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1.-Concepto y Epidemiologia del Dolor

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

funcion de dicho dano”. (1)

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;

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

frente al dolor.

En las sociedades occidentales la demanda de medicamentos o
técnicas analgésicas no deja de incrementarse, de forma que se han
conseguido avances relevantes tanto en la obtencion de nuevos farmacos

analgésicos como en las formas de administracion de los mismos.

VICENTE LUls VILLANUEVA PEREZ TESIS DOCTORAL



4 INTRODUCCION

El dolor, ademas de tener una dimension individual (psicoldgica,
familiar, social y laboral del individuo) tiene una importante repercusion
social y econémica, que genera elevados costes tanto directos (gastos por
asistencia sanitaria, compensacion economica por enfermedad,
incapacidades, etc. como indirectos: falta de ingresos del trabajador
autonomo, para el Estado por la disminucion o cese de la actividad en el
trabajo, etc. El coste de estos ultimos es el doble de los directos y sélo el
reconocimiento de sus manifestaciones clinicas y la instauracion de un
tratamiento adecuado y temprano podrian minimizar las repercusiones

descritas.

Segun el estudio “Pain in Europe” (2, 3), realizado sobre mas de
46.000 pacientes de 16 paises, entre octubre de 2002 y junio de 2003, el
dolor crénico es un problema extenso que afecta a 1 de cada 5 individuos,
y en uno de cada tres hogares existe alguin miembro que experimenta
dolor. Ademas, la mitad de los individuos con dolor créonico sufre dolor

SEVEro.

La prevalencia en Europa se situa en el 19% (cerca de 75 millones
de personas), aunque existen algunas diferencias entre paises, es mas alta
en Italia, Noruega y Polonia, y mas baja (11%) en Espana (5% de dolor
moderado y 6% severo). Esta misma encuesta refiere, que el dolor es la
consulta mas frecuente en Atencion Primaria, y sélo el 23% de los
pacientes acude al especialista (2). En Europa el dolor es responsable de la
pérdida de S00 millones de dias laborales/ano, lo que supone a la

economia europea cerca de 34 mil millones de euros (2).

El dolor cronico y dentro de éste, el dolor neuropatico,
recientemente definido como “el dolor producido por lesiones y
enfermedades que afectan a las vias somatosensitivas dentro del

sistema nerviosos periférico o central” (4) es un problema frecuente en

VICENTE LUls VILLANUEVA PEREZ TESIS DOCTORAL



INTRODUCCION 5

la practica clinica y por lo general se manifiesta como un sintoma cronico

y persistente. (5).

El manejo del dolor neuropatico créonico representa un importante
problema de salud publica, ocasionando amplios costes sanitarios y severa
afectacion funcional en los pacientes que lo padecen (6, 7). Se ha estimado
una prevalencia entre el 1,5% -8% (8, 9) en la poblacion general. Un
reciente estudio realizado en Estados Unidos (10) muestra que el 20% de
los pacientes remitidos a las unidades de dolor son diagnosticados de

dolor neuropatico.

En un estudio realizado en Canada (11), la prevalencia del dolor
cronico fue del 35 % de la poblacion inspeccionada (1.207 pacientes),
presentando sintomas de dolor neuropatico el 17.9 %. El grupo de dolor
neuropatico, con predominio en mujeres, tenia la creencia de ser mas
perjudicado economicamente, sufriendo mas restricciones en su movilidad

y en sus actividades habituales (11).

Entre 1990 y 2004 se realiz6 una revision sistematica de la
bibliografia sobre la prevalencia del dolor neuropatico en Espana,
encontrandose una media de tres publicaciones/ano (12). Las cifras de
prevalencia oscilaron considerablemente segun la poblacion estudiada,
definicion de dolor o sindrome doloroso y tiempo de evolucion. Los cuadros
clinicos mas frecuentemente estudiados fueron neuropatias vy
polineuropatias (42%), esclerosis multiple (35%) y sindromes de

atrapamiento (16%). Algunos episodios de DN quedaron sin tratar.

En un trabajo publicado en 2003 (13), se indica que mas de la mitad
de las personas que sufren dolor cronico no esta satisfecha con su
medicacion, que supone un gasto de mas de 3.000 millones de euros cada
ano a las arcas de la Sanidad publica espanola. Segun la Sociedad

Espanola del Dolor (el 29% de los pacientes), suelen recurrir a la

VICENTE LUls VILLANUEVA PEREZ TESIS DOCTORAL



6 INTRODUCCION

automedicacion para tratar su dolor. Las consecuencias que pueden
derivarse en cuanto a mal control, efectos adversos y el riesgo de
interacciones suponen un incremento del gasto frente al previamente
descrito. El estudio DONEGA, realizado en Espana en pacientes con dolor
neuropatico, la prevalencia de los sintomas de ansiedad o depresion fue

considerable, rondando o superando el 20% (14).

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).

Nosotros, desde un punto de vista anatémico, utilizaremos una

clasificacion basada en el origen del dolor:

1) dolor nociceptivo o no-neuropatico: si el dolor es debido a una
patologia situada en tejidos no neurales. Este, a su vez, puede subdividirse
segun la localizacion anatomica de los nociceptores activados en tres tipos

de dolor (15):

a) El dolor nociceptivo somatico superficial o cutaneo: es la
sensacion dolorosa advertida a nivel de la piel. Puede ser provocado por
estimulos 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 wuna sensacion sorda, urente,

independientemente de la causa etiologica

b) El dolor nociceptivo somatico profundo: tiene su origen a nivel

de estructuras del sistema musculo-esquelético, como son los tendones,

VICENTE LUls VILLANUEVA PEREZ TESIS DOCTORAL



INTRODUCCION 7

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.

c) El dolor nociceptivo visceral: se origina en las visceras y érganos
internos cuando éstos son irritados (fig.1.1). 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 autonomos (sudoracion, variacion de la presion

arterial y la frecuencia cardiaca, nauseas...).

i - Y

Fig.1.1. Representacién de las principales estructuras responsables del dolor visceral

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 6rganos o del mesenterio. Aparece como
producto de la compresion, falta de riego vascular o el estiramiento de

estructuras viscerales.

VICENTE LUls VILLANUEVA PEREZ TESIS DOCTORAL



8 INTRODUCCION

2) dolor neuropatico: si el dolor es debido a una lesion en el propio
sistema nervioso. Serra (16) lo definié como un tipo de dolor generado por
lesiones producidas directamente sobre el sistema nervioso central o
periférico, es decir, el dolor que aparece como consecuencia de lesiones del
propio sistema de recepcion, conduccion, y analisis de los estimulos
nociceptivos, y no por la captacion de estimulos originados fuera del
sistema nervioso. Se caracteriza, entre otras manifestaciones, por alodinia,
hiperalgesia, hiperestesia y parestesia, atribuibles a una hiperexcitabilidad
de la membrana axonal. Este tipo de dolor puede presentarse
espontaneamente en ausencia de lesion causal, o incluso aparecer por el
tacto o estimulo mecanico de baja intensidad, donde el sistema nociceptivo
se comportara de forma anormal, no existiendo relacion causal entre
lesion tisular y dolor. Este seria el que nos encontrariamos en numerosas
patologias de etiologia diversa como la autoinmune (ej. la esclerosis
multiple), la metabdlica (ej. la neuropatia diabética), la infecciosa (ej. la
neuralgia postherpética), la vascular (ej. infarto), la traumatica, la

neoplasica,...

2.-Pregabalina

Durante las ultimas décadas, los avances en el conocimiento de los
mecanismos subyacentes al dolor han sido sustanciales, lo que a su vez ha
estimulado la busqueda y hallazgo de nuevas estrategias terapéuticas.
Especialmente intensa, por necesaria, ha sido la actividad en el campo del
dolor neuropatico. Los pacientes aquejados de esta sintomatologia son
remitidos con frecuencia a las unidades de dolor debido a la refractariedad
a las terapias analgésicas convencionales, incluidos, en no pocos casos,

los opiaceos (17).

La lesion tisular inicia una serie de cambios, inicialmente
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INTRODUCCION 9

reversibles, en las vias dolorosas, tanto periféricas como centrales, que
hacen que la informacion aferente pase a ser procesada por el sistema de
un modo patologico (17). A nivel periférico, el dano tisular provoca una
respuesta inflamatoria local con sensibilizacion de los nociceptores,
transduccion alterada e incremento de los impulsos nociceptivos
conducidos hacia el sistema nervioso central. A su vez, la senial dolorosa
procedente de estos nociceptores sensibiliza las neuronas secundarias de
la via dolorosa situadas en el asta posterior de la médula espinal.
Finalmente, la actividad subsiguiente de nociceptores y fibras A-beta no
dolorosas ira ampliandose provocando aumento del dolor, hiperalgesia y
alodinia. En algunos pacientes, estos cambios pueden convertirse en
modificaciones irreversibles en el circuito doloroso, apareciendo de este

modo el dolor neuropatico.

