decapitados, y se procedio al descalote y extraccion del cerebro. Para
ello, se incidi6 y se retir6 la piel y periostio que cubre el craneo
mediante una incision longitudinal en la linea media. Una vez expuesta
toda la superficie del craneo correspondiente al hueso occipital y los dos
parietales, se retiraron los elementos 6seos en pequenos fragmentos

mediante unas pinzas, con cuidado de no lesionar el cerebro.

4.- Obtencion de los Cortes.

os cerebros se conservaron a 4°C en la misma solucion
fijadora hasta el dia siguiente. Transcurrido ese tiempo, se
pasaron a una solucion crioprotectora formada por PB con
cloruro soédico (Panreac) al 0,9% (PBS) 0,01M (pH 7.4) y sacarosa
(Panreac) al 30%, en la cual permanecieron 24 horas. Una vez
crioprotegidas, las piezas fueron congeladas y seccionadas con un
criostato en cortes coronales de 40pum de grosor recogidos en seis series
equivalentes que permanecieron congeladas en solucion crioprotectora

hasta que fueron empleadas.
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5.- Revelado Inmunocitoquimico del Proto-
oncogén c-fos.

n ras tres lavados con PBS para eliminar la sacarosa,

. procedimos a la deteccién inmunocitoquimica de la proteina

\

} codificada por el proto-oncogén objeto de nuestro estudio, c-
fos, por el método del ABC (Hsu y cols., 1981). Los cortes pasaran por
sucesivas soluciones (Valverde-Navarro y cols., 1996), que resumimos a

continuacion:

I Avidin/Biotinylated
Enzyme Complex
(ABC) Method

Peroxidase 1 | Avidin/Biotinylated
Antiperoxidase Labeled | Enzyme Complex
(PAP) Method Avidin Method I {ABC) Method

Labeled Primary

Labeled Secondary.
Antibody Method

Antibody Method

FiG. 3 FIG. 4 FIG. 5 FiG. 6

° = enzyme vv = antibody @ = biotin 4 = avidin

Fig. 3.2.- Esquema que recoge los principales métodos de deteccion inmunocitoquimica
de antigenos.

1) 30 minutos en PBS con 1% de peroxido de hidrogeno (H20o,
Sigma), para reducir o inhibir las peroxidasas endogenas.

2) 2 horas en PBS con un 0,1% de triton X-100 (PBS-T, Sigma),
para facilitar la penetracion de los anticuerpos a través de las
membranas celulares, y con un 3% de suero normal de conejo (NRS,
Vector) para evitar el marcaje inespecifico.

3) 48-72 horas en PBS-T con el anticuerpo primario anti-c-Fos (en
dilucion 1:2000, Sigma-Genosys) y un 1,5% de NRS.

4) 2 horas en PBS con anticuerpo de conejo biotinizado anti-IgG de
oveja (en dilucion 1:200, Vector).

5) 90 minutos en el complejo avidina-biotina-peroxidasa (Vector)

0) el proceso de revelado se llevd a cabo con una solucion en

tampon Tris 0,05M (pH 8.00, Sigma) con diaminobenzidina al 0,025%
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(Sigma), sulfato de amonio y niquel (NiNH4SO4, Aldricht) al 0,1%, para
intensificar la reaccion y 0,01% de H202. Los cortes se dejaron flotar en
esta solucion hasta que la inmunorreaccion se hizo visible al
microscopio optico (2-3 minutos). El proceso se detuvo anadiendo un
exceso de tampon Tris a la solucion y, a continuaciéon, lavando con PBS
un par de veces. Los cortes se lavaron tres veces con PBS entre cada

uno de los pasos.

Add e e _Add. v
__'Prlmary Antlbody : ___B_mtmylated

Fig. 3.3.- Esquema que reproduce la secuencia de pasos necesarios para la deteccion
inmunocitoquimica de una proteina mediante el método del ABC.

6.- Montaje de los Cortes.

]l montaje de los cortes se llevo a cabo sobre portas

| gelatinizados con una solucién de gelatina al 0,5% (Panreac)
y alumbre de cromo al 0,05% (Panreac). Se dejaron secar

durante toda la noche a temperatura ambiente, y al dia siguiente,
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fueron deshidratados en diluciones crecientes de etanol (70°, 96° y
100°, Panreac), aclarados con xilol (Panreac) y cubiertos con Merckoglas

(Merck).

7.- Seleccion de los Niveles de Estudio.

e seleccionaron cortes correspondientes a los niveles rostral,

intermedio y caudal del PB. La seleccion se hizo con ayuda

del atlas de Paxinos y Watson (2005). Los tres niveles del PB
escogidos en nuestros estudio se localizaron a nivel del tronco de

encéfalo: a -8.76, -9.00 y -9.24 mm de Bregma.

7 6 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 6 7

Figure 106 |

in Stereotaxic Coordinates Sth Edition Paxinos & Watson

The Rat Brain

L Interaural 0.24 mm Bregma -8.76 mm

7 6 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 6 7

Fig. 3.4.- Esquema de una seccién coronal del cerebro de una rata correspondiente al
nivel Bregma -8.76 mm, en el que se puede localizar el tercio ROSTRAL del nticleo
parabraquial (adaptado a partir del atlas de Paxinos y Watson, 2005).
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Fig. 3.5.- Esquema de una seccién coronal del cerebro de una rata correspondiente al
nivel Bregma -9.00 mm, en el que se puede localizar el tercio INTERMEDIO del niticleo
parabraquial (adaptado a partir del atlas de Paxinos y Watson, 2005).
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Fig. 3.6.- Esquema de una seccion coronal del cerebro de una rata correspondiente al
nivel Bregma -8.76 mm, en el que se puede localizar el tercio CAUDAL del niicleo
parabraquial (adaptado a partir del atlas de Paxinos y Watson, 2005).
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8.- Protocolo para la Tincion de los Cortes con
Violeta de Cresilo (Tincion de Nissl).

ado que en el estudio posterior de los dibujos obtenidos,
correpondientes al PB, uno de los parametros a tener en
cuenta sera la obtencion del patron de distribucion de las
neuronas Fos-positivas en relacion a los subnucleos descritos
previamente en la literatura (Fulwiler y Saper,1984; Hermanson y
Blomgqvist, 1996), deberemos poder delimitar, previamente, cada uno de
los subnucleos en los cortes empleados para la deteccion

inmunocitoquimica de Fos.

Para ello, una serie de cortes, paralela a la empleada para la
deteccion inmunohistoquimica de Fos, se tino con violeta de cresilo
(tincion de Nissl). Esta tincion permite apreciar las caracteristicas
citoarquitectonicas de las neuronas (forma, tamano, patron de tincion
citoplasmatica y nuclear,...), y de esta forma delimitar los diferentes
subnucleos en que se organiza el PB a lo largo de su extension

rostrocaudal.

Tras tres lavados con PBS para eliminar la sacarosa, los pasos a
seguir son los siguientes:

1) Hidratar los cortes en diluciones decrecientes de etanol (100°,
96°y 70°).

2) Incubar los cortes en una solucion de violeta de cresilo al
0,016% (16 mg/100 ml) en tampoén acetato 0,1M, pH 3,6, durante 20
minutos a temperatura ambiente.

3) Parar la reaccion con un lavado breve en alcohol de 70°.

4) Deshidratar los cortes en diluciones crecientes de etanol (70°,

96° y 100°).
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Fig. 3.7.- Microfotografias que muestran el PB con la técnica de Nissl en A) a nivel de
8.76 mm por detras de Bregma y B) a nivel de 9.00 mm por detrds de Bregma (tomado
del atlas de Paxinos y Watson, 2005).
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Fig. 3.8.- Microfotografias que muestran el PB con la técnica de Nissl a nivel de 9.24
mm por detras de Bregma (tomado del atlas de Paxinos y Watson, 20095).

9.-Protocolos para el Estudio Histoquimico del PB.

on el fin de obtener mas datos acerca de la subdivision del

PB en subnucleos, completamos en estudio

citoarquitectonico con un estudio histoquimico que incluyo

la deteccion de la NADPH-diaforasa y la acetilcolinesterasa.

9.1.- Protocolo para la deteccion histoquimica de la

NADPH-diaforasa (NADPHd).

Tras tres lavados con PBS para eliminar la sacarosa, los pasos a

seguir son los siguientes:
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1) Lavar los cortes con PBS 0.01 M con Triton X-100 al 0.1%
(PBS-T)

2) Incubar los cortes en una solucion de PBS-T con B-NADPH (1
mg/ml) y con nitro blue tetrazolium (NBT, 0.2 mg/ml), durante 2-4
horas a 37°C.

3) Parar la reaccion, tras control bajo microscopio, mediante

lavados con PBS.

9.2.- Protocolo para la deteccion histoquimica de la

Acetilcolinesterasa (AchE).

Tras tres lavados con PBS para eliminar la sacarosa, los pasos a
seguir son los siguientes:

1) Lavar los cortes con una solucion tampon de acetato soédico 0.05
M, pH 5.0.

2) Incubar los cortes en una solucion tampon de acetato sodico
0.05 M, pH 5.0, con un 0.10 % de sulfato de cobre, un 0,12 % de
glicina, un 0.116 % de ioduro de S-acetiltiocolina y un 0.003 % de
etopropazina.

3) Lavar los cortes 3 veces con agua destilada.

4) Revelar la reaccion incubando los cortes en una solucion de
ferricianuro potasico al 10 % en agua destilada, durante 10 minutos.

3) Parar la reaccion, tras control bajo microscopio, mediante

lavados abundantes con agua destilada.
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10.-Obtencion de los Patrones de Distribucion de
las Neuronas Fos-positivas.

|l patron de distribucion de

las células inmurreactivas

frente a Fos en el PB fue |
obtenido a partir de dibujos en los
que se puntearon manualmente las
neuronas Fos-positivas con ayuda de
una camara clara Zeiss acoplada a
un microscopio Axioskopp de Zeiss
con un objetivo de 20x. Dichos
dibujos fueron elaborados por un
experimentador desconocedor del

grupo experimental al que

ertenecian las reparaciones al
p prep Fig. 3.9.- Microscopio Axioskopp de

puntearlas. Zeiss con camara clara acopada.

11.-Obtencion de imagenes digitalizadas de las
preparaciones.

as imagenes para el
estudio  fotografico
fueron capturadas
mediante una camara de video
NIKON (Dxm 1200) acoplada un
microscopio Nikon Eclipse €600

con luz directa.

Fig. 3.10.- Microscopio Nikon Eclipse
€600 con camara digital Nikon
Dxm1200.
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12.-Analisis Estadistico de los Datos.

1 analisis estadistico de los datos se efectu6 con ayuda del

progama SPSS version 15.

12.1.-Analisis Global

El estudio estadistico consistio, en primer lugar, en un andlisis

global de los 9 grupos experimentales.

El analisis global se inici6 con una descriptiva que incluia la
media, el nimero de casos y la desviacion tipica para las variables
originales (los tres niveles, ROSTRAL, INTERMEDIO Y CAUDAL, del PB
en los que se realizaron las mediciones). El analisis descriptivo se
acompané con una grafica de las medias estimadas para cada variable

original dentro de cada uno de los 9 grupos experimentales.

A continuacion, se efectué un andlisis de la varianza (ANOVA) de
un factor para las variables, siendo el factor el diferente tratamiento que

ha recibido cada uno de los 9 grupos experimentales.

En el caso de que el analisis detectase diferencias entre los grupos,
tendria sentido realizar comparaciones multiples para determinar
conjuntos homogéneos de grupos experimentales que compartirian la
misma media. Como es sabido, no existe una unica técnica para llevar a
cabo estas comparaciones, dependiendo el resultado final de la que
hayamos empleado. Por esta razon, decidimos utilizar los métodos de
Tukey y Scheffé que producen situaciones extremas, particularmente
este ultimo que, siendo el mas conservador, conduce siempre a un

menor numero de conjuntos homogéneos (Sokal y Rholf, 1995).
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12.2.-Andlisis Parciales

El analisis estadistico de los datos se completé con varios andlisis
parciales en los que se compararon los resultados de unos grupos
concretos y especificos reunidos en base a los diferentes objetivos

planteados en la hipotesis de trabajo:

- Analisis Parcial Analgesia: CS, AM y AN.

- Analisis Parcial Dolor: CS, DS y DV.

- Analisis Parcial Analgesia+Dolor Somatico: DS, MS y NS.
- Analisis Parcial Analgesia+Dolor Visceral: DV, MV y NV.

Al igual que en el analisis global, en cada uno de los analisis
parciales presentamos la descriptiva y el analisis de las varianzas
(ANOVA), para finalizar con una representacion grafica de los

resultados.

Del mismo modo, en el caso de que el analisis detectase diferencias
entre los grupos, realizariamos comparaciones multiples para
determinar conjuntos homogéneos de grupos experimentales que
compartirian la misma media, empleando los métodos de Tukey y

Scheffé (Sokal y Rholf, 1995).
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04 RESULTADOS
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ANDREAE V ES A L.

BRYVXELLENSIS, DE HVMANI COR
RIS FABRICA LIBER QVARTVS, NERVIS PROPRIVS,

ac peculiares ipfi figurasin Capitum quibus conue-
niuntfronteexhibens.
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1.- Consideraciones Generales.

ntes de pasar a la descripcion de los resultados creemos
necesario hacer mencion de algunos aspectos de caracter

técnico y general.

En primer lugar es importante senalar que no todos los elementos
inmunorreactivos mostraron la misma intensidad de marcaje, pudiendo
encontrar en una misma seccion desde células fuertemente
inmunopositivas (puntos de coloracion negruzca opaca y homogénea)
hasta células débilmente marcadas (puntos de coloracion grisacea

translucida e irregular).

coronal de la SGP de la rata, subregién
. dorsolateral, a nivel del Bregma —7.64 donde
se aprecia células que muestran una fuerte
, inmunoreactividad frente a fos (flecha negra) y
células que muestran una débil
inmunoreactividad frente a fos (flecha blanca,).

ﬁ Fig. 4.1.- Microfotografia (40x) de un corte

-
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Para nuestro estudio sélo se consideraron aquellas células claramente
marcadas. La decision fue tomada por un investigador que desconocia a
qué grupo pertenecian las preparaciones y que mantuvo el mismo criterio

de exclusion o inclusion con todos los ejemplares del experimento.

2.- Estudio Descriptivo.

2.1.-Subdivisiones de la porcion Lateral del Nucleo

Parabraquial

a porcion lateral del PB se subdividio para su estudio de

acuerdo a criterios citoarquitectonicos, siguiendo la

subdivision propuesta por Fulwiler y Saper (1984). Segun
estos autores se diferencian hasta 7 subnucleos en la porcion lateral del
PB, a lo largo de toda su extension rostrocaudal. Como no todos los
subnucleos se extienden a lo largo de todo el PB, el estudio se llevé a cabo
en secciones coronales representativas del tercio rostral, intermedio y
caudal del PB, con el doble objetivo de asegurarnos la inclusion en el
estudio de todos los subnucleos de la porcion lateral del PB y de detectar
las posibles diferencias rostrocaudales, si las hubiera, en aquellos
subnucleos que se extienden a lo largo de todo el PB. En nuestro estudio,
se incluyo, ademas, en nucleo de Koélliker-Fuse (KF), considerado por
numerosos autores como un subnucleo mas del PB y se dejo fuera el
subnucleo extremo lateral por no poder se identificado con las técnicas

empleadas.

De esta forma los subnucleos a delimitar fueron, segun el tercio

correspondiente:
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1) En el tercio Rostral: los subnucleos superior (sIPB), central (clPB),

dorsal (d1PB), externo (elPB) y nucleo de Koélliker-Fuse (KF).

2) En el tercio Intermedio: los subnucleos interno (ilPB), central (cIPB),

dorsal (d1PB), ventral (vIPB), externo (elPB) y nucleo de Koélliker-Fuse (KF).

3) En el tercio Caudal: los subnucleos central (cIPB), dorsal (dIPB),
ventral (vIPB), externo (elPB) y nucleo de Kélliker-Fuse (KF).

En base a estas premisas procedimos a la realizacion de estas tres
técnicas cito y quimioarquitectonicas (Nissl, NADPHd y AChE) en cortes
seriados consecutivos a los procesados para la deteccion
inmunohistoquimica de la proteina Fos, cuyos resultados ofrecemos en las

siguientes tres figuras.
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Fig. 4.2.- Microfotografias (10x) de cortes coronales a nivel de la porcién lateral del PB
de rata, procesados con la técnica de Nissl, en 3 niveles rostrocaudales diferentes: (A) y
(B) nivel ROSTRAL; (C) nivel INTERMEDIO; (D) nivel CAUDAL. Subnticleos superior (sl),
interno (il), central (cl), dorsal (dl), ventral (vl) y externo (el) de la porcion lateral del PB;
nucleo de Kélliker-Fuse (KF); nucleo mesencefdlico del trigémino (meS5); pediinculo
cerebeloso superior (scp).
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Fig. 4.3.- Microfotografias (10x) de cortes coronales a nivel de la porcién lateral del PB
de rata, procesados para la deteccién histoquimica de la enzima NADPH-diaforasa
(NADPHd), en 3 niveles rostrocaudales diferentes: (A) y (B) nivel ROSTRAL; (C) nivel
INTERMEDIO; (D) nivel CAUDAL. Subnticleos superior (sl), interno (il), central (cl), dorsal
(dl), ventral (vl) y externo (el) de la porcion lateral del PB; niicleo de Kélliker-Fuse (KF);
nucleo mesencefdlico del trigémino (meS5); pedtinculo cerebeloso superior (scp).
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Fig. 4.4.- Microfotografias (10x) de cortes coronales a nivel de la porcién lateral del PB
de rata, procesados para la deteccion histoquimica de la enzima Acetilcolinesterasa
(AChE), en 3 niveles rostrocaudales diferentes: (A) y (B) nivel ROSTRAL; (C) nivel
INTERMEDIO; (D) nivel CAUDAL. Subniticleos superior (sl), interno (il), central (cl), dorsal
(dl), ventral (vl) y externo (el) de la porcion lateral del PB; niicleo de Kélliker-Fuse (KF);
nucleo mesencefdlico del trigémino (meS5); pedtinculo cerebeloso superior (scp).
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2.2.- Grupo Control Simulado (CS).

Las ratas del grupo control simulado (CS) mostraron escasa
inmunorreactividad frente a Fos en la porcion lateral del PB en los 3
niveles rostrocaudales estudiados. El discreto marcaje se aprecio
bilateralmente, sin diferencias entre ambas hemisecciones coronales,
fundamentalmente en los subnucleos superior (slPB), dorsal (dIPB) y

externo (elPB) de la porcion lateral del PB.

A nivel ROSTRAL (Bregma -8.76 mm) las escasas células
inmunorreactivas se repartieron de forma uniforme por los subnucleos
sIPB, dIPB y elPB de la porcion lateral del PB, siendo practicamente

inexistente en el subnucleo central (cIPB) y nucleo de Koélliker-Fuse (KF).

A nivel INTERMEDIO (Bregma -9.00 mm) las pocas células
marcadas también se observaron en los subnucleos dIPB y elPB, siendo
inexistente en los subnucleos interno (ilPB) y ventral (vIPB),

contabilizandose también alguna célula aislada a nivel del KF.

A nivel CAUDAL (Bregma -9.24 mm) apenas se contabilizaron
elementos Fos-positivos, siendo los subnucleos dIPB y KF en los tnicos

que se detecté inmunorreactividad.

NIVEL NIVEL NIVEL
ROSTRAL | INTERMEDIO | CAUDAL

Grupo CS 14+5 10+4 813

Tabla 4.1.- Media (xtDesviacion Tipica) de células inmunorreactivas por hemisecciéon de
40 um de la porcion lateral del PB en los 3 niveles rostrocaudales seleccionados del
grupo control simulado (CS).
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Fig. 4.5.- Dibujos realizados con ayuda de una camara clara correspondientes a los
niveles (A) ROSTRAL (Bregma -8.76 mm), (B) INTERMEDIO (Bregma -9.00 mm) y (C)
CAUDAL (Bregma -9.24 mm) (Paxinos y Watson, 2005) del grupo control simulado (CS)
mostrando la distribucion de las neuronas inmunorreactivas frente a Fos en los
diferentes subnucleos de la porcién lateral del PB de rata. (Cada punto equivale a 2
células Fos-positivas).
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Fig. 4.6.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
ROSTRAL de la porcién lateral del PB de rata del grupo control simulado (CS), que
muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.7.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio ROSTRAL de la
porcidn lateral del PB de rata del grupo control simulado (CS), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos en (A) los subniicleos sIPB y dIPB y en (B) el subnticleo
elPB.
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Fig. 4.8.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
INTERMEDIO de la porcién lateral del PB de rata del grupo control simulado (CS), que
muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.9.- Microfotografia (20x) de cortes coronales a nivel del tercio INTERMEDIO de la
porcién lateral del PB de rata del grupo control simulado (CS), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos en el subnucleo elPB.
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Fig. 4.10.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
CAUDAL de la porcion lateral del PB de rata del grupo control simulado (CS), que
muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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2.3.- Grupo Control Morfina (CM).

La administracion de 10 mg/kg de morfina por via i.p. provocé una
aparente disminucion del numero de celulas inmunorreactivas,
estadisticamente no significativa, en el nivel rostral de la porcion lateral
del PB de rata, con respecto a los ejemplares del grupo CS. Al igual que en
el grupo CS, no se apreciaron diferencias entre las hemisecciones derechas

y sus correspondientes contralaterales.

A nivel ROSTRAL (Bregma -8.76 mm) las aisladas células
inmunorreactivas se observaron en los subnucleos slPB y dIPB de la

porcion lateral del PB, siendo practicamente inexistente en el resto.

A nivel INTERMEDIO (Bregma -9.00 mm) el patron fue similar al
observado en el grupo CS, encontrando las pocas células marcadas
distribuidas por los subnucleos dIPB y elPB, siendo como en el grupo CS

inexistente en los subnucleos interno (ilPB) y ventral (vIPB).

A nivel CAUDAL (Bregma -9.24 mm) los elementos Fos-positivos
volvieron a situarse en los subnucleos dIPB y, sobretodo, elPB, que mostro
un aparente incremento de la inmunorreactividad frente a Fos con

respecto al grupo CS, estadisticamente no significativo.

NIVEL NIVEL NIVEL
ROSTRAL | INTERMEDIO | CAUDAL

Grupo CM 1244 1143 1243

Tabla 4.2.- Media (+Desviacion Tipica) de células inmunorreactivas por hemiseccion de
40 um de la porcion lateral del PB en los 3 niveles rostrocaudales seleccionados del
grupo control simulado (CM).
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Fig. 4.11.- Dibujos realizados con ayuda de una camara clara correspondientes a los
niveles (A) ROSTRAL (Bregma -8.76 mm), (B) INTERMEDIO (Bregma -9.00 mm) y (C)
CAUDAL (Bregma -9.24 mm) (Paxinos y Watson, 2005) del grupo control morfina (CM)
mostrando la distribucién de las neuronas inmunorreactivas frente a Fos en los
diferentes subnucleos de la porcién lateral del PB de rata. (Cada punto equivale a 2
células Fos-positivas).
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Fig. 4.12.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
ROSTRAL de la porcién lateral del PB de rata del grupo control morfina (CM), que
muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.13.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio ROSTRAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupo control morfina (CM), que muestran la

inmunorreactividad frente a Fos en (A) los subniicleos sIPB y dIPB y en (B) el subnticleo
elPB.
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Fig. 4.14.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
INTERMEDIO de la porcién lateral del PB de rata del grupo control morfina (CM), que
muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.15.- Microfotografia (20x) de un corte coronal a nivel del tercio INTERMEDIO de la
porcién lateral del PB de rata del grupo control morfina (CM), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos en los subntcleos dIPB y elPB.
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Fig. 4.16.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
CAUDAL de la porcion lateral del PB de rata del grupo control morfina (CM), que
muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.17.- Microfotografia (20x) de un corte coronal a nivel del tercio INTERMEDIO de la
porcion lateral del PB de rata del grupo control morfina (CM), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos en los subnticleos clPB, dIPB y elPB.
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2.4.- Grupo Control Metamizol.

La administracion de 500 mg/kg de metamizol por via
intraperitoneal indujo un gran incremento practicamente generalizado en
el numero de células inmunopositivas en todos los niveles estudiados, pero
muy significativamente en los niveles intermedio y caudal, debido al
extraordinario aumento de la inmunorreactividad observada en los
subnucleos clPB y elPB, con respecto a los grupos CS y CM. El marcaje fue
bilateral y sin diferencias estadisticamente significativas entre la

hemiseccion derecha y la izquierda.

A nivel ROSTRAL (Bregma -8.76 mm) el mayor incremento de
neuronas marcadas con respecto a los gupos CS y CM se produjo,
fundamentalmente, en el subnucleo sIPB de la porcion lateral del PB. Del
resto de subnucleos, destacaremos el significativo incremento de marcaje

en el KF con respecto a los grupos CS y CM.

A nivel INTERMEDIO (Bregma -9.00 mm) encontramos una masiva
expresion de c-fos en los subnucleos clPB y elPB, manteniéndose la
presencia de células marcadas en el KF y la ausencia de marcaje en los
subnucleos interno (ilPB) y ventral (vIPB). También destaco que el gran
incremento de inmunorreactividad dejo fuera al subnucleo dIPB, que

mostro unos niveles de expresion de c-fos caracteristicos del grupo CS.

A nivel CAUDAL (Bregma —9.24 mm) se mantuvo el gran aumento de
inmunorreactividad, constatado en el nivel intermedio, en los subnucleos
clPB y elPB en relacion a los grupos CS y CM. En el resto de subntcleos

también se repitio el patron apuntado en el nivel intermedio.
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NIVEL NIVEL NIVEL
ROSTRAL | INTERMEDIO | CAUDAL
Grupo CN 5948 113£12 121+16

Tabla 4.3.- Media (+Desviacion Tipica) de células inmunorreactivas por hemiseccion de
40 um de la porcion lateral del PB en los 3 niveles rostrocaudales seleccionados del
grupo control metamizol (CN).
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Fig. 4.18.- Dibujos realizados con ayuda de una camara clara correspondientes a los
niveles (A) ROSTRAL (Bregma -8.76 mm), (B) INTERMEDIO (Bregma -9.00 mm) y (C)
CAUDAL (Bregma -9.24 mm) (Paxinos y Watson, 2005) del grupo control metamizol (CN)
mostrando la distribucién de las neuronas inmunorreactivas frente a Fos en los
diferentes subnucleos de la porcién lateral del PB de rata. (Cada punto equivale a 2
células Fos-positivas).
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Fig. 4.19.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
ROSTRAL de la porcién lateral del PB de rata del grupo control metamizol (CN), que
muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.20.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio ROSTRAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupo control metamizol (CN), que muestran la

inmunorreactividad frente a Fos en (A) los subniicleos sIPB y dIPB y en (B) el subnticleo
elPB.
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Fig. 4.21.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
INTERMEDIO de la porcion lateral del PB de rata del grupo control metamizol (CN), que
muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.22.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio INTERMEDIO de
la porcién lateral del PB de rata del grupo control metamizol (CN), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos en (A) los subniicleos clPB y elPB y en (B) el KF.
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Fig. 4.23.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
CAUDAL de la porcion lateral del PB de rata del grupo control metamizol (CN), que
muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.24.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio CAUDAL de la
porcidn lateral del PB de rata del grupo control metamizol (CN), que muestran (A) la
inmunorreactividad frente a Fos en los subniicleos clPB y elPB y (B) la ausencia de

marcaje en ilPB y vIPB.
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2.5.- Grupo Dolor Somatico.

La aplicacion del test de la formalina en la planta de la pata trasera
derecha de los animales de este grupo provoco un incremento del marcaje
frente a Fos bilateral, pero con un claro predominio contralateral respecto
del lado en el que se aplico el estimulo algésico. Los subnucleos afectados
por el aumento de la inmunorreactividad fueron los mismos con
independencia de que estudiaramos la hemiseccion ipsilateral o la
contralateral. Nuestra descripcion se referira a la hemiseccion con mayores
valores en el nimero de neuronas Fos-positivas, que como hemos indicado
fue la izquierda, la contralateral a la aplicacion del estimulo doloroso
somatico superficial. También mostraremos unas imagenes transversales
de la médula espinal entre L4-L5 donde observamos un incremento
ipsilateral de la expresion de c-fos fundamentalmente en las laminas Iy
ITo, que demuestran la eficacia del test de la formalina en activar las

neuronas nocireceptoras del asta posterior de la médula.

A nivel ROSTRAL (Bregma —8.76 mm) destaco frente al grupo CS el
incremento de células inmunorreactivas en los subnucleos slPB, dIPB,

elPB y KF de la porcion lateral del PB.

A nivel INTERMEDIO (Bregma —-9.00 mm) lo mas interesante fue que,
no solo se mantuvo sino que, se incrementdé el numero de células
marcadas en el subnucleo dIPB, manteniéndose valores estadisticamente
mas altos que en el grupo CS en los subntucleos elPB y KF, y siendo, una

vez mas, inexistente en los subntucleos ilPB y vIPB.

A nivel CAUDAL (Bregma —9.24 mm) el tnico subnucleo que siguio
ofreciendo valores altos respecto del grupo CS fue el dIPB, volviendo el

resto de subnucleos a valores practicamente basales.
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RESULTADOS

NIVEL NIVEL NIVEL
ROSTRAL | INTERMEDIO | CAUDAL
I C I C I C
Grupo DS | 3816 | 6517 | 2845 | 4948 | 224+5 | 3145

Tabla 4.4.- Media (xtDesviacion Tipica) de células inmunorreactivas por hemisecciéon de
40 um de la porcion lateral del PB en los 3 niveles rostrocaudales seleccionados del

grupo dolor somdtico (DS). Lipsilatral; C:contralateral.
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Fig. 4.25.- Dibujos realizados con ayuda de una camara clara correspondientes a los
niveles (A) ROSTRAL (Bregma -8.76 mm), (B) INTERMEDIO (Bregma -9.00 mm) y (C)
CAUDAL (Bregma -9.24 mm) (Paxinos y Watson, 2005) del grupo dolor somdtico (DS)

mostrando la distribucién de las neuronas inmunorreactivas frente a Fos en los
diferentes subniicleos de la porcion lateral del PB contralateral al estimulo doloroso de
rata. (Cada punto equivale a 2 neuronas Fos-positivas).
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Fig. 4.26.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de un corte coronal de la médula espinal a
nivel lumbar (L4) de una rata del grupo dolor somadtico (DS), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.27.- Microfotografias (20x) de cortes coronales de la médula espinal a nivel
lumbar (L4) de una rata del grupo dolor somdtico (DS), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos en el asta posterior (A) ipsilateral y (B) contralateral a la
aplicacién del estimulo doloroso.
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Fig. 4.28.- Microfotografia (2,5x) de un corte coronal a nivel del tercio ROSTRAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupo dolor somdtico (DS), que muestra la
inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.29.- Microfotografias (4x) de cortes coronales a nivel del tercio ROSTRAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupo dolor somdtico (DS), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos, en una hemiseccién (A) contralateral y (B) ipsilateral a la
aplicacién del estimulo doloroso.
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Fig. 4.30.- Microfotografias (10x) de cortes coronales a nivel del tercio ROSTRAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupo dolor somdtico (DS), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos en una hemiseccién contralateral a la aplicacién del
estimulo doloroso, (A) en los subnticleos slPB, dIPB, clPB y elPB y (B) en KF.
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Fig. 4.31.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio ROSTRAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupo dolor somdtico (DS), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos, en una hemiseccién contralateral a la aplicacién del
estimulo doloroso, (A) en los subniticleos sIPB y dIPB y (B) en el subniicleo elPB.
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Fig. 4.32.- Microfotografia (20x) de un corte coronal a nivel del tercio ROSTRAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupo dolor somdtico (DS), que muestra la
inmunorreactividad frente a Fos, en una hemiseccién contralateral a la aplicacién del
estimulo doloroso en KF.
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Fig. 4.33.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio ROSTRAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupo dolor somdtico (DS), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos, en una hemiseccién ipsilateral a la aplicacién del
estimulo doloroso, (A) en los subnticleos slPB y dIPB y (B) en KF.
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Fig. 4.34.- Microfotografia (2,5x) de un corte coronal a nivel del tercio INTERMEDIO de la
porcién lateral del PB de rata del grupo dolor somdtico (DS), que muestra la
inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.35.- Microfotografias (4x) de cortes coronales a nivel del tercio INTERMEDIO de la
porcién lateral del PB de rata del grupo dolor somdtico (DS), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos, en una hemiseccién (A) contralateral y (B) ipsilateral a la
aplicacién del estimulo doloroso.
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Fig. 4.36.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio INTERMEDIO de
la porcién lateral del PB de rata del grupo dolor somdtico (DS), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos, en una hemiseccién contralateral a la aplicacién del
estimulo doloroso, (A) en el subnticleo dIPB y (B) en el subniicleo elPB.
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Fig. 4.37.- Microfotografia (20x) de un corte coronal a nivel del tercio INTERMEDIO de la
porcién lateral del PB de rata del grupo dolor somdtico (DS), que muestra la
inmunorreactividad frente a Fos, en una hemiseccién ipsilateral a la aplicacién del
estimulo doloroso en el subnticleo dIPB.
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Fig. 4.38.- Microfotografia (2,5x) de un corte coronal a nivel del tercio CAUDAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupo dolor somdtico (DS), que muestra la
inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.39.- Microfotografias (4x) de cortes coronales a nivel del tercio CAUDAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupo dolor somdtico (DS), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos, en una hemiseccién (A) contralateral y (B) ipsilateral a la
aplicacién del estimulo doloroso.

M>CARMEN BLASCO AUSINA TESIS DOCTORAL



140 RESULTADOS

Fig. 4.40.- Microfotografias (10x) de cortes coronales a nivel del tercio CAUDAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupo dolor somdtico (DS), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos, en una hemiseccién (A) contralateral y (B) ipsilateral a la
aplicacién del estimulo doloroso.
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Fig. 4.41.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio CAUDAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupo dolor somdtico (DS), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos, en una hemiseccién contralateral a la aplicacién del
estimulo doloroso, (A) en el subnticleo dIPB y (B) en el subniicleo elPB.
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Fig. 4.42.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio CAUDAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupo dolor somdtico (DS), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos, en una hemiseccién ipsilateral a la aplicacién del
estimulo doloroso, (A) en el subnticleo dIPB y (B) en el subniicleo elPB.
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2.6.- Grupo Dolor Visceral.

El grupo estimulado con dolor visceral mediante el test de las
contracciones abdominales, una inyeccion de acido acético al 3,5%
intraperitoneal, presento al igual que los ejemplares estimulados con dolor
somatico superficial, un incremento bilateral, estadisticamente
significativo, del nimero de células Fos-positivas, pero sin predominio
contralateral. Asimismo, mientras que en los animales del grupo DS era el
subnucleo dIPB el mas inmunorreactivo frente a Fos, en los del grupo DV
el mayor incremento de elementos marcados lo ofreci6 el subntcleo elPB.
También mostraremos unas secciones coronales a nivel de los tercios
intermedio y caudal del nucleo del tracto solitario (NTS), principal puerta
de entrada via nervio vago a la porcion lateral del PB de la informacion
sensorial procedente del territorio peritoneal, que demuestran la eficacia
del test de las contracciones abdominales en activar las neuronas

nocireceptoras de ese territorio peritoneal.

A nivel ROSTRAL (Bregma -8.76 mm) el incremento de
inmunorreactividad se centré en el subnucleo dIPB y en KF, a los que
siguio el subnucleo elPB mostraron valores por encima de lo apreciado en

el grupo CS.

A nivel INTERMEDIO (Bregma -9.00 mm) ya se produjo un
incremento notable del namero de células marcadas, a expensas del
subnucleo dIPB y, muy especialmente, elPB, aunque sin alcanzar los

valores obtenidos en el grupo CN.

A nivel CAUDAL (Bregma —9.24 mm) se mantuvo claramente la
elevada inmunorreactividad del subnucleo elPB, manteniéndose

discretamente por encima de los valores basales el subnucleo dIPB.
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NIVEL NIVEL NIVEL
ROSTRAL | INTERMEDIO | CAUDAL
Grupo DV 4417 5619 52£8

Tabla 4.5.- Media (xtDesviacion Tipica) de células inmunorreactivas por hemiseccién de
40 um de la porcion lateral del PB en los 3 niveles rostrocaudales seleccionados del
grupo dolor visceral (DV).
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Fig. 4.43.- Dibujos realizados con ayuda de una camara clara correspondientes a los
niveles (A) ROSTRAL (Bregma -8.76 mm), (B) INTERMEDIO (Bregma -9.00 mm) y (C)
CAUDAL (Bregma -9.24 mm) (Paxinos y Watson, 2005) del grupo dolor visceral (DV)

mostrando la distribucién de las neuronas inmunorreactivas frente a Fos en los
diferentes subnucleos de la porcién lateral del PB de rata. (Cada punto equivale a 2
neuronas Fos-positivas).