La falta de respuesta del dolor neuropatico al tratamiento con
analgésicos comunes, o en muchas ocasiones incluso a los opiaceos, ha
llevado a los terapeutas a dirigir su mirada hacia otras soluciones
farmacologicas. De entre todas las propuestas, actualmente una de las que
se esta reivindicando cada vez con mayor fuerza es el uso de farmacos
antiepilépticos, que estan demostrando ser una alternativa valida al

tratamiento del dolor neuropatico (18).

El mecanismo de accion de estos farmacos anticonvulsivantes es
diferente al de los analgésicos tradicionales: mientras estos ultimos
reducen las senales aferentes procedentes tanto de tejido sano como de
tejido lesionado, los farmacos antiepilépticos no tienen un efecto per se
sobre la nocicepcion sino que reducen la hiperexcitabilidad de las
neuronas del asta posterior inducida por el dano tisular. Podriamos, por

ello, denominarlos mas bien antihiperalgésicos que antinociceptivos.

Uno de los farmacos antiepilépticos que primero se probaron en el

tratamiento del dolor neuropatico fue la gabapentina (19, 20). En la
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actualidad, sin embargo, este farmaco original esta siendo sustituido por
nuevos derivados con el fin de aumentar su eficacia y reducir sus efectos

adversos, entre los que destaca la pregabalina.

La pregabalina es el enantiomero S farmacolégicamente activo del
acido 3-aminometil-5-metil-hexanoico, que es similar a su predecesor la
gabapentina. Su mecanismo de accion no es conocido todavia con
exactitud. A pesar de su nombre y del de su molécula predecesora (la
gabapentina) no tiene accion directa gabaérgica, ni bloquea la recaptacion
de GABA ni su metabolismo. Se sabe, sin embargo, que la pregabalina, al
igual que la gabapentina, se une a la subunidad proteica a2d de los
canales de calcio voltaje-dependientes, lo que podria explicar su efecto

antihiperalgésico (21).

La pregabalina ha demostrado actividad antialodinica y
antihiperalgésica en varios modelos de dolor neuropatico en roedores (22,
23, 24), observandose estos efectos con dosis de 2 a 4 veces inferiores a las
de gabapentina. Ademas presenta una tolerabilidad mayor que con otros
anticonvulsivantes, incluida la gabapentina. Los acontecimientos adversos
mas frecuentes son: mareos, somnolencia, edemas periféricos, cefalea,
vision borrosa y estrenimiento, siendo todos ellos habitualmente de

intensidad leve a moderada.

La pregabalina se emplea actualmente en nuestro pais en diferentes
tipos de dolor neuropatico (25, 26). Sin embargo, su importancia e interés
clinico podria verse ampliado, ya que también se esta valorando su eficacia
en la analgesia preventiva: una técnica que 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 (dolor postquirtrgico) con el fin de minimizar

estos efectos desagradables desde el mismo momento de su aparicion.
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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 (27).

Puestos de acuerdo en este punto, surgio la polémica al proponer
algunos autores que soélo la investigacion en el ser humano permitiria
avances en este capitulo (28), lo cual fue rapidamente contestado por
numerosos y prestigiosos investigadores que defendian no sélo la
necesidad de la experimentacion animal en el 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 (29,30).

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 (31).

Como ya hemos indicado, una de las mayores indicaciones de la
analgesia preventiva seria el dolor postquirurgico. 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 solo van ligados al acto quirurgico 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
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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.

De hecho, el dolor post-quirurgico puede ser considerado como un
tipo de dolor neuropatico que podriamos considerar transitorio o
reversible. Estudios preclinicos han demostrado que la incision quirargica
en la pata de la rata es seguida por una hiperalgesia térmica y mecanica
prolongada, como expresion clinica de una sensibilizacion central (32).
Estos datos ponen de manifiesto que la sensibilizacion del asta posterior
de la médula, aunque sera reversible en la mayoria de pacientes
quirurgicos, puede ser un mecanismo algésico importante en los primeros
dias o semanas post-intervencion. Los farmacos antihiperalgésicos, como
la pregabalina, se convierten de este modo en analgésicos post-quiruargicos
atractivos porque ofrecen la posibilidad de bloquear el dolor patologico,
mientras que permitirian el dolor fisiolégico, que seria de utilidad por su

funcion protectora y de alerta.

Asimismo, la accion de la pregabalina seria de interés en el dolor
post-quirurgico si tenemos en cuenta que el mecanismo de accion de estos
farmacos anticonvulsivantes difiere por completo del de los opiaceos, por lo
que evita la disminucion de la motilidad intestinal, uno de los principales
efectos adversos de los opioides en los pacientes post-quirtrgicos (33).
Estos datos experimentales han sido corroborados en el unico ensayo
clinico doble-ciego, controlado con placebo, en dolor postquirurgico dental,
y donde los resultados mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo tratado con 300 mg de pregabalina y el grupo

tratado con placebo (34).
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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 disefio y en sus conclusiones definitivas.

A pesar de todo lo dicho, 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
(principalmente 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 a los opiaceos, como es la

pregabalina, en el tratamiento del dolor postquirurgico.

Sin embargo, no se ha investigado suficientemente el sustrato
anatomico en que se sustenta el efecto analgésico de esta sustancia
antiepiléptica. Aunque es logico pensar que un mayor conocimiento del
mecanismo de accion de la pregabalina no s6lo mejoraria su eficiencia en
el tratamiento de las indicaciones terapéuticas ya establecidas (como el
dolor neuropatico), sino que permitiria potencialmente ampliarlas (por

ejemplo al dolor postquirurgico).
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3.-Sustrato Anatomico de la Transmision

Nociceptiva.

Cualquier 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
resultados previos como representativos de la organizacion anatémica de

la transmision nociceptiva de los mamiferos.

3.1.- Receptores.

Basicamente existen cinco tipos de receptores sensoriales (35): 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 electromagnéticos, capaces
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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 (tabla 1.1).

Categoria Nombre Funcion

Mecanorreceptores| Corpusculos de Meissner Tactil (piel sin pelo)

Receptores foliculopilosos Tactil (piel con pelo)

Receptores de Merkel Presion

Corpusculos de Pacini Vibracion

Posicion y movimiento
Husos musculares de las extremidades

(cinestesia)

Nociceptores A-delta mecanicos

o . Dolor a un pinchazo
(terminaciones nerviosas

libres)
C-polimodales

) ) ) Lesion tisular
(terminaciones nerviosas

libres)
Termorreceptores Corpusculos de Ruffini Calor
Corpusculos de Krause Frio

Tabla 1.1.- Clasificacién de los receptores somatosensoriales.
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Los nociceptores o receptores encargados de recoger la informacion
de naturaleza dolorosa, fueron definidos por Sherrington (36) 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 es el caso en

otros tipos de receptores (15, 35, 37, 38, 39).

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 somdtico superficial), en musculos, periostio y
superficies articulares (donde recogerian el dolor somdtico profundo) y en
diferentes visceras y organos internos como la hoz y tienda del cerebelo,
corazon, pleura, cavidad abdominal, vesicula biliar y testiculos (origen del

dolor visceral) (35).

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 (35, 37). Por todo ello,
actualmente se tiende a aceptar la existencia de tres tipos de nociceptores,
segun la naturaleza del estimulo algésico (35): los mecanonociceptores de
alto umbral, activados preferentemente por pellizcos o pinchazos; los

nociceptores térmicos, que responden ante temperaturas que podrian
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resultar lesivas; y los nociceptores polimodales, capaces de responder a la

presion, la temperatura, estimulos quimicos, etc.
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 (35).

3.2.- 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 (tabla 1.2): 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 (15, 35, 37, 38).

Clase Mielinizadas Diametro Velocidad Clase Tipos de
numeérica (um) conduccion de letra sensibilidades
(m/seq)
I Si 12-20 75-120 Aa Posicion y

movimiento de
las extremidades

II Si 6-12 30-75 AB Tactil, presion,
vibracion
III Si 2-5 2-30 Ad Dolor rapido,
frio
IV No <1,5 0,5-2 C Dolor lento,
calor

Tabla 1.2.- Clasificacién de las fibras nerviosas somatosensoriales.
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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.

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 (35).

3.3.- 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, segun la clasificacion clasica o la de Rexed,

respectivamente (tabla 1.3).