M>CARMEN BLASCO AUSINA TESIS DOCTORAL



146 RESULTADOS

Fig. 4.44.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de un corte coronal a nivel del tercio
intermedio del nticleo del tracto solitario (NTS) de una rata del grupo dolor visceral (DV),
que muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.45.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de un corte coronal a nivel del tercio
caudal del nucleo del tracto solitario (NTS) de una rata del grupo dolor visceral (DV), que
muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.46.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
ROSTRAL de la porcién lateral del PB de rata del grupo dolor visceral (DV), que muestran
la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.47.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio ROSTRAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupo dolor visceral (DV), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos (A) en el subniticleo dIPB y (B) en KF.
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Fig. 4.48.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
INTERMEDIO de la porcién lateral del PB de rata del grupo dolor visceral (DV), que
muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.49.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio INTERMEDIO de
la porcién lateral del PB de rata del grupo dolor visceral (DV), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos (A) en el subnticleo dIPB y (B) en elPB.
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Fig. 4.50.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
CAUDAL de la porcion lateral del PB de rata del grupo dolor visceral (DV), que muestran
la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.51.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio INTERMEDIO de
la porcién lateral del PB de rata del grupo dolor visceral (DV), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos (A) en el subnticleo dIPB y (B) en elPB.
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2.7.- Grupo Morfina+Dolor somdtico (MS).

En los animales tratados con morfina de forma previa a la aplicacion
de un estimulo doloroso somatico superficial pudimos observar un patron
de distribucion de Fos similar al observado en los animales del grupo DS.
Esto es, un incremento bilateral de la inmunorreactividad frente a Fos, con
predominio contralateral, debida fundamentalmente al aumento del
marcaje en el subnucleo sIPB y en KF en el tercio rostral y en el subnucleo
dIPB en los tercios intermedio y caudal. Al igual que en el grupo DS
ofreceremos la descripcion en base a los valores hallados en las

hemisecciones contralaterales al estimulo nociceptivo aplicado.

A nivel ROSTRAL (Bregma -8.76 mm), ademas del ya mencionado
aumento del marcaje en el subnucleo sIPB y en KF, apreciamos un
aparente descenso estadisticamente no significativo en el numero de

células inmunorreactivas en el subnucleo elPB.

A nivel INTERMEDIO (Bregma -9.00 mm), al igual que en el grupo
DS, frente al descenso generalizado del marcaje en el resto de subnucleos,

en el subnucleo dIPB se incremento el numero de células marcadas.

A nivel CAUDAL (Bregma —-9.24 mm), como en el tercio intermedio, el
unico subnucleo que mostré valores altos respecto del grupo CS y del

mismo modo que el grupo DS fue el dIPB.

NIVEL NIVEL NIVEL
ROSTRAL | INTERMEDIO | CAUDAL

Grupo MS 54+7 S0+7 26+6

Tabla 4.6.- Media (+Desviacion Tipica) de células inmunorreactivas por hemiseccion de
40 um de la porcion lateral del PB en los 3 niveles rostrocaudales seleccionados del
grupo morfina+dolor somdtico (MS).
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Fig. 4.52.- Dibujos realizados con ayuda de una camara clara correspondientes a los
niveles (A) ROSTRAL (Bregma -8.76 mm), (B) INTERMEDIO (Bregma -9.00 mm) y (C)
CAUDAL (Bregma -9.24 mm) (Paxinos y Watson, 2005) del grupomorfina+dolor somdtico
(MS) mostrando la distribucién de las neuronas inmunorreactivas frente a Fos en los
diferentes subnucleos de la porcién lateral del PB de rata. (Cada punto equivale a 2
células Fos-positivas).
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Fig. 4.53.- Microfotografia (4x) de un corte coronal a nivel del tercio ROSTRAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupomorfina+ dolor somdtico (MS), que muestra la
inmunorreactividad frente a Fos,.
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Fig. 4.54.- Microfotografias (10x) de cortes coronales a nivel del tercio ROSTRAL de la

porcién lateral del PB de rata del grupo morfina+dolor somdtico (MS), que muestran la

inmunorreactividad frente a Fos (A) en los subnticleos slPB, dIPB, clPB y elPB y (B) en
KF.
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Fig. 4.55.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio ROSTRAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupo morfina+dolor somdatico (MS), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos (A) en los subntcleos slPB y dIPB y (B) en KF.
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Fig. 4.56.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
INTERMEDIO de la porcién lateral del PB de rata del grupo morfina+dolor somdtico (MS),
que muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.57.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio INTERMEDIO de
la porcién lateral del PB de rata del grupomorfina+ dolor somdtico (MS), que muestran (A)
la inmunorreactividad frente a Fosen el subnticleo dIPB y (B) su ausencia en elPB.
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Fig. 4.58.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
CAUDAL de la porcion lateral del PB de rata del grupo morfina+dolor somdtico (MS), que
muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.59.- Microfotografia (20x) de un corte coronal a nivel del tercioCAUDAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupomorfina+ dolor somdatico (MS), que muestra la
inmunorreactividad frente a Fosen el subnucleo dIPB ysu ausencia en elPB.
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2.8.- Grupo Metamizol+Dolor somdtico (NS).

La administracion previa al estimulo nociceptivo somatico superficial
de metamizol, a diferencia de lo ocurrido con la morfina, y del mismo modo
que en el grupo CN, indujo una fuerte inmunorreaccion bilateral frente a
Fos, sin que se constataran diferencias estadisticamente significativas
entre las hemisecciones ipsilaterales y sus correspondientes
contralaterales. Se produjo, por tanto, una supresion del mayor marcaje
contralateral inducido por el test de la formalina en los animales del grupo

DS.

A nivel ROSTRAL (Bregma —8.76 mm) el patron de distribucion fue
una mezcla de lo observado en los grupos CN y DS: en el subntucleo sIPB el
comportamiento fue el del mismo subnucleo del grupo CN; sin embargo,
en los subnucleos dIPB y elPB el marcaje se acerco mas al medido en las

mismas hemisecciones ipsilaterales de los animales del grupo DS.

A nivel INTERMEDIO (Bregma -9.00 mm) el patron de distribucion
de Fos fue en todo similar al observado en los ejemplares del grupo CN
(gran expresion de c-fos en los subnucleos clPB y elPB), incluida la escasa
inmunorreactividad detectada en el subnucleo dIPB de la hemiseccion
contralateral, que de este modo no mostré la inmunorreactividad

provocada por el test de la formalina.

A nivel CAUDAL (Bregma -9.24 mm) se mantuvo el mismo patron

descrito para el nivel intermedio.
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NIVEL NIVEL NIVEL
ROSTRAL | INTERMEDIO | CAUDAL
Grupo NS 638 13017 105+14

Tabla 4.7.- Media (xtDesviacion Tipica) de células inmunorreactivas por hemisecciéon de
40 um de la porcion lateral del PB en los 3 niveles rostrocaudales seleccionados del

grupo metamizol+dolor somdtico (NS).
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Fig. 4.60.- Dibujos realizados con ayuda de una camara clara correspondientes a los
niveles (A) ROSTRAL (Bregma -8.76 mm), (B) INTERMEDIO (Bregma -9.00 mm) y (C)
CAUDAL (Bregma -9.24 mm) (Paxinos y Watson, 2005) del grupo metamizol+dolor
somadatico (NS) mostrando la distribucién de las neuronas inmunorreactivas frente a Fos
en los diferentes subniicleos de la porcion lateral del PB de rata. (Cada punto equivale a
2 células Fos-positivas).
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Fig. 4.61.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
ROSTRAL de la porcion lateral del PB de rata del grupo metamizol+dolor somdtico (NS),
que muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.62.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio ROSTRAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupometamizol+ dolor somdtico (NS), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos en los subniicleos (A) slPB y (B) elPB.
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Fig. 4.63.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
INTERMEDIO de la porcién lateral del PB de rata del grupo metamizol+dolor somdtico
(NS), que muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.64.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio INTERMEDIO de
la porcién lateral del PB de rata del grupometamizol+ dolor somdtico (NS), que muestran
(A) la inmunorreactividad frente a Fosen los subniicleos clPB, con ausencia en dIPB, y (B)
en elPB.
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Fig. 4.65.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
CAUDAL de la porcién lateral del PB de rata del grupo metamizol+dolor somdtico (NS),
que muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.66.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio CAUDAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupometamizol+ dolor somdtico (NS), que muestran (A)
la inmunorreactividad frente a Fosen los subniicleos clPB y (B) en elPB.

M>CARMEN BLASCO AUSINA TESIS DOCTORAL



172 RESULTADOS

2.9.- Grupo Morfina+Dolor visceral (MV).

La morfina administrada de forma previa a la aplicacion de un
estimulo doloroso visceral, como el test de las contracciones abdominales,
no modifico de forma esencial el patron de distribucion de Fos inducido
por el estimulo nociceptivo visceral. Asi pues, el patron obtenido en el
grupo MV fue similar al observado en los animales del grupo DV,
especialmente en lo referente al incremento de inmunorreactividad del

subnucleo elPB en los niveles intermedio y caudal.

A nivel ROSTRAL (Bregma -8.76 mm) fue donde aparentemente se
observaron mayores diferencias, estadisticamente no significativas, con
respecto al grupo DV, tendentes a una menor inmunorreactividad en el
subnucleo dIPB. El resto de los elementos Fos-positivos a este nivel se

localizaron, como en el grupo DV, en el subntcleo elPB y en KF.

A nivel INTERMEDIO (Bregma —9.00 mm) ya identificamos el tipico
patron de distribucion de Fos inducido por estimulacion dolorosa visceral
caracterizado por una importante inmunorreactividad del subnucleo elPB

y, en menor medida, el subnucleo dIPB.

A nivel CAUDAL (Bregma -9.24 mm) se mantuvo el mismo patron
del nivel intermedio, con una elevada inmunorreactividad en el subnucleo

elPB, manteniéndose por encima de los valores basales el subnucleo dIPB.

NIVEL NIVEL NIVEL
ROSTRAL | INTERMEDIO | CAUDAL

Grupo MV 25+6 60+9 64£10

Tabla 4.8.- Media (+Desviacion Tipica) de células inmunorreactivas por hemiseccion de
40 um de la porcion lateral del PB en los 3 niveles rostrocaudales seleccionados del
grupo morfina+tdolor visceral (MV).
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Fig. 4.67.- Dibujos realizados con ayuda de una camara clara correspondientes a los
niveles (A) ROSTRAL (Bregma -8.76 mm), (B) INTERMEDIO (Bregma -9.00 mm) y (C)
CAUDAL (Bregma -9.24 mm) (Paxinos y Watson, 2005) del grupomorfina+dolor visceral
(MV) mostrando la distribucién de las neuronas inmunorreactivas frente a Fos en los
diferentes subnucleos de la porcién lateral del PB de rata. (Cada punto equivale a 2
células Fos-positivas).
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Fig. 4.68.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
ROSTRAL de la porcion lateral del PB de rata del grupo morfina+dolor visceral (MV), que
muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.69.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio ROSTRAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupomorfina+ dolor visceral (MV), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos (A) en el subniicleo elPB y (B) en KF.
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Fig. 4.70.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
INTERMEDIO de la porcién lateral del PB de rata del grupo morfina+dolor visceral (MV),
que muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.71.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio INTERMEDIO de
la porcién lateral del PB de rata del grupomorfina+ dolor visceral (MV), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos (A) en el subnticleo dIPB y (B) en el subniicleo elPB.
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Fig. 4.72.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
CAUDAL de la porcion lateral del PB de rata del grupo morfina+dolor visceral (MV), que
muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.73.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio CAUDAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupomorfina+ dolor visceral (MV), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos (A) en el subnticleo dIPB y (B) en el subniicleo elPB.
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2.10.- Grupo Metamizol+Dolor visceral (NV).

De nuevo, y como ya fuera descrito previamente, el metamizol volvio a
incrementar la inmunorreactividad frente a Fos en la porcion lateral del PB
de la rata, fundamentalmente en los tercios intermedio y caudal. Al ser
administrado de forma previa a la aplicacion de un estimulo doloroso
visceral, observamos que el patron de distribucién de Fos inducido por el
metamizol, se superpuso con el inducido por la inyeccion de acido acético,
obteniendo como resultado un intenso marcaje contra Fos en los

subnucleos dIPB, clPB y elPB.

A nivel ROSTRAL (Bregma -8.76 mm) fue donde Ila
inmunorreactividad fue menor, aunque se aprecio que los subnucleos mas

inmunorreactivos fueron el d1PB y el elPB.

A nivel INTERMEDIO (Bregma -9.00 mm) obtuvimos, de nuevo,
como en los grupos CN y NS, una intensa inmunorreactividad en los
subnucleos elPB y, en menor medida, cIPB. Pero junto a ellos, también
apreciamos el incremento de marcaje en el subnucleo dIPB, que el dolor

visceral induce a este nivel.

A nivel CAUDAL (Bregma -9.24 mm) se repitio el mismo patron del
nivel intermedio, con una elevada inmunorreactividad en el subnucleo
elPB, manteniéndose por encima de los valores basales los subntucleos

clPB y dIPB.
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NIVEL NIVEL NIVEL
ROSTRAL | INTERMEDIO | CAUDAL

Grupo NV 3418 107£13 126£15

Tabla 4.9.- Media (xtDesviacion Tipica) de células inmunorreactivas por hemisecciéon de
40 um de la porcion lateral del PB en los 3 niveles rostrocaudales seleccionados del
grupo metamizol+dolor visceral (NV).
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Fig. 4.74.- Dibujos realizados con ayuda de una camara clara correspondientes a los
niveles (A) ROSTRAL (Bregma -8.76 mm), (B) INTERMEDIO (Bregma -9.00 mm) y (C)
CAUDAL (Bregma -9.24 mm) (Paxinos y Watson, 2005) del grupometamizol+dolor visceral
(NV) mostrando la distribucion de las neuronas inmunorreactivas frente a Fos en los
diferentes subnucleos de la porcién lateral del PB de rata. (Cada punto equivale a 2
células Fos-positivas).
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Fig. 4.75.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
ROSTRAL de la porcién lateral del PB de rata del grupo metamizol+dolor visceral (NV),
que muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.76.- Microfotografia (20x) de un corte coronal a nivel del tercio ROSTRAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupometamizol+ dolor visceral (NV), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos en el subnucleo dIPB.
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Fig. 4.77.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
INTERMEDIO de la porcién lateral del PB de rata del grupo metamizol+dolor visceral
(NV), que muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.78.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio INTERMEDIO de
la porcién lateral del PB de rata del grupo metamizol+ dolor visceral (NV), que muestran
la inmunorreactividad frente a Fos en los subnucleos (A) clPB y (B) en elPB.
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Fig. 4.79.- Microfotografias (A) (4x) y (B) (10x) de cortes coronales a nivel del tercio
CAUDAL de la porcion lateral del PB de rata del grupo metamizol+dolor visceral (NV), que
muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.80.- Microfotografias (20x) de cortes coronales a nivel del tercio CAUDAL de la
porcién lateral del PB de rata del grupo metamizol+ dolor visceral (NV), que muestran la
inmunorreactividad frente a Fos en los subniicleos (A) clPB y (B) en elPB.
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3.- Estudio Estadistico.

3.1.- Andlisis Global

n primer lugar se presentan la descriptiva (media, niimero de casos y
desviacion tipica) para las variables originales Intermedio y Caudal. El
analisis descriptivo se ha llevado a cabo para cada grupo experimental y se
acompana con una grafica de las medias estimadas para las variables

originales dentro de cada uno de los 9 grupos.

— ROSTRAL
— INTERMEDIO
CAUDAL

1254

100

Media

50—

25

T T T T T T T T |
Ccs CM CN DS DV MS NS MV NV

G
Fig. 4.81.- Grdfica de las medias estimadas para cada variable dentro de cada

uno de los 9 grupos experimentales.

Efectuamos un analisis de la varianza de un factor para las variables
ROSTRAL, INTERMEDIO y CAUDAL, siendo el factor el grupo experimental
que presenta 9 condiciones experimentales diferentes. El resultado se
recoge en la Tabla 4.10 que a su vez reproduce las tablas ANOVA para las

3 variables.
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Descriptivos

Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacién Limite
N Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimo Maximo
ROSTRAL [ 18 14,11 5,178 1,220 11,54 16,69 7 21
CM 18 11,67 4,627 1,091 9,37 13,97 5 19
CN 18 59,39 8,161 1,924 55,33 63,45 50 68
DS 18 65,00 7,670 1,808 61,19 68,81 55 74
DV 18 43,78 7,142 1,683 40,23 47,33 36 53
MS 18 54,17 7,334 1,729 50,52 57,81 45 65
NS 18 63,50 8,361 1,971 59,34 67,66 55 75
MV 18 25,33 6,164 1,453 22,27 28,40 20 35
NV 18 34,33 6,472 1,525 31,12 37,55 25 45
Total 162 41,25 20,824 1,636 38,02 44,48 5 75
INTERMEDIO CS 18 9,67 4,015 ,946 7,67 11,66 5 15
CM 18 11,00 3,941 ,929 9,04 12,96 6 16
CN 18 113,44 13,678 3,224 106,64 120,25 90 130
DS 18 48,61 8,521 2,008 44,37 52,85 40 60
DV 18 56,22 9,143 2,155 51,68 60,77 45 67
MS 18 50,22 7,496 1,767 46,49 53,95 40 59
NS 18 130,28 17,442 4,111 121,60 138,95 110 150
MV 18 60,06 9,421 2,221 55,37 64,74 48 72
NV 18 107,33 13,711 3,232 100,51 114,15 90 125
Total 162 65,20 42,191 3,315 58,66 71,75 5 150
CAUDAL (O] 18 8,44 2,955 ,697 6,97 9,91 4 13
CM 18 11,56 3,552 ,837 9,79 13,32 7 17
CN 18 120,56 17,497 4,124 111,85 129,26 96 139
DS 18 31,39 5,158 1,216 28,82 33,95 25 38
DV 18 52,22 8,667 2,043 47,91 56,53 41 64
MS 18 25,89 6,480 1,527 22,67 29,11 18 34
NS 18 105,17 15,685 3,697 97,37 112,97 90 133
MV 18 63,56 10,348 2,439 58,41 68,70 52 76
NV 18 125,61 17,284 4,074 117,02 134,21 95 140
Total 162 60,49 45,022 3,537 53,50 67,47 4 140

Tabla 4.10.- Descriptivos para las variables ROSTRAL, INTERMEDIO y CAUDAL.
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Se deduce de ellas que hay diferencias significativas entre los 9
grupos experimentales para las 3 variables: ROSTRAL (F=164,283;
p<0,0001), INTERMEDIO (F=299,443; p<0,0001) y Caudal (F=307,792;

p<0,0001).

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.

ROSTRAL Inter-grupos 62536,457 8 7817,057 164,283 ,000

Intra-grupos 7280,167 153 47,583

Total 69816,623 161
INTERMEDIO Inter-grupos |269388,778 8 | 33673,597 299,443 ,000

Intra-grupos 17205,500 153 112,454

Total 286594,278 161
CAUDAL Inter-grupos | 307256,753 8 | 38407,094 307,792 ,000

Intra-grupos 19091,722 153 124,782

Total 326348,475 161

Tabla 4.11.- Andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor para las variables ROSTRAL,
INTERMEDIO y CAUDAL.

Puesto que el analisis detectd diferencias entre los grupos tenia
sentido realizar comparaciones multiples para determinar conjuntos
homogéneos de grupos de tratamiento que compartirian la misma media.
Sin embargo, es sabido que no existe una Unica técnica para llevar a cabo
estas comparaciones y que el resultado final depende de la que hayamos
empleado. Por esta razon utilizamos los métodos de Tukey y Scheffé que
producen situaciones extremas, particularmente este tltimo que siendo el
mas conservador conduce siempre a un menor numero de conjuntos

homogéneos.

En el nivel ROSTRAL de la porcion lateral del PB, el método de
Tukey determiné hasta 6 subconjuntos homogéneos, mientras que el de

Scheffé determiné 5:
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- En los extremos de estos subconjuntos destacaron por un lado los

grupos CS y CM y por el otro los grupos DS, NS y CN.

- Un segundo bloque por ambos extremos estaria integrado por un

lado por los grupos MV y NV, mientras que por el otro nos

encontramos con el grupos MS.

- Por ultimo, en los subconjuntos centrales se situé el grupo DV.

ROSTRAL

Grupo N

Subconjunto para alfa = .05

3

4

HSD de Tukey CM
Cs
MV
NV
DV
MS
CN
NS
DS

Sig.

18
18
18
18
18
18
18
18
18

11,67
14,11

,979

25,33

1,000

34,33

1,000

43,78

1,000

54,17
59,39

,366

59,39
63,50
65,00

,270

Schefféa CM
Cs
MV
NV
DV
MS
CN
NS
DS

Sig.

18
18
18
18
18
18
18
18
18

11,67
14,11

,997

25,33
34,33

,061

43,78

1,000

54,17
59,39

,739

59,39
63,50
65,00

,652

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 18,000.

Tabla 4.12.- Pruebas de comparaciones multiples de Tukey y Scheffé para determinar

En el nivel INTERMEDIO de la porcion lateral del PB, el método de
Tukey determiné hasta 5 subconjuntos homogéneos, mientras que el de

Scheffé determiné 4, siendo la distribucion de los mismos diferente a la del

subconjuntos homogéneos para la variable ROSTRAL.

nivel ROSTRAL:
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- En los extremos de estos subconjuntos destacaron por un lado los

mismos grupos CS y CM, pero por el otro tan sélo se mantuvo el

grupo NS.

- En el segundo bloque por ambos extremos, que dado el

solapamiento con el subconjunto central lo incluiria, veriamos ahora

por un lado por los grupos DS, MS, DV y MV, mientras que por el

otro nos encontrariamos con los grupos NV y CN.

INTERMEDIO
Subconjunto para alfa = .05

Grupo N 1 2 3 4 5
HSD de Tukey CS 18 9,67

CM 18 11,00

DS 18 48,61

MS 18 50,22 50,22

DV 18 56,22 56,22

MV 18 60,06

NV 18 107,33

CN 18 113,44

NS 18 130,28

Sig. 1,000 442 ,129 ,728 1,000
Schefféa CS 18 9,67

CM 18 11,00

DS 18 48,61

MS 18 50,22

DV 18 56,22

MV 18 60,06

NV 18 107,33

CN 18 113,44

NS 18 130,28

Sig. 1,000 ,242 ,933 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafo muestral de la media armonica = 18,000.

Tabla 4.13.- Pruebas de comparaciones multiples de Tukey y Scheffé para determinar

subconjuntos homogéneos para la variable INTERMEDIO.
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Por ultimo a nivel CAUDAL de la porcion lateral del PB, el método de
Tukey determiné S subconjuntos homogéneos, mientras que el método de
Scheffé determino hasta 6 subconjuntos:

- En este caso quedaron mucho mas claras las diferencias entre
los grupos que recibieron dosis altas de metamizol, es decir, los
grupos CN, NS y NV y los grupos control CS y CM, quedando en
el centro los subconjuntos estimulados nociceptivamente, con o

sin morfina previa.

CAUDAL
Subconjunto para alfa = .05

Grupo N 1 2 3 4 5 6
HSD de Tukey® CS 18 8,44

CM 18 11,56

MS 18 25,89

DS 18 31,39

DV 18 52,22

MV 18 63,56

NS 18 105,17

CN 18 120,56

NV 18 125,61

Sig. ,996 ,864 ,066 1,000 ,912
Schefféa CsS 18 8,44

CM 18 11,56 11,56

MS 18 25,89 25,89

DS 18 31,39

DV 18 52,22

MV 18 63,56

NS 18 105,17

CN 18 120,56

NV 18 125,61

Sig. 1,000 ,072 ,974 ,328 1,000 ,985

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 18,000.

Tabla 4.14.- Pruebas de comparaciones multiples de Tukey y Scheffé para determinar
subconjuntos homogéneos para la variable CAUDAL.
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3.2.- Andlisis Parciales

Al igual que en el analisis global, en cada uno de los analisis
parciales presentamos los descriptivos seguidos de un analisis de las

varianzas (ANOVA).

Es importante recordar en este punto que para poder realizar un
ANOVA es necesario que:

1°: Las observaciones sean independientes.

2°: Haya una homogeneidad en las varianzas, por lo que la variable
respuesta (n° de nucleos marcados), debe tener la misma variabilidad en
todos los grupos. Esto se contrasta con el test de Levene.

3°: La variable respuesta sea normal en cada uno de los grupos. Esto

se contrasta con el test de Kolmogorov.

En los descriptivos, ofrecidos en primer lugar, se incluyen el nimero
de observaciones (N), la media, la desviacion tipica, el error tipico, el

intervalo de confianza para la media al 95%, el minimo y el maximo.

Estos datos fueron contrastados tanto con el test de Levene como

con el test de Kolmogorév, que también se ofrecen tras los descriptivos.

A continuacion, completamos el analisis estadistico con el ANOVAy
con los estudios post-hoc de determinacion de subconjuntos homogéneos

de Tukey y de Scheffé.

Finalmente, se concluye el estudio con una representacion grafica de

los resultados obtenidos.
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3.2.1.- Analisis Parcial Dolor: CS, DS v DV.

El objetivo de este analisis fue evaluar el efecto que sobre la
expresion de Fos en la porcion lateral del PB tendria la aplicacion de un
estimulo nociceptivo, ya sea éste somatico (test de la formalina) o visceral
(test de las contracciones abdominales). Para ello comparamos entre silos

grupos CS, DS y DV.

El analisis estadistico incluyé una obtencion de los descriptivos, la
prueba de homogeneidad de las varianzas y el analisis de la varianza de un
factor para las variables ROSTRAL, INTERMEDIO Y CAUDAL, siendo el
factor el grupo experimental. De los resultados del ANOVA se deduce que
hay diferencias significativas entre los 3 grupos experimentales tanto para
la variable ROSTRAL (F=258.207; p<0,01), INTERMEDIO (F=195.443;
p<0,0001) y CAUDAL (F=234.406; p<0,0001).

El estudio pormenorizado de las comparaciones multiples (ANEXO I)
confirmo las diferencias al comparamos cualquier grupo entre si, aunque
las diferencias siempre fueron mayores al comparar el grupo control (CS)
con cualquiera de los grupos estimulados dolorosamente (DS y DV) que
cuando se compararon entre si los grupos DS y DV, independientemente

del método empleado, Tukey o Scheffé.

La determinacion de subconjuntos homogéneos mediante los

métodos de Tukey y Scheffé confirmoé las diferencias entre los 3 grupos.

Finalmente, vemos la representacion grafica de estos resultados
mediante un histograma de barras de error, en el que, de nuevo, destacan

las diferencias ya mencionadas.
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Descriptivos
Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimo Maximo
ROSTRAL CS 18 14,11 5,178 1,220 11,54 16,69 7 21
DS 18 65,00 7,670 1,808 61,19 68,81 55 74
DV 18 43,78 7,142 1,683 40,23 47,33 36 53
Total 54 40,96 22,082 3,005 34,94 46,99 7 74
INTERMEDIO CS 18 9,67 4,015 1946 7,67 11,66 5 15
DS 18 48,61 8,521 2,008 44,37 52,85 40 60
DV 18 56,22 9,143 2,155 51,68 60,77 45 67
Total 54 38,17 21,884 2,978 32,19 44,14 5 67
CAUDAL Cs 18 8,44 2,955 697 6,97 9,91 4 13
DS 18 31,39 5,158 1,216 28,82 33,95 25 38
DV 18 52,22 8,667 2,043 47,91 56,53 41 64
Total 54 30,69 19,003 2,586 25,50 35,87 4 64
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico
de Levene gl gl2 Sig.
ROSTRAL 5,001 2 51 ,010
INTERMEDIO 21,068 2 51 ,000
CAUDAL 17,937 2 51 ,000
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
ROSTRAL Inter-grupos 23521,037 2 11760,519 258,207 ,000
Intra-grupos 2322,889 51 45,547
Total 25843,926 53
INTERMEDIO Inter-grupos 22452 111 2 11226,056 195,443 ,000
Intra-grupos 2929,389 51 57,439
Total 25381,500 53
CAUDAL Inter-grupos 17261,815 2 8630,907 234,406 ,000
Intra-grupos 1877,833 51 36,820
Total 19139,648 53

homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.

Tabla 4.15.- Resultados del Andlisis Parcial Dolor: CS, DS y DV: Descriptivos, prueba de
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Pruebas post hoc de Tukey y Scheffé

ROSTRAL
Subconjunto para alfa = .05

Grupo N 1 2 3
HSD de Tukey CS 18 14,11

DV 18 43,78

DS 18 65,00

Sig. 1,000 1,000 1,000
Scheffé2 CS 18 14,11

DV 18 43,78

DS 18 65,00

Sig. 1,000 1,000 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.
a. Usa el tamafo muestral de la media arménica = 18,000.

INTERMEDIO
Subconjunto para alfa = .05

Grupo N 1 2 3
HSD de Tukey CS 18 9,67

DS 18 48,61

DV 18 56,22

Sig. 1,000 1,000 1,000
Scheffé2 CS 18 9,67

DS 18 48,61

DV 18 56,22

Sig. 1,000 1,000 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.
a. Usa el tamano muestral de la media armonica = 18,000.

CAUDAL
Subconjunto para alfa = .05

Grupo N 1 2 3
HSD de Tukey CS 18 8,44

DS 18 31,39

DV 18 52,22

Sig. 1,000 1,000 1,000
Scheffé2 CS 18 8,44

DS 18 31,39

DV 18 52,22

Sig. 1,000 1,000 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.
a. Usa el tamano muestral de la media armonica = 18,000.

Tabla 4.16.- Resultados del Andlisis Parcial Dolor: CB, DS y DV: Pruebas post-hoc de
Tukey y Scheffé de comparaciones miltiples.
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Fig. 4.82.- Representacion grdfica de los resultados del Andlisis Parcial Dolor: CS, DS y
Dv.
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3.2.2.- Analisis Parcial Analgesia: CS, CM y CN

El objetivo de este analisis fue evaluar el efecto que sobre la
expresion de Fos en la porcion lateral del PB tendria la aplicacion de un
estimulo antinociceptivo, en este caso la administracion por via parenteral
bien de morfina, bien de metamizol, dos analgésicos con mecanismos de
accion teoricamente diferentes. Para ello comparamos entre si los grupos

CS, CM y CN.

El analisis estadistico incluyoé una obtencion de los descriptivos, la
prueba de homogeneidad de las varianzas y el analisis de la varianza de un
factor para las variables ROSTRAL, INTERMEDIO y CAUDAL, siendo el
factor el grupo experimental. De los resultados del ANOVA se deduce que
hay diferencias significativas entre los 3 grupos experimentales tanto para
la variable ROSTRAL (F=339.652; p<0,0001), INTERMEDIO (F=875.035;
p<0,0001) y CAUDAL (F=672.192; p<0,0001).

Sin embargo, el estudio pormenorizado de las comparaciones
multiples (ANEXO II) tan solo detecto diferencias cuando comparamos el
grupo CN con cualquiera de los otros dos grupos, CS y CM, tanto en el
nivel ROSTRAL (F=258.207; p<0,01), INTERMEDIO (F=195.443; p<0,0001)
y CAUDAL (F=234.406; p<0,0001), independientemente del meétodo
empleado, Tukey o Scheffée.

La determinacion de subconjuntos homogéneos mediante los
métodos de Tukey y Scheffé confirmaron las diferencias entre el grupo CN

y los otros dos, el CS y el CM, en los 3 niveles.

Finalmente, en la representacion grafica de estos resultados
mediante un histograma de barras de error, vemos de nuevo como se hace

patente la diferencia entre el grupo CN y los otros dos, CS y CM.
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Descriptivos
Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimo Maximo
ROSTRAL CS 18 14,11 5,178 1,220 11,54 16,69 7 21
cMm 18 11,67 4,627 1,091 9,37 13,97 5 19
CN 18 59,39 8,161 1,924 55,33 63,45 50 68
Total 54 28,39 22,965 3,125 22,12 34,66 5 68
INTERMEDIO CS 18 9,67 4,015 ,946 7,67 11,66 5 15
CcM 18 11,00 3,941 ,929 9,04 12,96 6 16
CN 18 113,44 13,678 3,224 106,64 120,25 90 130
Total 54 44,70 49,776 6,774 31,12 58,29 5 130
CAUDAL CS 18 8,44 2,955 697 6,97 9,91 4 13
CcM 18 11,56 3,552 837 9,79 13,32 7 17
CN 18 120,56 17,497 4,124 111,85 129,26 96 139
Total 54 46,85 53,610 7,295 32,22 61,48 4 139
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico
de Levene gl1 gl2 Sig.
ROSTRAL 20,438 2 51 ,000
INTERMEDIO 25,942 2 51 ,000
CAUDAL 61,114 2 51 ,000
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
ROSTRAL Inter-grupos 26000,778 2 13000,389 339,652 ,000
Intra-grupos 1952,056 51 38,276
Total 27952,833 53
INTERMEDIO Inter-grupos | 127598,815 2 | 63799,407 875,035 ,000
Intra-grupos 3718,444 51 72,911
Total 131317,259 53
CAUDAL Inter-grupos | 146757,481 2 | 73378,741 672,192 ,000
Intra-grupos 5567,333 51 109,163
Total 152324,815 53

Tabla 4.17.- Resultados del Andlisis Parcial Analgesia: CS, CM y CN: Descriptivos,
prueba de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.
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RESULTADOS

Pruebas post hoc de Tukey y Scheffé

ROSTRAL
Subconjunto para alfa
=.05
Grupo N 1 2
HSD de Tukey CM 18 11,67
Cs 18 14,11
CN 18 59,39
Sig. 467 1,000
Schefféa CM 18 11,67
Cs 18 14,11
CN 18 59,39
Sig. ,500 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica =
18,000.
INTERMEDIO
Subconjunto para alfa
=.05
Grupo N 1 2
HSD de Tukey® CS 18 9,67
CM 18 11,00
CN 18 113,44
Sig. ,886 1,000
Schefféa Cs 18 9,67
CM 18 11,00
CN 18 113,44
Sig. ,896 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica =
18.000.
CAUDAL
Subconjunto para alfa
=.05
Grupo N 1 2
HSD de Tukey CS 18 8,44
CM 18 11,56
CN 18 120,56
Sig. ,647 1,000
Schefféa Cs 18 8,44
CM 18 11,56
CN 18 120,56
Sig. ,673 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica =

18,000.

Tabla 4.18.- Resultados del Andlisis Parcial Analgesia: CS, CM y CN: Pruebas post-hoc
de Tukey y Scheffé.
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Fig. 4.83.- Representacion grdfica de los resultados del Analisis Parcial Analgesia: CS,
CM y CN.
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3.2.3.- Analisis Parcial Analgesia+Dolor Somatico: DS, MS v NS.

El objetivo de este analisis fue evaluar, en el caso de que asi fuera, el
efecto que, sobre la expresion de Fos en la porcion lateral del PB, pudiera
tener la administracion previa al estimulo doloroso somatico superficial de
un analgésico, morfina o metamizol. Para ello comparamos entre si los

grupos DS, MS y NS.

El analisis estadistico incluyé una obtencion de los descriptivos, la
prueba de homogeneidad de las varianzas y el analisis de la varianza de un
factor para las variables ROSTRAL, INTERMEDIO y CAUDAL, siendo el
factor el grupo experimental. De los resultados del ANOVA se deduce que
hay diferencias significativas entre los 3 grupos experimentales tanto para
la variable ROSTRAL (F=10.193; p<0,0001), INTERMEDIO (F=271.890;
p<0,0001) y CAUDAL (F=336.358; p<0,0001).

Un estudio pormenorizado (ANEXO III) matiz6 esas diferencias entre
los grupos DS, MS y NS cuando se compararon entre si. De esta forma,
comprobamos como, tanto a nivel INTERMEDIO como CAUDAL, el grupo
NS mostré un comportamiento diferente estadisticamente respecto de los
otros 2 grupos, DS y MS, lo que no ocurri6 a nivel ROSTRAL,
independientemente del método de comparaciones multiples empleado,

Tukey o Scheffée.

La determinacion de subconjuntos homogéneos confirmé6 las
diferencias existentes entre el grupo que recibié metamizol, NS, y los otros

dos, DS y MS.