Region Laminas de Rexed Nicleos
Asta dorsal I Zona marginal
Asta dorsal I Sustancia gelatinosa

Asta dorsal 111AY4 Nucleo propio o en cabeza
Asta dorsal V,VI Nucleos de Clarke y de
Bechterew
Asta intermedia VII Nucleos intermediomedial
e intermediolateral
Asta ventral VIIIIX Nucleos motores
Zona X Nucleo periependimario
periependimaria

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

Las fibras que conducen la informacion nociceptiva al entrar en la
meédula forman parte del fasciculo o tracto de Lissauer (35,37, 38). En este

punto se dividen en una rama ascendente y otra descendente que, tras
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recorrer varios segmentos medulares en ambos sentidos, penetran siempre

en el interior del asta posterior medular (fig.1.2).

[R——
A i __, Couche zonale de Woldeyere— - _ __. «
H | __.Subst.gélatineuse Rolando, - 2 :

e Noyau de Jo tétee .| {

o Colonne de Clorke o . __|

LAY

\ e « Noyou latéro-dorsal
[ —. Novaw rétro-dorso-fatéral

Fig.1.2. (A) Esquema de una seccién transversal de la médula espinal a nivel lumbar en
el que se hallan representados los distintos niicleos identificados a ese nivel. Tomado de
Bourret y Louis (23). (B) Esquema de una seccion de la médula espinal en el que se
hallan representadas las diferentes laminas segun la clasificacion de Rexed (1954).
Tomado de Adams y Victor (38).

Las fibras conductoras del dolor somatico superficial,
procedentes de la piel, van a hacer sinapsis con neuronas de la lamina ly
parte externa de la lamina II (Ile), mientras que las conductoras de dolor
somatico 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 (37).
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Plate 117 L5

Fig.1.3. Microfotografia (4x) correspondiente a una seccién horizontal de la médula
espinal de rata a nivel del mielémero L5 (tomada de Paxinos y Watson (40).

Las neuronas de la lamina I son, en su mayor parte, grandes y
constituyen el principal punto de origen de los axones que forman el haz
espinotalamico lateral (fig.1.3). La sustancia gelatinosa de Rolando o
lamina II puede ser dividida en dos partes: la lamina Ili, que recibe
informacion de tipo no dolorosa, y la lamina Ile, que recibe informacion 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) (41). Estas células reciben aferencias
primarias nociceptivas y envian proyecciones, principalmente, a las
neuronas de la lamina I (42). 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 ladmina 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 A6 y C. Junto con

las de la lamina I, las neuronas de la lamina V constituyen el grupo celular
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mas importante en la transmision ascendente de la informacion
nociceptiva hacia el cerebro. Senalar, por ultimo, que las células de la
lamina X de Rexed, correspondiente al centro desflecado viscerosensible,

reciben la informacion nociceptiva de origen visceral (43).

3.4.- 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, cinco: 1) el haz
espinotalamico lateral, 2) el haz espinorreticular, 3) el haz
espinomesencefalico (estos tres haces se incluyen, actualmente dentro del
llamado sistema anterolateral), 4) el haz espinocervicotalamico y 5) el haz

espinohipotalamico (15, 35, 37, 38, 39).

El haz espinotaladmico lateral es la via nociceptiva ascendente mas
destacada. Las neuronas nociceptivas cuyos axones contribuyen a formar
este haz tienen su ubicacion, principalmente, en las laminas [, lle y V
medulares, junto con la lamina X (37). Desde aqui, las fibras cruzan por la
comisura gris anterior de la médula, en una 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 ntcleos talamicos intralaminares (35, 37, 39).
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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 ntcleos reticulares oral y

caudal del puente (35, 37, 39).

Otra parte de las fibras dolorosas del SAL contintian hasta el
mesenceéfalo, concretamente, hasta la sustancia gris periacueductal, el
nucleo cuneiforme y las capas profundas del coliculo superior (35, 37, 39),
asi como al ntcleo parabraquial y darea pretectal anterior (39). La
importancia de estas proyecciones mesencefalicas ha hecho que algunos
autores las hayan considerado como wun haz independiente,
denominandolo haz espinomesencefdlico o espinotectal. Debido a las
conexiones de alguno de estos centros (como el parabraquial) con el cuerpo
amigdalino, el componente principal del sistema nervioso implicado en las
emociones, se piensa que este haz espinomesencefalico contribuiria de

forma esencial al componente afectivo-emocional del dolor (39).

También se ha descrito, un haz espinocervicotaldmico (35, 37, 39),
cuyo origen y destino permanecen aun oscuros en el ser humano, pero
cuyo estudio en 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 (37),y V
(39), dirigiendo sus axones ipsilateralemente por el cordon lateral de la
médula hasta el nicleo cervical externo o lateral, localizado a nivel del
cordon lateral de los dos primeros mieléomeros cervicales. Tras hacer
sinapsis a este nivel, las fibras se cruzan y ascienden formando parte del
lemnisco medial hasta el ntcleo ventral posterolateral del talamo

contralateral (37).

Por ultimo, mencionar el haz espinohipotalamico, que se dirige a los
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centros de control autonomo supraespinales que activarian respuestas

neuroendocrinas y cardiovasculares complejas en respuesta al dolor.

Desde los nucleos talamicos analiticos nociceptivos (ventral
posterolateral e intralaminares) la informacion va a seguir su camino
ascendente, dirigiéndose hacia los nucleos talamicos asociativos
(principalmente al niicleo dorsomedial) y hacia la corteza somatosensorial
analitica situada en la circunvolucion parietal ascendente o region
postrrolandica o areas Sml (35, 39) y SmlI (35). Parte de la informacion
nociceptiva, en concreto la visceronociceptiva, va a llegar también a las

neuronas de la corteza de la insula de Reil (35).

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
(35), la amigdala para dotarla de un significado emocional (35, 39) y el
hipotalamo para desencadenar las respuestas vegetativas correspondientes

(35).

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 vy,
fundamentalmente, del examen de pacientes sometidos a cordotomia

anterolateral como tratamiento del dolor.
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4.- Sistema de Control Endogeno de la Transmision
Nociceptiva.

El avance mas importante producido en los ultimos afnos 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 por la actuacion de sustancias naturales que existen en

el cerebro 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 (fig.1.4)(44). Estos autores propusieron la teoria de
la puerta de control para el dolor (fig.1.5). 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
nociceptivas (Ad y C, escasamente mielinicas o amielinicas). Las fibras de
mayor diametro excitarian a las
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  rig.1.4. Patrick Wall izda) y Ronald
menor diametro inhibirian a las células Melzack (dcha).
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 que, si el estimulo es suficientemente

intenso predominarian las aferencias por las fibras mas finas facilitandose
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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.

@ . I '

wnhdiory Projection i hibifery Projection
IEFReEran @ neuren mReTnELnn g 4 neuran @
Cfiber C fiber

4 : 5

Fig.1.5. Esquema del sistema de control de la transmisién nociceptiva segtn la teoria de
la puerta de control para el dolor de Melzack y Wall (44,).

Sin  embargo, las pruebas de

ST T confirmacion de la existencia de este
NTZ

| SUBSTANCIA
1GRIS

sistema de analgesia endogeno planteaban
-{eee-eedPERIACUEDUCTAL | quie la estimulacion eléctrica de la sustancia
gris periacueductal (PAG) de la rata producia

una analgesia profunda (denominada SPA o

BULBD
el analgesia producida por estimulacion) sin
afectar la conducta ni la actividad motora.
. O En humanos, la estimulacion de la PAG
 posterion mediante electrodos implantados

estereotaxicamente también ha demostrado

Fig.1.6. Esquema que ilustra dUe produce un estado de analgesia,

el modelo de control

descendente del dolor. aunque no de forma permanente (45).

Basandose en estos datos, (46, 47, 48)
elaboraron una hipotesis acerca de cual seria la estructura de este circuito
endogeno de modulacion de la informacion nociceptiva (fig.1.6). Este
circuito estaria formado por la PAG, varios nucleos de la porcion rostral y

ventromedial del bulbo, entre los que destacaria el ntcleo del rafe magno
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(RMg), y el asta posterior de la médula espinal. En €l jugarian un papel
destacado los opiaceos endogenos (las P-endorfinas, encefalinas y
dinorfinas).Este supuesto esta apoyado por el hecho de que la
microinyeccion de morfina en la PAG produce analgesia, mientras que la
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, se proponen que la neurona de proyeccion sobre el
RMg o nucleos adyacentes como el niucleo reticular paragigantocelular
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 excitadora, 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
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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).

4.1.- La Sustancia Gris Periacueductal.

La sustancia gris periacueductal (PAG), tanto en el ser humano
(49,50) como en el resto de los mamiferos (51) es la porcion del sistema
nervioso central que se halla situada alrededor del acueducto de Silvio, a

nivel del mesencéfalo.