Finalmente, vemos la representacion grafica de estos resultados
mediante un histograma de barras de error, que de nuevo evidencia las

diferencias antes senaladas.
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Descriptivos
Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimo Maximo
ROSTRAL DS 18 65,00 7,670 1,808 61,19 68,81 55 74
MS 18 54,17 7,334 1,729 50,52 57,81 45 65
NS 18 63,50 8,361 1,971 59,34 67,66 55 75
Total 54 60,89 9,053 1,232 58,42 63,36 45 75
INTERMEDIO DS 18 48,61 8,521 2,008 44,37 52,85 40 60
MS 18 50,22 7,496 1,767 46,49 53,95 40 59
NS 18 130,28 17,442 4111 121,60 138,95 110 150
Total 54 76,37 40,246 5,477 65,39 87,36 40 150
CAUDAL DS 18 31,39 5,158 1,216 28,82 33,95 25 38
MS 18 25,89 6,480 1,527 22,67 29,11 18 34
NS 18 105,17 15,685 3,697 97,37 112,97 90 133
Total 54 54,15 37,842 5,150 43,82 64,48 18 133
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico
de Levene gl1 gl2 Sig.
ROSTRAL 1,335 2 51 272
INTERMEDIO 65,641 2 51 ,000
CAUDAL 21,940 2 51 ,000
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
ROSTRAL Inter-grupos 1240,333 2 620,167 10,193 ,000
Intra-grupos 3103,000 51 60,843
Total 4343,333 53
INTERMEDIO Inter-grupos 78485,593 2 | 39242,796 271,890 ,000
Intra-grupos 7361,000 51 144,333
Total 85846,593 53
CAUDAL Inter-grupos 70550,259 2 | 35275,130 336,358 ,000
Intra-grupos 5348,556 51 104,874
Total 75898,815 53

Tabla 4.19.- Resultados del Andlisis Parcial Analgesia+Dolor Somdtico: DS, MS y NS:
Descriptivos, prueba de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.
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RESULTADOS

Pruebas post hoc de Tukey y Scheffé

ROSTRAL
Subconjunto para alfa
=.05
Grupo N 1 2
HSD de Tukey® MS 18 54,17
NS 18 63,50
DS 18 65,00
Sig. 1,000 ,833
Schefféa MS 18 54,17
NS 18 63,50
DS 18 65,00
Sig. 1,000 ,847

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica =

12 NNN

INTERMEDIO
Subconjunto para alfa
=.05
Grupo N 1 2
HSD de Tukey® DS 18 48,61
MS 18 50,22
NS 18 130,28
Sig. ,915 1,000
Scheffé2 DS 18 48,61
MS 18 50,22
NS 18 130,28
Sig. ,922 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica =

CAUDAL
Subconjunto para alfa
=.05
Grupo N 1 2
HSD de Tukeyy MS 18 25,89
DS 18 31,39
NS 18 105,17
Sig. ,250 1,000
Scheffé2 MS 18 25,89
DS 18 31,39
NS 18 105,17
Sig. ,282 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica =

18,000.

Tabla 4.20.- Resultados del Andlisis Parcial Analgesia+Dolor Somdtico: DS, MS y NS:
Pruebas post-hoc de Tukey y Scheffé.
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Fig. 4.84.- Representacion grdfica de los resultados del Analisis Parcial
Analgesia+Dolor Somdtico: DS, MS y NS.
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3.2.4.- Analisis Parcial Analgesia+Dolor Visceral: DV, MV v NV.

El objetivo de este analisis fue evaluar, en el caso de que asi fuera, el
efecto que, sobre la expresion de Fos en la porcion lateral del PB, pudiera
tener la administracion, previa al estimulo doloroso visceral, de un
analgésico, morfina o metamizol. Para ello comparamos entre si los grupos

DV, MV y NV.

El analisis estadistico incluyé una obtencion de los descriptivos, la
prueba de homogeneidad de las varianzas y el analisis de la varianza de un
factor para las variables ROSTRAL, INTERMEDIO y CAUDAL, siendo el
factor el grupo experimental. De los resultados del ANOVA se deduce que
hay diferencias significativas entre los 3 grupos experimentales tanto para
la variable ROSTRAL (F=35.095; p<0,0001), INTERMEDIO (F=121.436;
p<0,0001) y CAUDAL (F=175.259; p<0,0001).

Un estudio pormenorizado (ANEXO IV) confirmo¢ las diferencias entre
los 3 grupos DV, MV y NV cuando se compararon entre si, tanto para la
variable ROSTRAL como para la variable CAUDAL, independientemente del
método empleado. Fue en el nivel INTERMEDIO en el que se puso de
manifiesto que las diferencias eran mucho mas acusadas cuando era con
el grupo NV con el que comparabamos los otros dos, DV y MV,

independientemente del método empleado, Tukey o Scheffé.

La determinacion de subconjuntos homogéneos mediante los

métodos de Tukey y Scheffé reitero estos resultados.

Finalmente, vemos la representacion grafica de estos resultados
mediante un histograma de barras de error, que de nuevo evidencia las

diferencias antes senaladas.
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Descriptivos
Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacién Limite
N Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimo Maximo
ROSTRAL DV 18 43,78 7,142 1,683 40,23 47,33 36 53
MV 18 25,33 6,164 1,453 2227 28,40 20 35
NV 18 34,33 6,472 1,525 31,12 37,55 25 45
Total 54 34,48 9,988 1,359 31,76 37,21 20 53
INTERMEDIO DV 18 56,22 9,143 2,155 51,68 60,77 45 67
MV 18 60,06 9,421 2,221 55,37 64,74 48 72
NV 18 107,33 13,711 3,232 100,51 114,15 90 125
Total 54 74,54 25,807 3,512 67,49 81,58 45 125
CAUDAL DV 18 52,22 8,667 2,043 47,91 56,53 41 64
MV 18 63,56 10,348 2,439 58,41 68,70 52 76
NV 18 125,61 17,284 4,074 117,02 134,21 95 140
Total 54 80,46 34,849 4,742 70,95 89,98 41 140
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico
de Levene gl gl2 Sig.
ROSTRAL 877 2 51 422
INTERMEDIO 7,895 2 51 ,001
CAUDAL 8,197 2 51 ,001
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
ROSTRAL Inter-grupos 3062,370 2 1531,185 35,095 ,000
Intra-grupos 2225,111 51 43,630
Total 5287,481 53
INTERMEDIO Inter-grupos | 29173,370 2 | 14586,685 121,436 ,000
Intra-grupos 6126,056 51 120,119
Total 35299,426 53
CAUDAL Inter-grupos 56191,593 2 | 28095,796 175,259 ,000
Intra-grupos 8175,833 51 160,310
Total 64367,426 53

Tabla 4.21.- Resultados del Andlisis Parcial Analgesia+Dolor Visceral: DV, MV y NV:
Descriptivos, prueba de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.
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Pruebas post hoc de Tukey y Scheffé

ROSTRAL
Subconjunto para alfa = .05

Grupo N 1 2 3
HSD de Tukey MV 18 25,33

NV 18 34,33

DV 18 43,78

Sig. 1,000 1,000 1,000
Schefféa MV 18 25,33

NV 18 34,33

DV 18 43,78

Sig. 1,000 1,000 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.
a. Usa el tamano muestral de la media arménica = 18,000.

INTERMEDIO
Subconjunto para alfa
=.05

Grupo N 1 2
HSD de Tukey DV 18 56,22

MV 18 60,06

NV 18 107,33

Sig. ,550 1,000
Schefféa DV 18 56,22

MV 18 60,06

NV 18 107,33

Sig. ,580 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica =

CAUDAL
Subconjunto para alfa = .05

Grupo N 1 2 3
HSD de Tukey DV 18 52,22

MV 18 63,56

NV 18 125,61

Sig. 1,000 1,000 1,000
Scheffé? DV 18 52,22

MV 18 63,56

NV 18 125,61

Sig. 1,000 1,000 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 18,000.

Tabla 4.22.- Resultados del Andlisis Parcial Analgesia+Dolor Visceral: DV, MV y NV:
Pruebas post-hoc de Tukey y Scheffé.
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Fig. 4.85.- Representacion grdfica de los resultados del Analisis Parcial
Analgesia+Dolor Visceral: DV, MV y NV.
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3.2.5.- ANEXO I: Analisis Parcial Dolor.

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza al
95%
Diferencia de Limite

Variable dependiente (I) Grupo  (J) Grupo | medias (I-J) | Error tipico Sig. Limite inferior | superior
ROSTRAL HSD de Tukey CS DS -50,889* 2,250 ,000 -56,32 -45,46
DV -29,667* 2,250 ,000 -35,10 -24,24

DS Cs 50,889* 2,250 ,000 45,46 56,32

DV 21,222 2,250 ,000 15,79 26,65

DV Cs 29,667 2,250 ,000 24,24 35,10

DS -21,222* 2,250 ,000 -26,65 -15,79

Scheffé (O] DS -50,889* 2,250 ,000 -56,56 -45,22

DV -29,667* 2,250 ,000 -35,34 -23,99

DS Ccs 50,889* 2,250 ,000 45,22 56,56

DV 21,222* 2,250 ,000 15,55 26,89

DV Cs 29,667 2,250 ,000 23,99 35,34

DS -21,222* 2,250 ,000 -26,89 -15,55

INTERMEDIO HSD de Tukey CS DS -38,944* 2,526 ,000 -45,04 -32,85
DV -46,556* 2,526 ,000 -52,65 -40,46

DS Cs 38,944 2,526 ,000 32,85 45,04

DV -7,611* 2,526 ,011 -13,71 -1,51
DV CS 46,556* 2,526 ,000 40,46 52,65

DS 7,611* 2,526 ,011 1,51 13,71
Scheffé (O] DS -38,944* 2,526 ,000 -45,31 -32,57
DV -46,556* 2,526 ,000 -52,93 -40,19

DS Ccs 38,944* 2,526 ,000 32,57 45,31
DV -7,611* 2,526 ,015 -13,98 -1,24
DV Ccs 46,556* 2,526 ,000 40,19 52,93
DS 7,611* 2,526 ,015 1,24 13,98
CAUDAL HSD de Tukey CS DS -22,944* 2,023 ,000 -27,83 -18,06
DV -43,778* 2,023 ,000 -48,66 -38,90
DS Cs 22,944 2,023 ,000 18,06 27,83
DV -20,833* 2,023 ,000 -25,72 -15,95
DV CS 43,778* 2,023 ,000 38,90 48,66
DS 20,833 2,023 ,000 15,95 25,72
Scheffé () DS -22,944* 2,023 ,000 -28,04 -17,84
DV -43,778* 2,023 ,000 -48,88 -38,68
DS Ccs 22,944* 2,023 ,000 17,84 28,04
DV -20,833* 2,023 ,000 -25,93 -15,73
DV CS 43,778* 2,023 ,000 38,68 48,88
DS 20,833* 2,023 ,000 15,73 25,93

*. La diferencia de medias es significativa al nivel .05.
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3.2.6.- ANEXO II: Analisis Parcial Analgesia.

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza al
95%
Diferencia de Limite

Variable dependiente (I) Grupo  (J) Grupo | medias (I-J) | Error tipico Sig. Limite inferior | superior
ROSTRAL HSD de Tukey CS CM 2,444 2,062 467 -2,53 7,42
CN -45,278* 2,062 ,000 -50,26 -40,30
CM CS -2,444 2,062 ,467 -7,42 2,53
CN -47,722* 2,062 ,000 -52,70 -42,74
CN CS 45,278* 2,062 ,000 40,30 50,26
CM 47,722* 2,062 ,000 42,74 52,70
Scheffé Cs CM 2,444 2,062 ,500 -2,76 7,64
CN -45,278* 2,062 ,000 -50,48 -40,08
CM CS -2,444 2,062 ,500 -7,64 2,76
CN -47,722* 2,062 ,000 -52,92 -42,52
CN CS 45,278* 2,062 ,000 40,08 50,48
CM 47,722* 2,062 ,000 42,52 52,92
INTERMEDIO HSD de Tukey CS CM -1,333 2,846 ,886 -8,20 5,54
CN -103,778* 2,846 ,000 -110,65 -96,91
CM Cs 1,333 2,846 ,886 -5,54 8,20
CN -102,444* 2,846 ,000 -109,32 -95,57
CN Cs 103,778* 2,846 ,000 96,91 110,65
CM 102,444* 2,846 ,000 95,57 109,32
Scheffé Cs CM -1,333 2,846 ,896 -8,51 5,84
CN -103,778* 2,846 ,000 -110,95 -96,60

CM CS 1,333 2,846 ,896 -5,84 8,51
CN -102,444* 2,846 ,000 -109,62 -95,27
CN CS 103,778* 2,846 ,000 96,60 110,95
CM 102,444* 2,846 ,000 95,27 109,62
CAUDAL HSD de Tukey CS CM -3,111 3,483 ,647 -11,52 5,30
CN -112,111* 3,483 ,000 -120,52 -103,70
CM CS 3,111 3,483 ,647 -5,30 11,52
CN -109,000* 3,483 ,000 -117,41 -100,59
CN CS 112,111* 3,483 ,000 103,70 120,52

CM 109,000* 3,483 ,000 100,59 117,41
Scheffé (O] CM -3,111 3,483 ,673 -11,89 5,67
CN -112,111* 3,483 ,000 -120,89 -103,33
CM Cs 3,111 3,483 ,673 -5,67 11,89
CN -109,000* 3,483 ,000 -117,78 -100,22
CN CSs 112,111* 3,483 ,000 103,33 120,89
CM 109,000* 3,483 ,000 100,22 117,78

*. La diferencia de medias es significativa al nivel .05.

M2CARMEN BLASCO AUSINA TESIS DOCTORAL



214 RESULTADOS

3.2.7.- ANEXO III: Analisis Parcial Analgesia+Dolor Somatico
Superficial.

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza al
95%
Diferencia de Limite

Variable dependiente (I) Grupo  (J) Grupo | medias (I-J) | Error tipico Sig. Limite inferior | superior
ROSTRAL HSD de Tukey DS MS 10,833* 2,600 ,000 4,56 17,11
NS 1,500 2,600 ,833 -4,78 7,78
MS DS -10,833* 2,600 ,000 -17,11 -4,56
NS -9,333* 2,600 ,002 -15,61 -3,06
NS DS -1,500 2,600 ,833 -7,78 4,78

MS 9,333* 2,600 ,002 3,06 15,61
Scheffé DS MS 10,833* 2,600 ,001 4,28 17,39
NS 1,500 2,600 ,847 -5,06 8,06
MS DS -10,833* 2,600 ,001 -17,39 -4,28
NS -9,333* 2,600 ,003 -15,89 -2,78
NS DS -1,500 2,600 ,847 -8,06 5,06
MS 9,333* 2,600 ,003 2,78 15,89
INTERMEDIO HSD de Tukey DS MS -1,611 4,005 915 -11,28 8,06
NS -81,667* 4,005 ,000 -91,33 -72,00
MS DS 1,611 4,005 ,915 -8,06 11,28
NS -80,056* 4,005 ,000 -89,72 -70,39
NS DS 81,667 4,005 ,000 72,00 91,33

MS 80,056* 4,005 ,000 70,39 89,72
Scheffé DS MS -1,611 4,005 ,922 -11,71 8,49
NS -81,667* 4,005 ,000 -91,76 -71,57

MS DS 1,611 4,005 ,922 -8,49 1,71
NS -80,056* 4,005 ,000 -90,15 -69,96
NS DS 81,667 4,005 ,000 71,57 91,76
MS 80,056 4,005 ,000 69,96 90,15
CAUDAL HSD de Tukey DS MS 5,500 3,414 ,250 -2,74 13,74
NS -73,778* 3,414 ,000 -82,02 -65,54
MS DS -5,500 3,414 ,250 -13,74 2,74
NS -79,278* 3,414 ,000 -87,52 -71,04

NS DS 73,778* 3,414 ,000 65,54 82,02

MS 79,278* 3,414 ,000 71,04 87,52

Scheffé DS MS 5,500 3,414 ,282 -3,11 14,11
NS -73,778* 3,414 ,000 -82,38 -65,17

MS DS -5,500 3,414 ,282 -14,11 3,11
NS -79,278* 3,414 ,000 -87,88 -70,67
NS DS 73,778* 3,414 ,000 65,17 82,38
MS 79,278* 3,414 ,000 70,67 87,88

*. La diferencia de medias es significativa al nivel .05.
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3.2.8.- ANEXO IV: Analisis Parcial Analgesiat+Dolor Visceral.

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza al
95%
Diferencia de Limite

Variable dependiente (I) Grupo  (J) Grupo | medias (I-J) | Error tipico Sig. Limite inferior | superior
ROSTRAL HSD de Tukey DV MV 18,444 2,202 ,000 13,13 23,76
NV 9,444* 2,202 ,000 4,13 14,76
MV DV -18,444* 2,202 ,000 -23,76 -13,13
NV -9,000* 2,202 ,000 -14,31 -3,69
NV DV -9,444* 2,202 ,000 -14,76 -4,13

MV 9,000* 2,202 ,000 3,69 14,31
Scheffé DV MV 18,444 2,202 ,000 12,89 24,00
NV 9,444* 2,202 ,000 3,89 15,00
MV DV -18,444* 2,202 ,000 -24,00 -12,89
NV -9,000* 2,202 ,001 -14,55 -3,45
NV DV -9,444* 2,202 ,000 -15,00 -3,89
MV 9,000* 2,202 ,001 3,45 14,55
INTERMEDIO HSD de Tukey DV MV -3,833 3,653 ,550 -12,65 4,99
NV -51,111* 3,653 ,000 -59,93 -42,29
MV DV 3,833 3,653 ,550 -4,99 12,65
NV -47,278* 3,653 ,000 -56,10 -38,46
NV DV 51,111* 3,653 ,000 42,29 59,93
MV 47,278* 3,653 ,000 38,46 56,10
Scheffé DV MV -3,833 3,653 ,580 -13,04 5,38
NV -51,111* 3,653 ,000 -60,32 -41,90
MV DV 3,833 3,653 ,580 -5,38 13,04
NV -47,278* 3,653 ,000 -56,49 -38,07
NV DV 51,111* 3,653 ,000 41,90 60,32
MV 47,278* 3,653 ,000 38,07 56,49
CAUDAL HSD de Tukey DV MV -11,333* 4,220 ,026 -21,52 -1,15
NV -73,389* 4,220 ,000 -83,58 -63,20
MV DV 11,333* 4,220 ,026 1,15 21,52
NV -62,056* 4,220 ,000 -72,24 -51,87
NV DV 73,389* 4,220 ,000 63,20 83,58
MV 62,056* 4,220 ,000 51,87 72,24
Scheffé DV MV -11,333* 4,220 ,034 -21,97 -,69
NV -73,389* 4,220 ,000 -84,03 -62,75
MV DV 11,333* 4,220 ,034 ,69 21,97

NV -62,056* 4,220 ,000 -72,70 -51,41
NV DV 73,389* 4,220 ,000 62,75 84,03
MV 62,056* 4,220 ,000 51,41 72,70

*. La diferencia de medias es significativa al nivel .05.
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ANDREAE VES AL
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RIS FABRICA LIBER QVINTVS, ORGANIS NVTRI-
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generationi famulantibus dedicatus , & omnes fibi peculiares figuras feriatim imulgmox in
initio oftendens , quo minus exdem figura plerif Capitibus
paflim prazponendz ueniant,
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1.- Consideraciones metodologicas

uestro trabajo de investigacion se ha centrado en estudiar el
posible papel que el nucleo parabraquial (PB) podria
desempenar ya sea en el circuito ascendente de transmision
de la informacion nociceptiva, o bien en el circuito descendente
antinociceptivo de control de dicha informacion algésica. Asimismo,
nuestro estudio ha profundizado en el papel que el PB podria jugar el
mecanismo de accion de farmacos analgésicos como el metamizol o la

morfina.

El estudio de los circuitos neurales nociceptivo y antinociceptivo
ha suscitado, desde que se tuvo conocimiento de su existencia, el
interés de los investigadores. Con el paso del tiempo el numero de
estructuras del sistema nervioso central que se han asociado a uno u

otro circuito, o incluso a los dos, ha ido creciendo paulatinamente.

Han sido ya varios los trabajos aparecidos recientemente que han
abarcado en su estudio un numero creciente de nucleos y centros
nerviosos, y cuyo objetivo ha sido determinar en cuales de todos ellos se

registraba actividad tras la aplicacion de un estimulo nociceptivo (Porro
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y cols., 1991a y b; Lantéri-Minet y cols., 1993 y 1994; Rodella y cols.,
1998).

El PB, situado en la porcion dorsolateral de la protuberancia,
alrededor del pedunculo cerebelo superior, y asociado clasicamente con
una amplia variedad de funciones autonoémicas como, por ejemplo, la
regulacion cardiovascular (Chamberlin y Saper, 1992; Saleh y Connell,
1997; Guo y cols., 2005), y funciones del sistema gustativo (Nishijo y
Norgren, 1990), y del respiratorio (Mizusawa y cols., 1995), es una de
esas estructuras que se ha implicado en los mecanismos tanto
nociceptivos como analgésicos (Bernard y cols., 1994; Bellavance y
Beitz, 1996; Clement y cols., 1996; Hermanson y Blomqvist, 1996;
Bester y cols., 1997; Buritova y cols., 1998; Richard y cols., 2005; Li y
cols., 2006; Jergova y cols., 2008).

La mayoria de los trabajos que inicialmente han senalado al PB
como posible participante en los circuitos de transmisiéon y control del
dolor, se han llevado a cabo en animales en mayor o menor medida
anestesiados (Bellavance y Beitz, 1996; Clement y cols., 1996; Li y cols.,
2006; Jergova y cols., 2008), mientras que nuestro trabajo se ha
realizado sobre animales conscientes no anestesiados. De este modo
evitamos las seguras interferencias que el anestésico va a producir
tanto en los impulsos excitadores o inhibidores como en las respuestas
neuronales y, por tanto, en la expresion de c-fos (Takayama y cols.,

1994).

Ya senalamos que entre las diferentes técnicas que permiten
detectar los cambios metabdlicos en el sistema nervioso central
inducidos por estimulos nociceptivos destacaban el método de la 2-
desoxiglucosa (2-DG) (Sokoloff y cols., 1977), basado en la medicion de
la glucosa utilizada localmente en el encéfalo (para revision ver Porro y
Cavazzuti, 1993), y el estudio de la expresion del proto-oncogén c-fos

como marcador de actividad neuronal (Hunt y cols., 1987; Sagar y cols.,
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1988; Menétrey y cols., 1989; Dragunow y Faull, 1989; Bullit, 1990;
Sandktihler, 1991; Munglani y cols., 1993).

El método de la 2-DG, tiene la ventaja de que puede ser aplicado
en animales no anestesiados pero, tiene también algunos
inconvenientes como son la falta de resolucion celular y la
incompatibilidad con otras técnicas neuroanatémicas. Inconvenientes
que no tiene el estudio de la expresion de c-fos, a lo cual hay que anadir
la ventaja de su relativa facilidad de aplicacion, ya que no se necesita
una gran infraestructura (Sharp y cols., 1993). Todo esto posibilitd una
rapida aparicion de trabajos en los que se estudid el patron de
distribucion de c-fos inducido tras aplicar al animal de experimentacion
diferentes estimulos nociceptivos (Hunt y cols., 1987; Menétrey y cols.,
1989; Bullit, 1990; Sandkuhler, 1991; Keay y Bandler, 1993; Lantéri-
Minet y cols., 1993; Keay, y cols., 1994; Lantéri-Minet y cols., 1994;
Clement y cols., 1996; Munglani y cols., 1996; Harris, 1998; Rodella y
cols., 1998).

Sin embargo, hay que tener en cuenta que algunas neuronas no
expresan la proteina Fos al activarse por lo que, en esos casos, el
estudio de la expresion del proto-oncogén c-fos no seria una
herramienta valida como marcador de actividad neuronal. Por ello, la
interpretacion de los resultados obtenidos a partir de experimentos en
los que se utiliza esta técnica debe limitarse a las poblaciones de
neuronas en las que se expresa la proteina Fos. No deberemos olvidar,
por tanto, que ademas de las neuronas visualizadas con las técnicas
especificas de revelado inmunocitoquimico de la proteina Fos, otras
poblaciones de neuronas no detectadas por esta técnica podrian de
igual modo participar en los procesos sometidos a estudio. Y, dado que
es la técnica principal del presente estudio, esta limitacion debera ser

tenida en cuenta al interpretar nuestros resultados.
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Por ultimo, a la hora de comparar resultados no hay que olvidar
otros factores que pueden influir en el resultado final como, por
ejemplo, el diferente grosor de los cortes, el hecho de que los animales
fueran previamente anestesiados (del que nos extenderemos mas
adelante), o incluso, el hecho de que el animal de experimentacion fue

de una especie diferente (Stamford, 1995).

2.- Expresion basal de c-fos en la porcion lateral
del PB

emos observado en nuestros animales del grupo control
simulado (CS) una presencia, aunque escasa, de células
Fos-positivas. Esta discreta expresion basal de Fos podria
ser debida tanto a estimulos ambientales externos (estimulos auditivos,
olfatorios, tactiles, etc.) como a internos (cambios hemodinamicos,
respiratorios, etc., debidos al estrés que pudieran provocar las
manipulaciones previas) que no estuvieran directamente bajo nuestro

control.

El PB no es la primera estructura troncoencefalica que
encontramos en nuestro laboratorio, que muestra expresion basal de c-
fos. En 1996, Valverde-Navarro y cols., trabajando con ratas de la cepa
Wistar, observaron una discreta expresion basal de c-fos en la PAG de
ratas no estimuladas intencionadamente, en consonancia con el estudio
previo de Herdegen y cols. (1995), quienes encontraron en la PAG de

sus ratas no estimuladas un numero similar de células marcadas.

El resto de datos sobre la expresion basal de c-fos en el PB los
encontramos al revisar la expresion de Fos en aquellos grupos controles
con los que los diversos autores comparan los resultados de sus grupos

estimulados nociceptivamente (Bellavance y Beitz, 1996; Clement y
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cols., 1996; Hermanson y Blomgqvist, 1996; Buritova y cols., 1998;
Richard y cols., 2005; Li y cols., 2006; Jergova y cols., 2008).

El factor clave que determina la aparicion de un mayor o menor
numero de células Fos-positivas en el PB de los grupos control en estos

estudios es la mayor o menor presencia en ellos de anestésicos.

En el trabajo de Clement y cols. (1996) los animales del grupo
control permanecieron bajo anestesia con halotano durante todo el
periodo de supervivencia hasta el sacrificio, lo que provocé un
incremento dramatico del niumero de elementos inmunorreactivos frente
a Fos, principalmente en los subnucleos elPB y cIPB de la mitad caudal
del PB. La expresion de c-fos en el PB fue tan intensa que les impidio
estudiar los efectos de la estimulacion nociceptiva a este nivel al quedar
éstos enmascarados. Los autores explican la intensa
inmunorreactividad observada por los cambios cardiocirculatorios y
respiratorios que la anestesia provoca y que llegarian al PB desde el
nucleo del tracto solitario. Los propios autores concluyen la importancia
de emplear animales no anestesiados en este tipo de estudios, siempre

que los requerimientos éticos lo permitan.

Bellavance y cols. (1996) también describieron en su grupo control
simulado una significativa presencia de elementos marcados que
atribuyen a estimulos externos y no a la breve (siempre inferior a 20 s.)
exposicion de los animales al isoflurano durante el proceso de inyeccion

del suero salino en la pata trasera.

En el resto de trabajos analizados (Hermanson y Blomqvist, 1996;
Buritova y cols., 1998; Li y cols., 2006; Jergova y cols., 2008) los
autores coinciden en restar importancia al marcaje observado en el PB
de sus grupos control. En los trabajos de Hermanson y Blomgqvist
(1996) y de Buritova y cols. (1998) se refiere una ausencia casi total de

neuronas Fos-positivas, con presencia aislada de algun elemento
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inmunorreactivo en los subnucleos sIPB, dIPB y clPB, que coincide con
la falta de contacto de los animales de estos grupos control con ningun
anestésico en el periodo previo al sacrificio. También se describe una
muy discreta presencia de marcaje en el PB de los diferentes grupos
control (normal, anestesiado con éter y salino) del trabajo de Li y cols.
(2006) y de los grupos nativo y simulado del reciente estudio de Jergova
y cols. (2008). En este ultimo se describen similares resultados para el
grupo nativo, que no tiene contacto con anestésicos, y para el gupo
simulado que si fue anestesiado con halotano durante la maniobras
quirurgicas, pero cuyo sacrificio se retrasé un minimo de 3 dias tras la

anestesia.

La escasa expresion de c-fos observada en el PB de nuestros
animales controles simulados, coincide con la de aquellos trabajos en
los que los animales no han tenido contacto con la anestesia durante el
periodo de supervivencia previo al sacrificio (Hermanson y Blomgqvist,
1996; Buritova y cols., 1998), y difiere tanto mas cuanto mayor es el
contacto previo con el anestésico (Bellavance y Beitz, 1996; Clement y

cols., 1996; Li y cols., 2006; Jergova y cols., 2008).

Evidentemente, las neuronas Fos-positivas observadas en el PB de
nuestro grupo CS no pueden ser inducidas por ningin anestésico
previo ya que los animales de este grupo no tuvieron contacto alguno
con la anestesia hasta el momento del sacrificio en el que recibieron
una sobredosis de pentobarbital. Teniendo en cuenta que desde el
momento de la administracion del pentobarbital hasta la introduccion
de la solucion fijadora pasaban menos de 10 minutos y que se
necesitan al menos 20 minutos para que la proteina Fos pueda ser
detectada por las técnicas inmunocitoquimicas empleadas en el
presente trabajo (Herdegen y cols., 1991), es muy improbable que el
marcaje apreciado se deba a la inducion iatrogénica de c-fos por efecto

de la propia anestesia (Takayama y cols., 1994).
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Pensamos, asimismo, que, aunque factible, tampoco es probable
que el marcaje sea atribuible a posibles factores ambientales
incontrolados, como senalan Bellavance y Beitz (1996), puesto que los
animales permanecen en todo momento en espacios de acceso
restringido y condiciones ambientales controladas como ya se indico en
el apartado de Material y Métodos. Creemos, por tanto, que, aunque el
numero de células marcadas es muy discreto, su presencia podria
deberse al hecho de que, como ya quedo6 descrito, los animales de este
grupo fueron sometidos a las mismas manipulaciones que los animales
de los grupos estimulados, basicamente las necesarias para la
inmovilizacion del animal, pero sin recibir el estimulo algésico o
analgésico. Estas manipulaciones, podrian provocar en el animal un
estado de estrés capaz de inducir la expresion de c-fos (Ceccatelli y
cols., 1989; Sharp y cols., 1991; Krukoff y Khalili, 1997). La
inmunorreactividad en el PB de estos animales del grupo CS podria, por
tanto, estar asociada al posible estado de estrés provocado en el animal.
Este dato estaria apoyado por el hecho de que en una situacion de
estrés se desencadenan algunos cambios vegetativos tipicos como el
aumento de la presion arterial, taquicardia..., en cuya regulacion
participa el nucleo del tracto solitario, una de las mas importantes

fuentes de estimulos al PB (Herbert y cols., 1990).

3.- Respecto al papel de la porcion lateral del PB

en el circuito nociceptivo.

uestros resultados han puesto de manifiesto que la
aplicacion de un estimulo doloroso es capaz de inducir la
expresion de c-fos en el PB de rata. Sin embargo, también
han demostrado que el patron de distribucion de Fos obtenido varia

dependiendo de la naturaleza del estimulo nociceptivo.
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En nuestro estudio, hallamos un incremento significativo de la
expresion de c-fos en el subntcleo KF de la mitad rostral del PB y en los
subnucleos dIPB y elPB de las porciones intermedia y caudal del PB,
tras un estimulo nociceptivo visceral, en concreto tras una inyeccion
intraperitoneal de acido acético al 3,5% (test de las contracciones
abdominales), respecto de los animales del grupo control simulado,

apoyando la participacion del PB en el circuito nociceptivo visceral.

Tras wuna exhaustiva revision bibliografica tan so6lo hemos
encontrado tres trabajos en los que se ha estudiado la expresion de c-
fos en el PB de rata tras estimulo nociceptivo visceral (Clement y cols.,

1996; Rodella y cols., 1998; Li y cols., 2006).

De los tres estudios, el trabajo de Rodella y cols. (1998) empleo el
mismo estimulo doloroso visceral utilizado por nosotros en el presente
trabajo: la inyeccion intraperitoneal de acido acético. Los datos
ofrecidos por los autores del estudio acerca de la inmunorreactividad
frente a Fos en el PB tras una inyeccion de acido acético intraperitoneal,
forman parte de un trabajo mucho mas amplio en el que los autores
analizan la distribuciéon de las neuronas Fos-positivas en practicamente
todo el encéfalo (tronco de encéfalo, hipotalamo, talamo, subtalamo y
telencéfalo) tras dos formas de estimulacion nociceptiva visceral
(inyeccion intraperitoneal de acido acético e inyeccion de formalina en la
vejiga de la orina) y una de estimulacion nociceptiva somatica (inyeccion
de formalina en la musculatura profunda del cuello). La basta extension
del estudio limita forzosamente el detalle de su exposiciéon, a pesar de lo
cual encontramos que de las dos Unicas estructuras de las que ofrece
microfotografias una es el PB (a nivel mesencefalico o rostral). Los datos
numeéricos del incremento de células marcadas inducido en el PB por
los diferentes estimulos probados los hallamos en una tabla y tan sélo
discriminan entre la porcion medial y la lateral del PB, aunque en el
texto de la publicacion podemos ampliar esta informacion al concretar

los autores que las células marcadas se sitian en los subnucleos sIPB y
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clPB, siendo la Unica diferencia que refieren entre los dos estimulos
dolorosos viscerales aplicados el que la inyeccion de acido acético
intraperitoneal provocaba un mayor numero de elementos marcados
que la inyeccion de formalina en la vejiga de la orina. Por ultimo, es
importante senalar que los animales estudiados por Rodella y cols.
(1998) permanecieron durante todo el experimento anestesiados con
metoxyfluorano. De hecho, su estudio incluyéo un grupo control
“anestesia” en el que no se apreciaron diferencias estadisticamente
significativas con el grupo control “normal” formado por animales no

estimulados.

Un par de anos antes del articulo de Rodella y cols. (1998), se
publico el primer trabajo que incluia un estudio detallado de la
expresion de c-fos en el PB de rata tras diferentes estimulos dolorosos:
muscular, articular, cardiopulmonar y peritoneal (Clement y cols.,
1996). Para conseguir la estimulacion nociceptiva peritoneal los autores
recurrieron también al test de las contracciones abdominales, esto es, a
la inyeccion intraperitoneal de acido acético. Al igual que en trabajo de
Rodella y cols. (1998), Clement y cols. (1996) mantuvieron a los
animales anestesiados durante las 2 horas que dur6é la
experimentacion, previas al sacrificio, con el objeto de minimizar el
sufrimiento de los animales, e incluyeron igualmente un grupo control
“anestesia”. El anestésico empleado en el estudio de Clement y cols.
(1996) fue el halotano. Curiosamente, sin embargo, y a diferencia de lo
descrito por Rodella y cols. (1998), el halotano provocdé un incremento
tan dramatico de la inmunorreactividad frente a Fos en el PB, que
imposibilité a los autores cualquier analisis del patron de distribucion
de las neuronas Fos-positivas inducidas por los diferentes estimulos
algésicos aplicados, ya que los resultados quedaban enmascarados por
la expresion de c-fos inducida por el halotano. La inducciéon de c-fos era
especialmente intensa en la mitad caudal o pontina del PB, a nivel de
los subnucleos elPB y clPB. Los autores relacionan la expresion de c-fos

inducida por el halotano con los cambios hemodinamicos y/o
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respiratorios que el anestésico pudiera provocar y senalan la
importancia de llevar a cabo este tipo de experimentos en animales no

anestesiados, siempre que las consideraciones éticas lo permitan.

El mismo problema de la anestesia enmascarando posibles datos
acerca de la expresion de c-fos tras estimulo nociceptivo visceral a nivel
del PB también lo encontramos en otro trabajo previo (Lantéri-Minet y
cols., 1993). En este caso los propios autores reconocen que el hecho de
llevar a cabo el estudio en ratas anestesiadas previamente con una
mezcla de halotano, oxigeno y oxido nitroso (N20) fue probablemente la
causa de que no pudieran demostrar el papel del PB en el
procesamiento de la informacion dolorosa visceral inducida, tanto por la
inyeccion intraperitoneal de acido acético como por la distension

colorrectal.