Los estudios basados en la técnica de Nissl (52, 53) 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 técnicas de Golgi (54) 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 (55), la PAG de la rata recibe y proyecta a

todos los niveles del sistema nervioso central (51, 56, 57, 58).

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 (51): 1) Las
monoaminas (adrenalina, noradrenalina, histamina y serotonina) y la aceticolina;
2) Los aminoacidos simples (glutamato, aspartato y dcido y-aminobutirico o
GABA); 3) Los neuropéptidos (neurotensina, sustancia P, enkefalina, S-

endorfina,...) y 4) Los gases simples (6xido nitrico y mondxido de carbono).

La PAG ha sido implicada en una amplia variedad de funciones,

tales como reacciones agresivas o defensivas (59, 60), repuestas
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autonomicas (61, 62, 63), vocalizacion (64, 65), comportamientos sexuales
(66, 67) o modulacion del dolor (48, 63, 68, 69, 70). 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 hipotesis de la
capacidad antinociceptiva o analgésica de la PAG (48, 63, 68, 69, 70).
Actualmente, sin embargo, se considera a la PAG como 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 (63, 71).

La mayoria de estudios citoarquitectonicos de la ultima década han
aportado importantes evidencias que apoyan la existencia de diferentes
subdivisiones anatomicas dentro de la PAG, discrepando, sin embargo, en

el nimero y situacion de tales subdivisiones (53, 72, 73, 74, 75).

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 (60, 65,
76, 77,78, 79, 80, 81, 82).

Son muchos, como vemos, los estudios tanto anatéomicos 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

subdivisiones anatomicas identificadas.
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Los principios de esta teoria fueron expuestos por Bandler y cols.
(83) 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 dorsomedial; 2) Columna dorsolateral; 3) Columna
lateral; y 4) Columna ventrolateral. Una revision de esta teoria ha sido

recientemente publicada (84).

Sin embargo, desde que surgio la hipotesis de la organizacion en
columnas de la PAG, 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 (85), o fusion de dos columnas en una en otros (51), siendo
clave en todos los estudios la herramienta utilizada para identificar las
diferentes columnas (75). Tales estudios han perseguido también definir
conexiones intrinsecas en la PAG que servirian de nexo entre las diferentes

columnas longitudinales propuestas (86, 87).

Uno de los primeros objetivos que se plantearon los investigadores
fue comprobar si a cada tipo neuronal o columnas correspondia a 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
de actividad neuronal se ha convertido en una de las herramientas mas
usadas para solucionar este problema (69, 70, 88, 89, 90). Esta técnica
proporciona registros anatéomicos de un fenomeno funcional, con dos
ventajas adicionales, por un lado su resolucion a nivel celular y, por otro

su compatibilidad con otras técnicas neuroanatéomicas.
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4.2.- 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 (48, 68). La RVM actua
como relevo para los impulsos moduladores de la informacién 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 (91, 92).

Las principales aferencias a los nucleos de esta region
troncoencefalica proceden de la PAG y el nucleo cuneiforme (68, 93), asi
como de la formacion reticular bulbar dorsal adyacente y el tegmento
pontino dorsolateral (68). Otras aferencias a la RVM tienen su origen en
estructuras diencefalicas y telencefalicas como son: el hipotalamo, cortex

frontal, la amigdala, y el nucleo de la stria terminalis (68, 94).

En cuanto a las eferencias de la RVM, estas alcanzan
mayoritariamente el asta posterior de la médula (95, 96), especialmente a
las laminas I, II, V, VI y VII (68). Aunque, también, proyectan a diferentes

estructuras diencefalicas (995).

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 (48, 68, 95). Las neuronas de la RVM son la
principal fuente de serotonina que llega al asta posterior de la médula
espinal (68). El bloqueo de la accion de la serotonina a nivel de la RVM o

del asta posterior de la médula reduce, o incluso elimina, el efecto
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analgésico de la morfina (68). Por otra parte, 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 (68).
También desempenan una funcion importante el GABA y la enkefalina (68,
93). La primera facilita la transmision de la informaciéon nociceptiva,
mientras que lo segundo bloquea 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) (39, 48, 68, 93).

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 (39, 48, 68).

Estudios fisiologicos han permitido la identificacion de tres tipos
neuronales en el RVM, atendiendo a los cambios en la frecuencia de
descarga inmediatamente antes de producirse el reflejo nociceptivo como

consecuencia de un estimulo doloroso (68, 97):

1) Células ON: Sufren un subito incremento en la frecuencia de descarga
justo antes de producirse el reflejo de retirada. Las células ON son
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 disminuciéon de
la frecuencia de descarga (68). Por tanto, la activacion de las células ON
facilitaria la transmision de la informacion nociceptiva a nivel del asta

posterior de la médula espinal (68, 97).

2) Células OFF: Se caracterizan por una brusca pausa en las descargas
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que comienza aproximadamente 400 ms antes del reflejo. Sélo 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 (68). Por
tanto, su activacion dificultaria la transmision de la informaciéon dolorosa

a nivel del asta posterior de la médula espinal (68, 97).

3)_Células NEUTRAS: Son aquellas que no experimentan ningun cambio

en la frecuencia de sus descargas previo al reflejo de retirada que aparece

tras una estimulacion dolorosa (68).

4.3.- Otros Nucleos implicadas en la Modulacion de la

Transmision Nociceptiva.

Desde que Basbaum y Fields (48) 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,
aunque con 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 (nociceptivo somdtico superficial, nociceptivo visceral,

neuropdtico,...).

Dado que nuestro trabajo va a profundizar en el sustrato anatomico
del efecto analgésico de la pregabalina, seleccionaremos para nuestro
estudio aquellos nucleos troncoencefalicos donde se ha detectado una
mayor cantidad de mRNA de la subunidad alfa-2-delta-1 (a25-1) de los
canales de calcio voltaje dependientes (98), la proteina a la que
especificamente se une la pregabalina, y que se piensa que es donde reside
su capacidad antihiperalgésica (fig.1.7): el nucleo del tracto solitario (NTS),

la porcion lateral del nucleo parabraquial (PBL), el locus coeruleus (LC) o el
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nucleo dorsal del rafe (DR).

Fig.1.7. Distribuciéon del mRNA de la subunidad alfa-2-delta-1
(a286-1) de los canales de calcio voltaje dependientes. Tomado de
Cole y cols. (98).

VICENTE Luis VILLANUEVA PEREZ TESIS DOCTORAL



34 INTRODUCCION

4.3.a.- Nucleo del Rafe Dorsal.

El ntucleo del rafe dorsal (DR) es el mas grande de todos los nucleos
del rafe, y es también, el nucleo que posee una mayor concentracion de

neuronas serotoninérgicas en todo el sistema nervioso central (99).

Es una estructura alargada localizada en la porcion caudal de la
PAG. Se extiende desde el polo caudal del complejo nuclear oculomotor
hasta el segmento pontino. Lateralmente, se halla limitado por la PAG, en
su porcion mesencefalica, y por la sustancia gris periventricular del IV

ventriculo, en su porcion mas caudal (99).

En la porcion mesencefalica se han distinguido 4 subdivisiones,
mientras que en la porcion mas caudal tan soélo ha sido identificada una
region. El tamano y morfologia de las neuronas que forman el DR varia
desde las pequenas y esféricas (14 pm de diametro), hasta las grandes (35
pm) y multipolares, pasando por las de diametro intermedio (24 pm) y

aspecto fusiforme (99).

E1 DR recibe aferencias tanto descendentes como ascendentes. Entre
las aferencias descendentes destacan las procedentes de la region
habenular, del cortex prefrontal y cingular, del hipotalamo y de la retina
(99). Las aferencias ascendentes proceden del locus coeruleus, el nucleo
tegmental laterodorsal, nuicleos parabraquiales, sustancia gris del puente,
sustancia negra, formacion reticular del bulbo y de otros nucleos del rafe

(99).

Las proyecciones originadas en el DR también pueden agruparse en
ascendentes, las que se dirigen hacia los bulbos olfatorios, el hipotalamo,
area septal, talamo, caudado y putamen, hipocampo y corteza cerebral

(99), y descendentes, aquellas que se dirigen al area tegmental dorsal y
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ventral, locus coeruleus, nucleo parabraquial, complejo interpeduncular,

sustancia negra, RMg y médula espinal cervical (39, 99).

En cuanto a la quimioarquitectura del DR, al igual que en otros
nucleos del rafe, la serotonina es el principal neurotransmisor (39, 99,
100). Pero, también han sido identificados la enkefalina y el GABA (39), asi

como fibras B-endorfinérgicas (101, 102).