No volvemos a encontrar un estudio de la expresion de c-fos en el
PB tras estimulo doloroso visceral hasta practicamente una década mas

tarde.

Un reciente trabajo de Li y cols. (2006) se convierte en el Unico que
hemos encontrado en la bibliografia en el que se ha estudiado de forma
especifica y detallada la expresion de c-fos en el PB de rata tras
estimulo nociceptivo visceral. Los autores concluyen que hay un
incremento de células marcadas en los subnucleos elPB, dIPB y KF en
los animales del grupo estimulado frente a los de los grupos controles
“normal”, “anestesia” y “salino” (Li y cols., 2006). De nuevo, los
animales estimulados son previamente anestesiados, aunque en esta
ocasion tan soOlo durante las manipulaciones necesarias para la
estimulacion dolorosa. El anestésico empleado es el éter y de forma
similar a lo observado por Rodella y cols. (1998), éste no provoca un
aumento de inmunorreactividad frente a Fos estadisticamente
significativo en ninguno de los subnucleos del PB, comparado con el

resto de grupos control.
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No hemos encontrado ningun estudio en el que se analizara la
expresion de c-fos inducida por un estimulo doloroso visceral en
animales no anestesiados. Aunque los grupos control “anestesia” con
metoxyfluorano (Rodella y cols., 1998) y con éter (Li y cols., 2006) no
provocaron un incremento significativo de Fos en el PB en comparacion
con el grupo control “normal” no anestesiado, estan presentes también
en la bibliografia los trabajos que apuntan en sentido contrario cuando
el anestésico empleado es el halotano (Lantéri-Minet y cols., 1993;
Clement y cols., 1996). Es posible que no todos los anestésicos influyan
del mismo modo en la expresion de c-fos en el PB, pero es evidente que
ante la disparidad de resultados encontrados en la bibliografia no
podemos descartar que el hecho de exponer a los animales estimulados
en mayor o menor medida a un anestésico influya en el resultado final

observado (Takayama y cols., 1994).

Por ello, en nuestro estudio, los animales de los grupos
estimulados, incluidos obviamente los del grupo DV, no fueron
expuestos a los efectos de ningin anestésico previo. En estas
condiciones observamos neuronas Fos-positivas en la mayoria de
subnucleos de la porcion lateral del PB, siendo mayor el incremento en
los subnucleos sIPB, clPB y dIPB y menor en los subnucleos el y KF.
Nuestros resultados son congruentes con los trabajos previamente
analizados, especialmente con el de Rodella y cols. (1998), quienes
emplearon el mismo estimulo nociceptivo visceral, y en menor medida
con el reciente trabajo de Li y cols. (2006), en el que diferia el estimulo

aplicado.

Estos datos son, ademas, congruentes con los hallazgos
anatomicos y electrofisiologicos descritos previamente (Kalia y Sullivan,
1982; Menétrey y Basbaum, 1987; Herbert y cols., 1990; Bernard y
cols., 1994; Grundy, 2002). La informacion sensorial, incluida la

nociceptiva, procedente del territorio peritoneal es conducida al interior
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del sistema nervioso central a través del nervio vago o a través de los
nervios esplacnicos, hasta llegar al nucleo del tracto solitario (Grundy,
2002). La principal puerta de entrada de las aferencias viscerales del
nervio vago al tronco de encéfalo es el nucleo del tracto solitario (Kalia y
Sullivan, 1982). Del mismo modo, la informacion viscerosensible
conducida por los nervios esplacnicos hasta la médula espinal también
alcanza el nucleo del tracto solitario (Menétrey y Basbaum, 1987). En
las neuronas del ntucleo del tracto solitario, la informacion hace relevo y
se dirige, entre otros lugares del sistema nervioso central, al PB (Herbert
y cols., 1990). Estos datos anatomicos fueron corroborados por
experimentos electrofisiologicos en los que se registraba activacion
neuronal en el PB tras estimulos viscerales nociceptivos (Bernard y

cols., 1994).

El analisis conjunto y comparado de nuestros propios resultados
con los recogidos en la bibliografia nos permite afirmar que el PB es una
estructura claramente involucrada en el circuito nociceptivo visceral, no
sb6lo por sus conexiones sino por la activacion neuronal constatada en
términos de incremento de la expresion de c-fos tras inyeccion
intraperitoneal de acido acético, siendo los subnucleos s1PB, clPB, dIPB

y elPB los principalmente implicados.

Por lo que respecta al papel del PB en el circuito nociceptivo
somatico superficial, nuestros resultados mostraron incremento de la
expresion de c-fos en los subnucleos sIPB, clPB y dIPB en la porcion
rostral del PB, tras la inyeccion subcutanea de formalina al 5% (test de
la formalina) en la planta de la pata trasera derecha de los animales del
grupo dolor somatico (DS) con respecto al PB de los animales del grupo
control simulado, lo que en principio apoyaria la participacion del PB en

la conduccion de un estimulo nociceptivo somatico superficial.

A diferencia de lo observado cuando el estimulo doloroso era

visceral, la revision de la bibliografia en busca de antecedentes de
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trabajos publicados en los que se hubiese estudiado de forma especifica
el patron de distribucion de c-fos en el PB de rata tras estimulo
somatico superficial nos ofreci6 unos cuantos resultados (Bellavance y
cols., 1996; Hermanson y Blomqvist, 1996; Bester y cols., 1997;
Buritova y cols., 1998; Richard y cols., 2005; Jergova y cols., 2008).

Bellavance y cols. (1996) observaron que la aplicacion de un
estimulo nociceptivo somatico superficial aplicado de forma unilateral
en la pata trasera del animal provocaba un incremento bilateral de Fos
principalmente en los subnucleos clPB, dIPB, elPB y KF. Al compararlo
con el nuestro, el estudio de Bellavance y cols. (1996) presenta algunas
diferencias que dificultarian la comparacion de resultados: el estimulo
doloroso somatico empleado fue la inyeccion en la superficie ventral o
plantar de la pata trasera izquierda de adyuvante de Freund, el tiempo
minimo de supervivencia postestimulo fue de 6 horas y los autores
sometieron a las ratas a una breve anestesia con isoflurano durante las
maniobras de aplicacion del estimulo algésico. En sus conclusiones, los
autores defienden claramente la participacion del PB en el circuito

nociceptivo ascendente somatico superficial.

El mismo ano y en la misma revista, con tan s6lo dos numeros de
diferencia, Hermanson y Blomgqvist (1996) publicaron un trabajo
similar. En este caso el estimulo aplicado fue el mismo que el que
nosotros hemos empleado en el presente estudio: la inyeccion en una
Unica pata trasera de formalina del 5% (test de la formalina). Ello
provocé un incremento bilateral, con predominio contralateral,
estadisticamente significativo en los subnucleos slPB y dIPB y no
significativo en el cIPB. En este caso los animales fueron expuestos a
una breve anestesia con éter durante la inyeccion de la formalina y el
patron de expresion de c-fos obtenido a los 75-90 minutos de la
estimulacion. Los autores defienden que sus resultados descartan un
papel importante del subnucleo elPB en el circuito nociceptivo e

implican al PB en el circuito nociceptivo que conducirian el estimulo
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doloroso al hipotalamo donde se generarian las respuestas autonomicas

y homeostaticas caracteristicas de una situacion de dano tisular.

Bester y cols. (1997) emplearon como estimulo nociceptivo
somatico superficial en su estudio la inmersion de la pata trasera
izquierda del animal en agua a altas temperaturas (33, 40, 44, 48 y
52°C). Al 1igual que en los trabajos precedentes mantuvieron
anestesiados, en este caso con halotano, a los animales durante la
aplicacion del estimulo algésico. Los resultados mostraron un
incremento bilateral de Fos en el PB con predominio contralateral,
principalmente en los subnucleos elPB (porcion externa), dIPB y sIPB.
Es interesante destacar que en su estudio incluyeron un analisis
paralelo del nucleo del tracto solitario en el que no observaron
inmunorreactividad frente a Fos en los ejemplares estimulados por lo
que afirmaron que el marcaje observado en el PB era consecuencia
exclusiva de la activacion de la via espino-parabraquial directa, y no de
neuronas que desde la médula proyectan al nucleo del tracto solitario y

de éste al PB.

Buritova y cols. (1998) son los primeros en llevar a cabo su estudio
sobre ratas no anestesiadas durante la estimulacion dolorosa. En su
trabajo el estimulo somatico superficial consistid en una inyeccion
intraplantar en la pata derecha de carrageenan. Estos autores
observaron, de nuevo, un incremento bilateral con predominio
contralateral en el PB de sus animales estimulados. Los mayores
incrementos en el marcaje los observaron en la porcion externa del elPB
y en el sIPB, siendo algo menores en el dIPB y el clPB. En general,
resaltan que sus resultados son congruentes con los anteriormente
mencionados, con pequenas diferencias que achacan al leve, segun
ellos, efecto de la anestesia empleada en los trabajos previos y la falta
de homogeneidad en la delimitacion de los subnticleos observada entre

los diferentes estudios.
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Mas recientemente, Richard y cols. (2005) confirmaron los
resultados observados con anterioridad, volviendo a senalar a los
subnucleos sIPB, dIPB, clPB y, sobretodo, a la porcion externa del elPB
como aquéllos que mayor incremento de células Fos-positivas
mostraron tras una inyecciéon intraplantar de formalina en la pata

trasera derecha de ratas no anestesiadas.

La diferencia fundamental entre los distintos trabajos que han
analizado el patron de distribucion de Fos en el PB de ratas tras un
estimulo nociceptivo superficial, estriba en la imayor o menor relevancia
que se le concede al subnucleo elPB. Mientras que el grupo de
investigadores sueco (Hermanson y Blomgqvist, 1996; Richard y cols.,
2005) lo relega a un papel secundario respecto de otros subnucleos
como el sIPB, el clPB y el dIPB, el laboratorio francés (Bester y cols.,
1997; Buritova y cols., 1998) lo senala como el principal subnucleo del
PB en el circuito nociceptivo. Las razones que unos y otros aducen para
justificar esta discrepancia incluyen una variada lista que afecta al uso
o no de anestésico durante la aplicacion del estimulo nociceptivo, la
falta de wuniformidad en la delimitacion y nomenclatura de los
subnucleos del PB, la distinta naturaleza del estimulo doloroso
aplicado, que a su vez abriria la puerta a la posibilidad de que, por
ejemplo, la formalina fuera un estimulo insuficiente para inducir Fos en
el elPB o que indujera la expresion de otros genes de expresion

inmediata distintos del c-fos.

Todos estos datos sobre el patron de distribucion de Fos en el PB
de la rata son congruentes con los hallazgos anatéomicos y

electrofisiologicos descritos previamente.

Las neuronas de la lamina [ y parte externa de la lamina II (Ilo) de
la médula espinal constituyen el primer y principal relevo de la
informacion nociceptiva somatica que llega desde los receptores

periféricos por los axones de las protoneuronas o neuronas sensitivas
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primarias (Besson y Chaouch, 1987). Uno de los principales destinos de
las proyecciones ascendentes originadas en las neuronas de las laminas
I y Ilo de la médula espinal que responden a la informacion nociceptiva
es el PB (Cechetto y cols., 1985; Hylden y cols., 1989; Slugg y Light,
1994; Bernard y cols., 1995; Fiel y Herbert, 1995). Mayoritariamente,
estas proyecciones ascendentes desde las laminas I y Ilo al PB se
decusan y ascienden contralateralmente, aunque una significativa
proporcion de las mismas son bilaterales (Spike y cols., 2003), lo que
explicaria que el marcaje de Fos observado en el PB tras estimulo
doloroso sea, habitualmente, bilateral con predominio contralateral.
Esta es, de hecho, la explicacion que Jergova y cols. (2008) dan al hecho
de que en su estudio sobre la expresion de c-fos en el PB tras lesion
nerviosa periférica unilateral, el estudio sobre el patron de distribucion
de Fos en el PB mas reciente que hemos encontrado en la literatura,
mostrase un incremento de la inmunorreactividad frente a Fos
claramente bilateral, sin predominio contralateral estadisticamente
significativo. La terminacion de los axones de estas neuronas de
proyeccion espino-parabraquial se centra en los subnucleos sIPB, dIPB
y porcion externa del elPB, lo que en general coincide con aquellos
subnucleos que expresan c-fos tras estimulacion dolorosa somatica,
siendo las pequenas discrepancias descritas en la bibliografia
comentada justificadas por el largo arbol dendritico que poseen las
neuronas del PB que reciben las proyecciones desde la médula espinal y
que en ocasiones se extiende mas alla de los limites del subntucleo en el
que se localiza el soma neuronal (Bourgeais y cols., 2003). Finalmente,
la existencia de proyecciones desde el PB al hipotalamo, a la region
ventrolateral del bulbo raquideo, al nucleo del tracto solitario o al
nucleo central de la amigdala sugiere un papel en las respuestas
endocrinas, autonomicas y afectivo-emocionales al dolor (Fulwiler y
Saper, 1984; Bernard y Besson, 1990; Bernard y cols., 1993; Bester y
cols., 1995).
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Las evidencias anatéomicas fueron corroboradas por experimentos
electrofisiologicos en los que se registraba activacion neuronal en el PB
tras estimulos nociceptivos (Bernard y Besson, 1990; Menendez y cols.,

1996; Bester y cols., 2000).

Nuestros datos sobre el patron de distribucion de Fos en el PB de
rata tras estimulacion nociceptiva somatica superficial, coincide
fundamentalmente con los resultados ofrecidos por Richard y cols.
(2005). Este dato es congruente con el hecho de que es con el trabajo de
estos autores con el que coincide tanto el estimulo aplicado, el test de la
formalina, como con el método de aplicarlo, la inmovilizacion con las

manos del animal no anestesiado.

Del analisis de los datos recogidos en la bibliografia, asi como de
nuestros propios resultados, se concluye, por tanto, que la porcion
lateral del PB intervendria en el circuito nociceptivo somatico
superficial, al igual que vimos que también lo haria si la estimulacion

dolorosa fuera de origen visceral.

4.- Respecto al papel de la porcion lateral del PB

en el circuito antinociceptivo.

a administracion de sustancias analgésicas nos ofrecio, al
analizar en nuestro estudio el patron de distribucion de Fos
inducido en el PB, unos resultados dispares dependiendo
del analgésico administrado. La morfina no incrementoé la expresion de
Fos en el PB de los ejemplares de nuestro grupo control morfina (CM)
respecto de los del grupo control simulado (CS), ni modifico de forma
estadisticamente significativa, al ser administrada previamente, el
patron de distribucion de la inmunorreactividad frente a Fos observado

en los grupos estimulados nociceptivamente, grupos morfina+dolor
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somatico (MS) y morfina+tdolor visceral (MV). La administracion de
metamizol, por el contrario, aumenté, de forma dramatica la
inmunorreactividad frente a Fos de forma bilateral, especialmente en la
mitad caudal o pontina del PB, en la porcion externa del elPB. Este
incremento del niumero de elementos marcados fue observado en todo
los grupos que recibieron metamizol, independientemente de si fueron
estimulados o no de forma dolorosa posteriormente, grupos control
metamizol (CN), metamizol+dolor somatico (NS) y metamizol+dolor

visceral (NV).

Tan so6lo hemos encontrado un trabajo previo en la literatura que
estudio el efecto que, sobre el patron de distribucion de Fos en el PB
inducido por un estimulo algésico, tendria la administracion previa al
estimulo nociceptivo de una sustancia analgésica (Hiroshima y cols.,
2001). Concretamente, en este estudio se analizo el efecto que la
administracion subcutanea de diferentes dosis de morfina (3 mg/kg y
10 mg/kg) 30 minutos antes del estimulo doloroso tendria sobre la
expresion de c-fos en el PB de la rata inducida por el desplazamiento
dental experimental. Sus resultados claramente muestran como la
morfina provoca un descenso en el numero de neuronas marcadas en el
PB frente al grupo no tratado, siendo este efecto antagonizado por la
naloxona. Estos datos serian, en principio, contradictorios con nuestros
resultados. Sin embargo, existen varios detalles a tener en cuenta en el
trabajo de Hiroshima y cols. (2001) que dificulta la comparacion de sus
resultados con los nuestros. Por un lado existen diferencias
metodologicas que por si sOlas ya podrian justificar diferencias en los
resultados: nuestro estudio se ha llevado a cabo sobre cortes coronales
de 40 um de grosor, mientras que el de Hiroshima y cols. (2001) se ha
practicado sobre cortes de 50 um, un 20% mas gruesos; ellos utilizaron
un anticuerpo primario anti-Fos de Santa Cruz y nosotros de Sigma-
Genosys; del mismo modo, nuestro trabajo se realizo sobre animales no
anestesiados y el del grupo de cientificos japoneses sobre animales

anestesiados con halotano. En este punto, nos gustaria senalar que a
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pesar de que los autores refieren haber incorporado un “grupo control
de animales anestesiados” con el que descartan que el halotano
incremente la inmunorreactividad de forma estadisticamente
significativa respecto del “grupo control de animales normales”, no
anestesiados, los valores que ofrecen en el apartado de resultados son
extremadamente elevados, del orden de 40-50 veces los valores
hallados por el resto de grupos que han estudiado la expresion de c-fos
en el PB tras estimulacion dolorosa. Unos valores tan elevados en todos
los grupos de animales no estan justificados ni por el mayor grosor de
los cortes estudiados ni por el distinto anticuerpo primario empleado.
De hecho, el Ginico comentario de los autores al efecto de la morfina
sobre la expresion de c-fos en el PB fue para indicar que “apoya la
participacion de varias vias nociceptivas en la induccion de neuronas
inmunorreactivas frente a Fos en el PB tras un movimiento dental
experimental”. En cualquier caso, la “excepcionalidad” de sus
resultados y la falta de argumentos metodolégicos o de cualquier otro
tipo ofrecidos que los justifique, nos obliga a plantear reservas a los

valores aportados.

Sin embargo, y a pesar de la falta de estudios especificos, existen
otros datos que nos sugieren que, efectivamente, el PB participaria en el
circuito inhibitorio descendente, apoyados, en un principio, en la suma
de datos indirectos tanto de conexiones anatomicas como de respuestas

fisiologicas de las neuronas del PB.