El DR ha sido relacionado con la regulacion de diversas funciones
tales como la temperatura corporal, el sueno, la actividad cardiovascular,
la secrecion hormonal, el comportamiento sexual y motor, asi como la
modulacion del dolor (101). Son numerosos los estudios que han
observado una potente analgesia tras la estimulacion eléctrica del DR o

tras la inyeccion en el DR de morfina (101).

4.3.b.- Locus Coeruleus.

El locus coeruleus (LC) es un grupo relativamente compacto y
homogéneo de células situado en el tegmento pontino. Se extiende desde la
rodilla del nervio facial (caudalmente) hasta alcanzar la PAG
(rostralmente). Limitado dorsalmente por el pediculo cerebeloso superior,
lateralmente por el nucleo mesencefalico del trigémino y el nucleo
parabraquial, y ventral y medialmente por la sustancia gris del puente

(103).

Se han descrito hasta tres tipos celulares en su constitucion: un tipo
neuronal de soma grande y multipolar, otro de tamano intermedio y
fusiforme y un tercero pequeno y redondeado u ovoide (103). Basandose en
estos criterios citoarquitectonicos, el LC se ha dividido en dos subnucleos:
uno dorsal, formado por pequenas células fuertemente empaquetadas, y
otro ventral, compuesto por células mas grandes y agrupadas con una

menor densidad (103).
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E1LC recibe aferencias principalmente de dos centros (103): el LPGi
y el nucleo prepodsito del hipogloso (PrH). También se han demostrado,
aunque en menor cantidad, aferencias procedentes del nucleo
paraventricular hipotalamico y la zona intermedia de la sustancia gris de
la médula espinal (103), del cortex insular, la amigdala central, el nucleo
parafascicular talamico, el nucleo cuneiforme, la PAG, el DR, el ntcleo del

tracto solitario y los nucleos vestibulares (103).

Las proyecciones originadas en el LC son muy extensas llegando a
practicamente todos los niveles del neuroeje. En general, podemos
clasificarlas en cinco grupos: las que proyectan al hipocampo, las

neocorticales, las hipotalamicas, las cerebelosas y las medulares (103).

El mas importante de los neurotransmisores localizado en las
neuronas del LC es la noradrenalina o norepinefrina (103). Pero también
han sido identificados en las neuronas del LC otras sustancias como la
galanina, el neuropéptido Y, la vasopresina, la neurofisina, la

neurotensina, el VIP, el factor natriurético atrial y la serotonina (103).

El LC ha sido implicado en diversas actividades fisiologicas tales
como el sueno, la atencion, la memoria, la vigilancia o la analgesia (103).
En relacion a este ultimo aspecto, son abundantes los trabajos que
destacan que la estimulacion eléctrica del LC produce un efecto

antinociceptivo en ratas anestesiadas (39).

4.3.c.- Porcion Lateral del Nucleo Parabraquial.

El nucleo parabraquial esta situado en la porcion dorsolateral del
puente. Se subdivide en dos partes: una porcién medial o ventral (MPB),
localizada ventromedialmente al pedunculo cerebeloso superior, y una

porcion lateral o dorsal (LPB), localizada dorsolateralmente al pedunculo
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cerebeloso superior. Algunos autores incluyen también al nucleo de
Kolliker-Fuse como una tercera parte del nucleo parabraquial, situado

ventrolateralmente al pedunculo cerebeloso superior (104).

El diametro medio de las células de ambas partes, medial y lateral,
del nucleo parabraquial es de aproximadamente 16 pm, con una
morfologia variada (multipolares, redondeadas, ovaladas o alargadas)

(104).

El nucleo parabraquial recibe aferencias fundamentalmente del
nucleo del tracto solitario (NTS): el MPB de la mitad rostral del NTS o
gustativa, y el LPB de la mitad caudal o viscerosensible. También recibe
proyecciones del nucleo ambiguo, del nucleo paraventricular del

hipotalamo y de la amigdala (104).

A su vez, el nucleo parabraquial envia proyecciones ascendentes
hacia los nucleos del rafe mesencefalico, el talamo, el hipotalamo, la
amigadala y el cortex frontal. Y también posee eferencias descendentes
hacia el nucleo ambiguo, el nucleo del tracto solitario y la médula espinal

(104).

Entre los neurotransmisores identificados en las neuronas del
nucleo parabraquial se incluyen la neurotensina, la enkefalina y la

sustancia P (104).

El nucleo parabraquial 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 (105).
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4.3.d.- Nuacleo del Tracto Solitario.

El nucleo del tracto solitario (NTS) se extiende rostralmente hasta el
nivel correspondiente al polo caudal del nucleo del facial. A este nivel, el
NTS se encuentra situado dorsomedialmente con respecto al nucleo
espinal del trigémino. Caudalmente, llega hasta el extremo inferior de la
decusacion piramidal. En este extremo caudal, los NTS de ambos lados se
fusionan en la linea media para formar el denominado nucleo comisural de

Cajal (1059).

La mitad rostral del NTS, relacionada con el sistema gustativo (106),
ha sido subdividida en cinco subnucleos (107): medial, ventral, dorsal,
rostrocentral y rostrolateral. A su vez, la mitad caudal del NTS,
relacionada con la sensibilidad visceral (106), ha sido subdividida en siete
subnucleos (107): gelatinoso, dorsomedial, medial, parvocelular, central,

intersticial y ventrolateral.

El NTS recibe aferencias de los nervios craneales V, VII, IX, X, asi
como de la corteza cerebral contralateral, del area lateral hipotalamica y
del locus coeruleus. Sus proyecciones se dirigen hacia los nucleos de los
nervios V, VII, IX, X, locus coeruleus, nucleo parabraquial y nucleo de
Kolliker-Fuse (105). También reciben informacion del NTS otras areas
reticulares del tronco de encéfalo relacionadas con el sistema gustativo o

con reflejos respiratorios y cardiovasculares (108).

En el NTS, ya sea en el interior de sus neuronas o bien en las fibras
tanto aferentes como eferentes, se han identificado una amplia variedad de
sustancias quimicas, tales como, sustancia P, serotonina, neuropéptido Y,
GABA, glutamato, noradrenalina, dopamina, vasopresina, neurotensina,

VIP, colecistoquinina, enkefalina y somatostatina (106).
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La mitad anterior del NTS ha sido clasicamente implicado en el
circuito que conduce la informacion gustativa hacia la corteza (106),
mientras que la mitad caudal ha sido asociada a la sensibilidad visceral
general (108). Recientemente, sin embargo, el NTS ha sido relacionado con

la produccion de analgesia (109, 110, 111, 112, 113, 114, 115).

5.- El Proto-oncogén c-fos.

5.1.- 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 (116). 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 (117).

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

retrovirus proceden del genoma celular (116).

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 (116, 118, 119, 120).
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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

(117).

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 radiacion, o por un agente quimico cancerigeno. Sin
embargo, en los ratones o las ratas, no sélo 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 (117).

Los proto-oncogenes, por tanto, son genes celulares normales a partir

de los cuales derivan los oncogenes retroviricos (116, 117, 118, 119, 120).

Estos proto-oncogenes se denominan con la letra "c" seguida, tras un
guion, de las tres mismas letras que caracterizan al oncogén
correspondiente (117). 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
(mutacion, sobreexpresion,...), convertirse en un oncogén que el virus

transmitira posteriormente a un huésped animal sano (117).

Los productos que codifican estos proto-oncogenes funcionaran como
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mensajeros extracelulares polipeptidicos, receptores de superficie celular,

proteinquinasas, proteinas G, factores de transcripcion nucleares,

. (117).

Gen | Localizacion Comentario
cromosémica
c-sis 22ql12-q13 |Factor de crecimiento derivado de
(plaquetas PDGF).
c-erb 7ql1l 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 8924 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.

Los proto-oncogenes conocidos hasta el momento se pueden agrupar

en S familias (117) (tabla 1.4):

1) Familia del proto-oncogén ras: codifica una proteina de membrana

de la familia de las proteinas G.

2) Familia de los proto-oncogenes src, abl, yes, fes, fps, fgr, ros:
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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.

5.2.- Proto-oncogén c-fos.

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 (116, 119, 120).

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) (116, 117, 119, 120).

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-fos y de la proteina Fos. La transcripcion se activa a los 5 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 (116, 117, 119, 120).

El c-fos codifica una proteina nuclear denominada Fos, que participa
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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 (116,

118, 119, 120, 121, 122).

5.3.- Empleo del Proto-oncogén c-fos como Marcador Celular

de Actividad Neuronal.

La caracteristica del proto-oncogén c-fos de ser expresado de forma
rapida y transitoria después de distintos estimulos externos, ha
encontrado aplicacion dentro de la investigacion en la neurociencia, ya que
la expresion de c-fos ha sido considerada como marcador de actividad

neuronal (29, 86, 123, 124, 125, 126, 127).

Este hecho ha proporcionado a los

neurocientificos una nueva herramienta de
trabajo: el revelado mediante técnicas
inmunohistoquimicas de Fos (fig.1.8). Esta

@ & — c-Fos p62

HRBICS técnica proporciona registros anatoémicos

de un fenomeno funcional.
2K -

27K -

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

Fig.1.8. Expresion del proto- de hallazgos, con la idea de comprobar si a
oncogén c-fos. ) i
cada tipo neuronal correspondia una
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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
de actividad neuronal se ha convertido en una de las herramientas mas

usadas para solucionar este tipo de problema (69, 70, 88, 89, 90).
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1.- Planteamiento del Problema.

A pesar de los estudios experimentales en animales con la
pregabalina y ensayos clinicos en humanos que avalan el uso clinico de
esta sustancia en dolor neuropatico, todavia no se conoce en profundidad
el sustrato anatomico en el que subyace el efecto analgésico de esta

sustancia antiepiléptica (24, 25, 26).

El Gnico trabajo que hemos encontrado que estudia el efecto que la
administracion de una de estas sustancias anticonvulsivantes, en concreto
la gabapentina, tiene sobre la expresion del protooncogen c-fos a nivel de
sistema nervioso central, se limita a la médula espinal dejando fuera del
estudio niveles supraespinales (128). Nuestra revision bibliografica sobre el
tema no ha ofrecido ni un solo trabajo en el que se pretenda identificar las
estructuras neurales supraespinales que se activan o al menos se ven
alteradas tras la administracion de pregabalina en animales sanos, o con
diferentes tipos de dolor neuropatico. Parece, sin embargo, que la
identificacion de los centros troncoencefalicos que ven alterada su

actividad neuronal por la administracion de estas sustancias, seria de
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gran utilidad para una mejor compresion de sus mecanismos de accion, lo
que permitiria mejorar su eficacia tanto empleado de forma individual
como en posibles combinaciones con otros farmacos analgésicos. Basados
en los datos ofrecidos por el trabajo de Cole y cols. (98), nuestro estudio se
centrara en estudiar el papel que el nucleo del tracto solitario (NTS), la
porcion lateral del nucleo parabraquial (PBL), el locus coeruleus (LC) o el

nucleo dorsal del rafe (DR) juegan en el efecto analgésico de la pregabalina.

2.- Hipotesis de Trabajo.

Ante los antecedentes descritos nos planteamos las siguientes

hipotesis de trabajo:

HIPOTESIS 1

La pregabalina no debe alterar el patron de expresion de Fos en los
centros troncoencefalicos implicados en el circuito de modulacion del dolor

en sujetos sanos.

HIPOTESIS 2

La pregabalina deberia modificar el patron de expresion de Fos en
los centros troncoencefalicos implicados en el circuito de modulacion del

dolor en sujetos a los que se les provoca dolor neuropatico.

HIPOTESIS 3

La pregabalina debe modificar o bloquear la expresion de Fos en el
asta posterior de la médula inducida por el estimulo algésico neuropatico

aplicado.
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3.- Objetivos

Tras valorar estos antecedentes nos planteamos los siguientes

objetivos:

OBJETIVO 1

Estudiar el efecto que sobre la expresion de Fos en los centros
troncoencefalicos implicados en el circuito de modulacion del dolor tendria
la aplicacion de un estimulo analgésico como una dosis intraperitoneal de

pregabalina en animales sanos.

OBJETIVO 2

Estudiar el efecto que tendria la administracion previa de una dosis
intraperitoneal de pregabalina sobre la expresion de Fos inducida por un
estimulo doloroso, bien nociceptivo o bien neuropatico, en los centros

troncoencefalicos implicados en el circuito de modulacion de dolor,

OBJETIVO 3

Estudiar el efecto que tendria la administracion previa de una dosis
intraperitoneal de pregabalina sobre la expresion de Fos inducida por un
estimulo doloroso, bien nociceptivo o bien neuropatico, en el asta posterior

de la médula.

El interés de alcanzar los objetivos propuestos radica en que los
estudios clinicos demuestran que la pregabalina tiene un efecto analgésico
en aquellos procesos en los que aparece dolor neuropatico. Sin embargo,

desconocemos los centros nerviosos a través de los cuales ejerce dicha
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accion antihiperalgésica. Los analgésicos tradicionales ejercen sus efectos
a través de modular la actividad neuronal de los diferentes centros
troncoencefalicos integrados en el denominado circuito de control del
dolor. Para utilizar de forma mas segura y eficaz estos nuevos farmacos es
importante identificar los centros nerviosos cuya actividad (medida en
forma de alteracion del patron de expresion del protooncogén c-fos) cambia
tras la administracion de dichas sustancias. La realizacion del estudio en
diferentes condiciones de estimulacion algésica nos permitiria, ademas,
conocer hasta qué punto la sustancia objeto de estudio puede bloquear a
nivel de asta posterior de la médula la expresion de Fos debida a la llegada

a ese nivel de las aferencias dolorosas de naturaleza nociceptiva.

Los objetivos del presente proyecto de investigacion persiguen

comprobar la veracidad o no de las hipotesis de trabajo planteadas.
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1.- Animal de Experimentacion.

El presente trabajo se llevdo a cabo en ratas albinas de la cepa

Sprague-Dawley, machos, de peso aproximado de 250g (fig.3.1).

Los animales fueron mantenidos bajo condiciones estandar de
laboratorio durante al menos una semana antes del comienzo de la
experimentacion: ciclos de 12 horas de luz/12 horas de 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.
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Fig.3.1. Rata macho de la cepa
Sprague-Dawley procedente de la
Unidad Mixta de Investigacién de
la Facultad de Medicina de la
Universidad de Valencia.

2.-Grupos Experimentales.

Los animales se distribuyeron en los siguientes grupos

experimentales (tabla 3.1):

1) Grupo Control Simulado Fisiologico (CSF) (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 inmovilizaciéon se le practicoé 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

VICENTE Luis VILLANUEVA PEREZ TESIS DOCTORAL



MATERIAL Y METODOS 55

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 Pregabalina (CPG) (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 30
mg/kg de pregabalina. Al igual que en el grupo CSF los animales
fueron sacrificados 2 horas y media después del estimulo

analgésico.

3) Grupo Control Dolor Nociceptivo (CNC) (n=5): Los animales de

este grupo recibieron, al igual que los del grupo CSF 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 (129) que
consiste en administrar 0,05 ml s.c. de formalina al 5% en la

planta de la pata trasera derecha.

4) Grupo Control Dolor Neuropatico (CNP) (n=5): Los animales de
este grupo también reciben 1 ml de suero salino i.p. durante la

primera inmovilizacion. A los 30 min, es decir, durante la segunda
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inmovilizacion, se les aplico un estimulo doloroso neuropatico por
constriccion cronica del nervio ciatico.

Como ya se comentdé anteriormente, el modelo de dolor
neuropatico elegido en este proyecto es el propuesto por Bennet y
Xie (130), que consiste en provocar una constriccion mantenida del
nervio ciatico. Se realiza mediante 3 ligaduras separadas 1 mm
entre si en el tronco del nervio ciatico a la altura del biceps
femoral, con una seda de 4-0. Los animales son sacrificados a los

tres dias de la intervencion.

S5) Grupo Pregabalina + Dolor Nociceptivo (PGNC) (n=5): Los
animales de este grupo reciben 1 ml de analgésico i.p. (
correspondiente a una dosis de 30 mg/kg de pregabalina) durante
la primera inmovilizacion. A los 30 minutos de la inyeccion i.p. del
analgésico, es decir, durante la segunda inmovilizacion, se les
aplica un estimulo doloroso nociceptivo (test de la formalina). Los

animales son sacrificados a las 2 horas del estimulo doloroso.

6) Grupo Pregabalina + Dolor Neuropdtico (PGNP) (n=5): Los

animales de este grupo reciben 1 ml de analgésico i.p.
(correspondiente a una dosis de 30 mg/kg de pregabalina) durante
la primera inmovilizacion. A los 30 minutos de la inyeccion i.p. del
analgésico, es decir, durante la segunda inmovilizacion, se les
anestesia y se les aplica un estimulo doloroso neuropatico
consistente en la constriccion cronica del nervio ciatico. Los
animales vuelven a recibir otra dosis i.p. de 30 mg/kg de
pregabalina a las 8 horas de la primera dosis, y continuaran asi
(una dosis i.p. de 30 mg/kg de pregabalina cada 8 horas) hasta el
momento del sacrificio, que tendra al tercer dia de la intervencion,

2 horas y media después de la ultima dosis de pregabalina.
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La manipulacion de los animales se hizo siguiendo Ilas
recomendaciones éticas para la investigacion sobre dolor experimental

en animales conscientes (131).