El PB esta estratégicamente situado desde el punto de vista
anatomico para influir en el circuito antinociceptivo descendente. A
modo de ejemplo, recordaremos que el PB envia y recibe proyecciones
de la sustancia gris periacueductal (PAG) (Beitz, 1982; Krout y cols.,
1998), considerada la principal estructura del circuito endoégeno de
modulacion de la transmision nociceptiva (Behbehani, 1995). La

relacion entre la PAG y el PB queda confirmada con el dato de que la

M>2CARMEN BLASCO AUSINA TESIS DOCTORAL



238 DiscuUsiON

estimulacion tanto eléctrica como quimica de la PAG provoca

incremento de Fos en el PB (Hayward y Castellanos, 2003).

Pero, la PAG no ha sido la tnica estructura del circuito analgésico
endogeno que se ha relacionado con el PB. Holstege (1988) describio6 la
existencia de proyecciones desde el PB hasta el nucleo del rafe magno,
otro de los centros principales del circuito antinociceptivo descrito por
Basbaum y Fields (1984), que a su vez proyecta sobre la médula para
inhibir las neuronas nociceptivas. Esta conexion con el nucleo del rafe
magno volveria a relacionar al PB con el sistema endégeno de analgesia.
Dicha hipotesis se veria reforzada por los datos ofrecidos por Katayama
y cols. (1986) quienes concluyen que la estimulacion del PB activaria el
sistema descendente de supresion del dolor excitando las neuronas del

nucleo del rafe magno.

En el mismo sentido, Petrov y cols. (1992a y 1992b) demostraron la
existencia de conexiones reciprocas entre el PB y el nucleo dorsal del
rafe, el cual también ha sido, posteriormente, implicado en el circuito de

control de la informacion nociceptiva (Wang y Nakai, 1994).

A las evidencias anatomicas se sumaron los estudios
electrofisiologicos en los que, en primer lugar, se pudo comprobar tanto
en gatos (DeSalle y cols., 1985) como en humanos (Katayama y cols.,
1985) que la estimulacion eléctrica de la region parabraquial provocaba
supresion del dolor. Posteriormente, también se observé en primates
que la estimulacion eléctrica de la region parabraquial-subcoerulea
inhibia las neuronas nocireceptoras espinotalamicas a nivel toracico
(Brennan y cols., 1987). Finalmente, tras la estimulacion mediante
microelectrodos del PB de la rata se vio que se producia la supresion, a
nivel del nucleo caudal del trigémino, de la transmision de estimulos
nociceptivos originados en la cornea (Chiang y cols., 1995; Meng y cols.,

2000).
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Ademas de los trabajos anatomicos y electrofisiologicos, los estudios
funcionales también han aportado datos apoyando el papel del PB en la
modulacion de la informacion nociceptiva. De hecho, uno de los
primeros datos indirectos de la participacion del PB en la produccion de
analgesia se obtuvo al comprobar que, la microinyeccion de carbacol,
un agonista de la acetilcolina, en el PB del gato provocaba una profunda
supresion de las respuestas dolorosas, que no se modificaba con la
administracion previa o posterior de naloxona y que no era reproducible
mediante la microinyeccion de morfina en los mismos lugares que el
carbacol, lo que indicaba que se trataba de una analgesia no opioide

(Katayama y cols., 1984).

Este ultimo dato acerca de la falta de respuesta analgésica tras la
microinyeccion de morfina en el PB del gato (Katayama y cols., 1984),
seria congruente con los resultados observados en nuestro estudio en el
PB de la rata tras la administracion intraperitoneal de morfina, con o

sin estimulo nociceptivo posterior.

A pesar de que algunos trabajos previos senalaban la posible
participacion del PB en el circuito analgésico mediado por opiaceos a
partir de datos tanto directos (ya hemos comentado el trabajo de
Hiroshima y cols., 2001), como indirectos, tales como la presencia en el
PB de neuronas enkefalinérgicas (Hermanson y cols., 1992), para las
que el Fos parece no ser un factor de transcripcion crucial (Johnston y
cols., 1994), y aunque no podemos descartar que la morfina active las
neuronas enkefalinérgicas del PB expresando otros genes de expresion
inmediata distintos de c-fos, la ausencia de cambios estadisticamente
significativos en el patron de distribucion de Fos en el PB de nuestros
los grupos tratados con morfina apoyaria la teoria propuesta por
Katayama y cols. (1984) en relacion a la participacion del PB dentro de

un circuito antinociceptivo no mediado por opiaceos.
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Esta teoria seria ademas compatible con el resultado que obtuvimos
en los animales de los grupos CN, NS y NV, a los que se administré una
dosis intraperitoneal de 500 mg/kg de metamizol. En todos ellos

pudimos observar una masiva expresion de Fos en el PB.

Son varias las explicaciones a este fenémeno. Por un lado, el
metamizol, que se administr6 en todos los animales por via
intraperitoneal, podria estimular territorios inervados por fibras del
vago que, via nucleo del tracto solitario, alcanzaria el PB, provocando el
incremento de inmunorreactividad frente a Fos observado. Para
descartar esta posibilidad serian necesarios posteriores estudios en los
que se utilizase una via de administracion diferente a la intraperitoneal
y que evite la posible irritacion a nivel peritoneal, como por ejemplo la
intravenosa o la subcutanea. No nos parece, sin embargo, que esta sea
la explicacion real porque si la elevada inmunorreactividad provocada
por el metamizol se basara en una hipotética irritacion del territorio
peritoneal, con mayor motivo deberiamos haber obtenido similares
resultados al analizar el PB del grupo estimulado con dolor visceral
(DV). La aplicacion del test de las contracciones abdominales,
consistente en una inyeccion intraperitoneal de acido acético al 3,5%,
empleado en nuestro trabajo como modelo de dolor visceral,
efectivamente, provoco un incremento de la inmunorreactividad frente a
Fos en el PB de las ratas del grupo DV en comparacion con las del
grupo control, pero éste fue claramente inferior al provocado por el

metamizol.

Otra posible explicacion incidiria en los posibles efectos
hemodinamicos y respiratorios que pudiera provocar el metamizol sobre
el animal de experimentacion. Efectivamente, revisando la literatura
hemos encontrado un patréon de distribucion parecido en el trabajo de
Clement y cols. (1996). Curiosamente, estos autores obtienen este
marcaje similar en su grupo control con halotano, y lo justifican

precisamente por los cambios hemodinamicas y/o respiratorios que
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provoca la anestesia halogenada. No entran en descripciones detalladas
de dicho patron de marcaje y proponen como fundamental que los
futuros estudios de Fos en el PB se lleven a cabo en animales no
anestesiados. Revisando el trabajo, sin embargo, encontramos que,
aunque ciertamente en el texto del mismo no se hace referencia a como
es el patron de distribucion de Fos inducido por el halotano, en las Fig.
10 y 11 del articulo si se pueden apreciar material iconografico en el
que aparece representado dicho patron. De este modo pudimos
comprobar que la inmunorreactividad frente a Fos inducida por
halotano se concentraba en los subnucleos clPB y elPB, de forma muy
similar a la observada en nuestros “grupos metamizol”. A la vista de
estos resultados, seria muy interesante seguir profundizando en este
campo, sobre animales no anestesiados, en diferentes situaciones
hemodinamicas, para de este modo poder discriminar si el marcaje
inducido por el metamizol observado en nuestro estudio es debido al
efecto analgésico del metamizol o a posibles cambios hemodinamicos
provocados. Aunque, finalizaremos estas reflexiones indicando que,
incluso en el supuesto de que el metamizol indujese cambios
hemodinamicos, esta descrito que éstos podrian ser causa de analgesia

(Tavares y cols., 1995; Wiertelak y cols., 1997).

5.- Respecto al Papel de la Porcion Lateral del PB

en el Mecanismo de Accion del Metamizol.

na revision exhaustiva de la bibliografia nos confirmé la
existencia de un numero cada vez mayor de trabajos que
evidenciaban que el metamizol no so6lo ejercia un efecto a
nivel periférico, comun a los Anti-Inflamatorios No Esteroideos (AINEs),

sino también a nivel central.
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Los primeros datos sobre los efectos a nivel central del metamizol
se publicaron a partir de la segunda mitad de la década de los 80. La
administracion tanto intraperitoneal como intravenosa de metamizol en
ratas con la médula espinal y el sistema nervioso central supraespinal
intactos provocé una depresion de la actividad en la mayoria de los
axones medulares estudiados debido a la activacion de la inhibicion por
parte de la PAG (Carlsson y cols.,, 1986). La microinyeccion de
metamizol directamente a nivel de la PAG potencio los efectos
analgésicos de la morfina inyectada intratecalmente a nivel medular
(Carlsson y Jurna, 1987). Asi mismo, la administracion intravenosa de
metamizol produjo, en la actividad neuronal inducida por estimulacion
eléctrica de las aferencias nociceptivas, una depresion a nivel de las
neuronas de la parte dorsomedial del nucleo ventral del talamo,
encargado de conducir los impulsos dolorosos hacia la corteza (Carlsson

y cols., 1988).

Ya en la década de los 90, nuevos estudios sobre el posible efecto
central antinociceptivo del metamizol han sido realizados. Algunos han
senalado a la médula espinal como la principal diana del metamizol
(Neugebauer y cols., 1994; Selve y cols., 1996). Mientras que otros han
apuntado a niveles supraespinales (Tortorici y Vanegas, 1994; Jones,
1996; Akman y cols., 1996; Tortorici y cols., 1996; Vanegas y cols.,
1997; Beirith y cols., 1998).

Neugebauer y cols. (1994) demostraron que la administracion
intravenosa de metamizol reducia de forma intensa la actividad de las
neuronas del asta posterior de la médula, mientras que la de las fibras
amielinicas (de tipo C) apenas se veia afectada, lo que senalaba a la

médula espinal como el principal sitio de accion del metamizol.

Selve y cols. (1996) no consiguieron efectos analgésicos tras la
inyeccion intratecal de metamizol, mientras que si los observaron tras

su administracion sistémica via intraperitoneal. De ahi dedujeron que el
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metamizol actuaria a nivel central, directa o indirectamente, a nivel de
meédula espinal, pero s6lo si es administrado sistémicamente o en
combinacion con otras drogas de activacion supraespinal. En su
estudio también se demostr6 que en dicho efecto analgésico

participaria, al menos en parte, la galanina.

Akman y cols. (1996) senalaron el efecto analgésico del metamizol
administrado tanto por via intraventricular, intratecal o subcutanea,
antes de la aplicacion del test de contraccion abdominal, consistente en
una inyeccion intraperitoneal de acido acético, pero no previo al test de
sacudida de la cola (tail-flick test) ni al test de la plancha caliente (hot-
plate test). Segun estos autores, la aparicion mas rapida de los efectos
antinociceptivos cuando la administracion del farmaco era
intraventricular o intratecal frente a la aparicion mas lenta cuando la
via era subcutanea, sugeriria que este efecto analgésico seria de origen
central, apuntando, ademas, que estarian involucrados mecanismos

opioides con liberacion de endorfinas y/o enkefalinas endogenas.

Los resultados obtenidos a finales de los 80 que apuntaban que el
metamizol ponia en marcha el circuito supraespinal de analgesia
endogena descrito por Basbaum y Fields (1984), fueron ratificados por
los trabajos de Tortorici y Vanegas (1994), Tortorici y cols. (1996) y
Jones (1996). En ellos se observaban efectos analgésicos tras
microinyectar metamizol directamente tanto en la PAG (Tortorici y
Vanegas, 1994; Tortorici y cols., 1996) como en el ntcleo del rafe magno
(Jones, 1996), senalando, ademas, que este efecto era parcialmente

revertido por la naloxona.

De nuevo, los efectos antinociceptivos por accion a nivel central
de la microinyeccion de metamizol en la PAG fueron puestos de
manifiesto, en este caso concreto, por la constatacion a nivel medular
de una disminucion de la respuesta a estimulos dolorosos naturales de

las neuronas de amplio margen dinamico o WDR (Wide Dynamic Range),
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unas de las mas importantes en la transmision ascendente de la
informacién nociceptiva (Vanegas y cols., 1997), anadiendo en un
estudio mucho mas reciente el dato de que este efecto era revertido por

la microinyeccion de naloxona en la RVM (Vasquez y Vanegas, 2000).

En un detallado estudio sobre el mecanismo de accion del
metamizol (Beirith y cols., 1998), se ha constatado que el metamizol
provoca una analgesia a nivel tanto espinal como supraespinal, frente al
dolor neuropatico inducido tanto por la formalina como por la
capsaicina y frente a la hiperalgesia inducida por el glutamato, al
parecer, relacionada con su capacidad de modular la accion y/o
liberacion de aminoacidos excitadores a nivel de médula espinal, asi
como de interaccionar de forma directa sobre la union del glutamato a
sus receptores. En este mismo trabajo se considera poco probable que
en los mecanismos subyacentes a la accion antinociceptiva del
metamizol participen péptidos opiaceos, receptores GABAg, el sistema
serotoninérgico, los canales de potasio sensibles al ATP, la via del 6xido
nitrico y su precursor la L-arginina, el complejo proteico Gi/ G, sensible
a la toxina tosferinica administrada intraventricularmente ni una

modulacion de las hormonas adrenales.

Finalmente, en un reciente estudio en el que se investigo el efecto
de la combinacion de morfina y metamizol a dosis subanalgésicas, se
constatd que dicha combinacion si conseguia potenciar los efectos
analgésicos de la morfina cuando se empleaba un modelo de dolor
visceral (la inyeccion de acido acético intraperitoneal o test de las
contracciones abdominales), pero no cuando se probaba en un modelo
de dolor somatico (dolor térmico en la planta de las patas). Asimismo, el
efecto analgésico observado en el modelo de dolor visceral no se veia

alterado por la administracion previa de naloxona (Taylor y cols., 1998).
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Como se puede apreciar, en ninguno de estos trabajos se
menciona o senala al PB como estructura que pudiera ser responsable

de la actividad analgésica de origen central constatada en todos ellos.

Nuestro estudio, es el primero, segin la revision bibliografica, en
estudiar la repercusion que la administraciéon del metamizol provoca en

el PB.

La administracion de metamizol en nuestro experimento provoco

claramente la expresion de Fos en el PB.

Si la expresion de Fos detectada por técnicas inmunocitoquimicas
se acepta que es reflejo de actividad neuronal, el dato de la induccion de
c-fos en el PB por el metamizol, junto con las evidencias del efecto
analgésico que tiene la estimulacion eléctrica o quimica del PB,
apoyaria la hipotesis de que el PB mediaria, al menos en parte, en el

efecto analgésico del metamizol.

Posteriores estudios del comportamiento analgésico que combinen
la administracion de metamizol con estrategias que bien bloqueen o
bien faciliten la actividad en el PB, serian interesantes para continuar
ofreciendo datos acerca de posible papel del PB en el mecanismo de

accion del metamizol.

6.- Respecto al Papel de la Porcion Lateral del PB

en el Mecanismo de Accion de la Morfina.

A diferencia de lo sucedido con el metamizol la revision
bibliografica si nos ha ofrecido un trabajo previo en el que se estudio la

expresion de Fos en el PB tras la administracion de morfina (Hiroshima

M>2CARMEN BLASCO AUSINA TESIS DOCTORAL



246 DiscuUsiON

y cols., 2001), en animales a los que posteriormente se aplico un

estimulo nociceptivo.

Como ya hemos comentado anteriormente, Hiroshima y cols.
(2001) observaron como la morfina disminuia la expresion de c-fos en el
PB inducida por el desplazamiento dental nociceptivo. Este dato, junto
al de la presencia en el PB de al menos una de las familias de opiaceos
endogenos, la enkefalina (Hermanson y cols., 1992), apoyaria la
participacion de la morfina en la respuesta analgésica mediada por el

PB.

En nuestro estudio, la administracion de morfina no provoco
cambios significativos en la expresion de Fos con respecto al grupo
simulado. Segun nuestros resultados, la morfina no seria capaz ni de
inducir la expresion de c-fos en el PB, ni de modificar, de forma
estadisticamente significativa, el patron de distribuciéon inducido tras
aplicar un estimulo nociceptivo tanto somatico superficial como
visceral. Estos resultados no apoyarian la participacion del PB en el
mecanismo de accion de la morfina, contrariamente a lo sugerido por

Hermanson y cols., (1992) o por Hiroshima y cols. (2001)

Sin embargo, ya hemos comentado los inconvenientes
metodologicos que hemos detectado en el trabajo de Hiroshima y cols.
(2001) y que nos obliga a mantener ciertas reservas frente a sus
resultados. También hemos justificado la falta de induccion de c-fos en
el PB por la morfina, a pesar de la presencia de opiaceos endogenos, por
la posibilidad de actuar a través de otros genes de expresion inmediata
(Hermanson y Blomqvist, 1996). Y, por ultimo, hemos senalado como la
microinyeccion de morfina en el PB no suprimia las respuestas

nociceptivas (Katayama y cols., 1984).

Por ello, a pesar de que no podemos descartar que el PB esté

involucrado en el efecto analgésico de la morfina por medio de otros

M>2CARMEN BLASCO AUSINA TESIS DOCTORAL



DIScUSION 247

mecanismos de accion en los que no participe el proto-oncogén c-fos,
nuestros resultados no apoyarian al papel de la porcion lateral del PB

en el mecanismo de accion de la morfina.

M>2CARMEN BLASCO AUSINA TESIS DOCTORAL



1apblq “L - aer (qore il .

248



CONCLUSIONES 249

06 CONCLUSIONES

M>CARMEN BLASCO AUSINA TESIS DOCTORAL



250 CONCLUSIONES

WNDREAE VES AN

PR YXELLENSIS, DE HVMANI COR
RIS FABRICA LIBER SEXTVS, CORDI IPSIQVE

famulantibus organis dedicatus, acmox in fronte figuras fibi proprias offerens,
quominus & hic quogexedem figura vartjs Capitibus
palsim prafigantur,

M>CARMEN BLASCO AUSINA TESIS DOCTORAL



CONCLUSIONES 251

1.- La porcion lateral del nucleo parabraquial participa en el circuito
nociceptivo somatico superficial, principalmente por medio de Ilos

subnucleos superior (slPB) y dorsal (d1PB).

2.- La porcion lateral del nucleo parabraquial participa en el circuito
nociceptivo visceral, principalmente por medio del subnucleo externo

(elPB).

3.- La porcion lateral del nucleo parabraquial participa en el mecanismo
de accion del metamizol, principalmente por medio de los subnucleos

externo (elPB) y central (clPB).

4.- La porcion lateral del nucleo parabraquial no participa en el
mecanismo de accion de la morfina, al menos mediante la expresion del

proto-oncogen c-fos.
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