Estm‘m.l ° Estimulo Doloroso
. Analgésico
L G Manipulaciones
Grupo Clave de P
Experimental Animales Pregabalina Mflamatorio  Neuropitico
(!E /kg) (test de (ligadura del
g/kg formalina) n.ciatico)
Control
Simulado CSF 5 si NO NO NO
Fisiologico
Control CPG 5 si 30 NO NO
Pregabalina
Control Dolor CNC 5 si NO si NO
Nociceptivo
Control Dolor | CNP 5 si NO NO si
neuropatico
Pregabalina
Dolor PGNC 5 si 30 si NO
Nociceptivo
Pregabalina . z
Dolor PGNP 5 SI 30 NO SI
Neuropatico

Tabla 3.1.- Resumen global de la casuistica.

3.- Anestesia y Perfusion

Todos los animales fueron sacrificados a las 2 horas de la segunda
inmovilizacion, lo que siempre ocurrié 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 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 corazon todavia seguia latiendo.
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Todo el proceso de anestesia y perfusion en ningun caso sobrepaso
los 15 minutos de duracion, para evitar la induccion iatrogénica de c-fos

por efecto de la manipulacion o de la propia anestesia (132, 133).

La perfusion se inicido 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 térax 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 seccionoé 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 prolongé 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
una solucién 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 (Modelo PERCOM-I, Selecta).
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Finalizado el proceso de perfusion, los animales fueron
decapitados, y se procedio al descalote y extraccion del cerebro. Para
ello, se incidio y se retiro 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 o6seos en pequenos fragmentos

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

4.- Obtencion de los Cortes

Los 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 sédico (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 40 pm
de grosor recogidos en seis series equivalentes que permanecieron

congeladas en solucion crioprotectora hasta que fueron empleadas.

5.- Revelado Inmunocitoquimico del Proto-
oncogén c-fos

Tras tres lavados con PBS para eliminar la sacarosa, procedimos a
la deteccion inmunocitoquimica de la proteina codificada por el proto-
oncogén objeto de nuestro estudio, c-fos, por el método del ABC (134).
Los cortes pasaran por sucesivas soluciones (75), que resumimos a

continuacion (fig.3.2 y 3.3):
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Peroxidase | Avidin/Blotinylated Avidin/Biotinylated
Labeled Primary Labeled Secondary. Antiperoxidase Labeled Enzyme Complex Enzyme Complex
Antibody Method Antibody Method (PAP) Method i Avidin Method H {ABC) Method {ABC) Method

FiG. &6

=, = antigen L] = enzyme vv = antibody @ = biotin e - avidin

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

1) 30 minutos en PBS con 1% de perdxido de hidrégeno (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 1:10000, Calbiochem) 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 Laboratories, inc.).

5) 90 minutos en el complejo avidina-biotina-peroxidasa (Vector
Laboratories, inc.).

6) 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%
(Sigma), sulfato de amonio y niquel (NiNH4SO4, Aldricht) al 0,1%, para
intensificar la reaccion y 0,01% de H20,. 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.
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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

El montaje de los cortes se llevo a cabo sobre portas gelatinizados
con una solucion 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, fueron deshidratados en diluciones
crecientes de etanol (70°, 96° y 100°, Panreac), aclarados con xilol

(Panreac) y cubiertos con Merckoglas (Merck).
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7.- Seleccion de los Niveles de Estudio

7.1.- A nivel medular

Se seleccionaron cortes horizontales de la médula lumbar,
correspondientes a los niveles L4 /LS (fig.3.4). La seleccion se hizo con

ayuda del atlas de Paxinos y Watson (40).

L4

Fig. 3.4. Esquema de una seccién horizontal de la médula de una rata correspondiente
al nivel lumbar cuarto (L4) (adaptado a partir del atlas de Paxinos y Watson (40).

7.2.- A nivel troncoencefalico

Se seleccionaron cortes correspondientes al nucleo del tracto
solitario, al nucleo parabraquial, al locus coeruleus y al nucleo dorsal
del rafe. La seleccion se hizo con ayuda del atlas de Paxinos y Watson
(40). Los niveles de los nucleos objeto de nuestro estudio se localizaron

a nivel del tronco de encéfalo:
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1) El nucleo del tracto solitario: a -13.08 y -13.80 mm de Bregma
(fig.3.5y 3.6).

4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 6 7
/.. Figure 142
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Fig. 3.5. Esquema de una seccién coronal del cerebro de una rata correspondiente al
nivel Bregma -13.08 mm, en el que se puede localizar el nivel ROSTRAL del niticleo del
tracto solitario (adaptado a partir del atlas de Paxinos y Watson (40).
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Figure 148
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Fig. 3.6. Esquema de una seccion coronal del cerebro de una rata correspondiente al
nivel Bregma -13.80 mm, en el que se puede localizar el nivel CAUDAL del niicleo del
tracto solitario (adaptado a partir del atlas de Paxinos y Watson (40).
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2) La porcion lateral del ntcleo parabraquial: a -8.76 y -9.24 mm de

Bregma (fig.3.7 y 3.8).
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Fig. 3.7. Esquema de una seccién coronal del cerebro de una rata correspondiente al
nivel Bregma -8.76 mm, en el que se puede localizar el nivel ROSTRAL del niicleo
parabraquial (adaptado a partir del atlas de Paxinos y Watson (40).
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Fig. 3.8. Esquema de una seccién coronal del cerebro de una rata correspondiente al
nivel Bregma -9.24 mm, en el que se puede localizar el nivel CAUDAL del nticleo
parabraquial (adaptado a partir del atlas de Paxinos y Watson (40).
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3) El locus coeruleus: a -9.60 y -9.96 mm de Bregma (fig.3.9 y 3.10).

Figure 113
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Fig. 3.9. Esquema de una seccién coronal del cerebro de una rata correspondiente al

nivel Bregma -9.60 mm, en el que se puede localizar el nivel ROSTRAL del locus

coeruleus (adaptado a partir del atlas de Paxinos y Watson (40).

Figure 116
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Fig. 3.10. Esquema de una seccion coronal del cerebro de una rata correspondiente al
nivel Bregma -9.96 mm, en el que se puede localizar el nivel CAUDAL del locus coeruleus

(adaptado a partir del atlas de Paxinos y Watson (40).
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4) El nacleo dorsal del rafe: a -7.68 y -8.04 mm de Bregma (fig.3.11 y
3.12).
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Fig. 3.11. Esquema de una seccion coronal del cerebro de una rata correspondiente al
nivel Bregma -7.68 mm, en el que se puede localizar el nivel ROSTRAL del niicleo dorsal
del rafe (adaptado a partir del atlas de Paxinos y Watson (40).
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Fig. 3.12.- Esquema de una seccién coronal del cerebro de una rata correspondiente al
nivel Bregma -8.64 mm, en el que se puede localizar el nivel CAUDAL del nticleo dorsal
del rafe (adaptado a partir del atlas de Paxinos y Watson (40).
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8.- Técnicas de Estudio Citoarquitectonico:
Método de Nissl

Para la obtencion del patréon de distribucion de las neuronas Fos-
positivas deberemos poder delimitar con seguridad y precision cada uno

de los nucleos objeto de nuestro estudio.

Para ello, una serie de cortes (paralela a la empleada para la
deteccion inmunohistoquimica de Fos) se tefiira 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

nucleos (e incluso subntucleos en aquellos que sea relevante) (104, 135).

Empleamos esta técnica para completar el estudio tanto a nivel

medular como a nivel troncoencefalico.

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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9.-Técnicas de Estudio Histoquimico e

Inmunohistoquimico

Con el fin de obtener mas datos que nos permitan una mejor
delimitacion o subdivision de alguno de los nucleos troncoencefalicos
objeto de nuestro estudio, completamos el estudio citoarquitectonico
con un estudio histoquimico o inmunohistoquimico, que incluy6 los
siguientes protocolos: la deteccion histoquimica de la enzima NADPH-
diaforasa (para el NTS y el LPB), la deteccion inmunocitoquimica de la
enzima tirosinhidroxilasa (para el LC) y la deteccion inmunocitoquimica

de la serotonina (para el DR).

9.1.-Protocolo para la deteccion histoguimica de la

NADPH-diaforasa (NADPHd)

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

seguir son los siguientes:

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 3-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.
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9.2.-Protocolo para la deteccion inmunocitoquimica de la

enzima tirosinhidroxilasa

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

seguir son los siguientes:

1) Incubar lo cortes 30 minutos en PBS con 1% de peroxido de
hidrégeno (H202, Sigma), para reducir o inhibir las peroxidasas
endogenas.

2) Incubar lo cortes 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 caballo
(NHS, Vector) para evitar el marcaje inespecifico.

3) Incubar lo cortes 48-72 horas en PBS-T con el anticuerpo
primario de raton antitirosinhidroxilasa (en dilucion 1:10000, Sigma) y
un 1,5% de NHS.

4) Incubar lo cortes 2 horas en PBS con anticuerpo de caballo
biotinizado anti-IgG de raton (en dilucion 1:200, Vector).

S) Incubar lo cortes 90 minutos en el complejo avidina-biotina-
peroxidasa (Vector).

6) El proceso de revelado se llevdo a cabo con una solucion en
tampon Tris 0,05M (pH 8.00, Sigma) con diaminobenzidina al 0,025%
(Sigma) y 0,01% de H2O»>. Los cortes se dejaron flotar en esta solucion
hasta que la inmunorreaccion se hizo visible al microscopio 6ptico (2-3
minutos). El proceso se detuvo anadiendo un exceso de tampon Tris a
la solucion y, a continuacion, lavando con PBS un par de veces. Los

cortes se lavaron tres veces con PBS entre cada uno de los pasos.
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9.3.-Protocolo para la deteccion inmunocitoqguimica de la

serotonina

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

seguir son los siguientes:

1) Incubar lo cortes 30 minutos en PBS con 1% de peroxido de
hidrégeno (H202, Sigma), para reducir o inhibir las peroxidasas
endogenas.

2) Incubar lo cortes 2 horas en PBS con un 0,1% de tritén 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 cabra
(NGS, Vector) para evitar el marcaje inespecifico.

3) Incubar lo cortes 48-72 horas en PBS-T con el anticuerpo
primario de conejo antiserotonina (en dilucion 1:10000, Sigma) y un
1,5% de NGS.

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

5) Incubar lo cortes 90 minutos en el complejo avidina-biotina-
peroxidasa (Vector).

6) El proceso de revelado se llevdo a cabo con una solucion en
tampon Tris 0,05M (pH 8.00, Sigma) con diaminobenzidina al 0,025%
(Sigma) y 0,01% de H2O»>. Los cortes se dejaron flotar en esta solucion
hasta que la inmunorreaccion se hizo visible al microscopio 6ptico (2-3
minutos). El proceso se detuvo anadiendo un exceso de tampon Tris a
la solucion y, a continuacion, lavando con PBS un par de veces. Los

cortes se lavaron tres veces con PBS entre cada uno de los pasos.
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10.-Obtencion de los patrones de distribucion de
las neuronas Fos-positivas

El 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 (fig.3.13). Dichos dibujos fueron elaborados por un
experimentador desconocedor del grupo experimental al que

pertenecian las preparaciones al puntearlas.

Fig. 3.13. Microscopio Axioskopp de Zeiss con camara clara acopada.
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11.-Obtencion de imagenes digitalizadas de las
preparaciones.

Las imagenes para el estudio fotografico fueron capturadas
mediante una camara de video NIKON (Dxm 1200) acoplada un

microscopio Nikon Eclipse e600 con luz directa (fig.3.14).

Fig. 3.14. Microscopio Nikon Eclipse e600 con camara digital Nikon Dxm1200.
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12.-Analisis estadistico de los datos

El analisis estadistico de los datos se efectu6 con ayuda del

programa SPSS version 15.

12.1.-Analisis Global

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

global de los grupos experimentales.

El analisis global se inicid6 con una descriptiva que incluia la
media, el numero de casos y la desviacion tipica para las variables
originales. El analisis descriptivo se acompand con una grafica de las
medias estimadas para cada variable original dentro de cada uno de los

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 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 (136).
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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 hipoétesis de trabajo:

- Analisis Parcial Analgesia: CSF y CPG.

- Analisis Parcial Dolor: CSF, CNC y CNP.

- Analisis Parcial Analgesia Dolor Nociceptivo: CSF, CNC, PGNC
- Analisis Parcial Analgesia Dolor Neuropatico: CSF, CNP, PGNP

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 maultiples para
determinar conjuntos homogéneos de grupos experimentales que
compartirian la misma media, empleando los métodos de Tukey y

Scheffé (136).
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1.- Consideraciones Generales.

Antes 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).

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

coronal de la SGP de la rata, subregién

dorsolateral, a nivel del Bregma —7.64mm

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).
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Para nuestro estudio soélo 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.

ESTUDIO DESCRIPTIVO

2.- Asta Posterior de la Médula Espinal.

El asta posterior de la médula espina fue estudiada en el nivel

L4 /L5, un nivel representativo de los que forman el nervio ciatico.

2.1.- Estudio Citoarquitectonico

El estudio del asta posterior de la médula espinal se llevo a cabo
en secciones transversales representativas del nivel L4 /L5 de la médula

espinal de la rata.

Para su delimitacion se procedio a tenir con el método de Nissl
(citoarquitectonico) cortes seriados consecutivos a los procesados para

la deteccion inmunohistoquimica de la proteina Fos (fig.4.2).
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Fig. 4.2. Microfotografia (4x) de la médula espinal de rata en un corte correspondiente
al nivel L4 teriido con el método de Nissl
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2.2.- Grupo Control Simulado Fisiologico

Las ratas del grupo control simulado fisiolégico apenas mostraron
células marcadas en las laminas de Rexed del asta posterior de la

médula, con independencia de la hemiseccion estudiada (fig.4.4 y 4.5).

2.3.- Grupo Control Pregabalina

La administracion de 30 mg/kg de pregabalina por via i.p. indujo
una discreta aparicion de células inmunopositivas de forma bilateral en
todas las laminas de Rexed del asta posterior de la médula (fig.4.6 y

4.7).

2.4.- Grupo Control Dolor Nociceptivo

La aplicacion del test de la formalina en el dorso de la pata trasera
derecha de los animales de este grupo provocé un importante
incremento del marcaje respecto a los grupo CSF y CPG en todas las
laminas de ambas astas posteriores, pero especialmente en las laminas
superficiales (I y Ilo) del asta derecha (ipsilateral al estimulo aplicado)

(fig.4.8 y 4.9).

2.5.- Grupo Control Dolor Neuropdtico

El modelo de dolor neuropatico empleado en nuestro estudio
también desencadend en el asta posterior de la médula espinal una
intensa inmunorreaccion frente a Fos, igualmente de predominio
ipsilateral. La constriccién del nervio cidtico provocoé un incremento de
celulas inmunorreactivas en todas las laminas del asta posterior de la

médula estudiadas (fig.4.10 y 4.11).
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2.6.- Grupo Pregabalina + Dolor Nociceptivo

La administracion previa al test de la formalina de 30 mg/kg de
pregabalina por via i.p. provoco una reduccion drastica en el numero de
células inmunopositivas, tanto en el asta posterior derecha (ipsilateral)
como en la izquierda (contralateral), especialmente en las laminas

superficiales (fig.4.12 y 4.13).

2.7.- Grupo Pregabalina + Dolor Neuropdatico

La administracion de pregabalina, por via i.p. previa a la
aplicacion de dolor neuropatico, también povocoé una disminucion en el
numero de células inmunopositivas en ambas astas posteriores (fig.4.14

y 4.15).

Estos resultados se resumen en la tabla 4.1 y la fig.4.3.

Grupo Experimental

Niveles CSF CPG CNC CNP PGNC PGNP

Asta Post.Der. 138  32+13 259422  182+19  79+17 54+15

Asta Post.1zq. 15+7  39+£15 84+18 99+16 279 32+11

Tabla 4.1. Media (+Desviaciéon Tipica) de células inmunorreactivas por seccion de 40
pm del asta posterior (derecha e izquierda) de la médula espinal a nivel de L4 en los
diferentes grupos experimentales.
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Fig. 4.3. Dibujos realizados con ayuda de una camara clara correspondientes al asta
posterior de la médula espinal, a nivel de L4 (Paxinos y Watson) (40) del grupo control
simulado mostrando la distribuciéon de las neuronas inmunorreactivas frente a Fos.
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Fig. 4.4. Microfotografia (4x) que ilustra la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del asta posterior de la médula espinal a nivel de L4 en ratas del grupo
control suero fisiolégico (CSF).
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Fig. 4.5. Microfotografias (10x) que ilustran la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del asta posterior (A) derecha (B) izquierda, de la médula espinal a nivel de L4
en ratas del grupo control suero fisiolégico (CSF).
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Fig. 4.6.- Microfotografia (4x) que ilustra la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del asta posterior de la médula espinal a nivel de L4 en ratas del grupo
control pregabalina (CPG).
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Fig. 4.7. Microfotografias (10x) que ilustran la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del asta posterior (A) derecha (B) izquierda, de la médula espinal a nivel de L4
en ratas del grupo control pregabalina (CPG).
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Fig. 4.8. Microfotografia (4x) que ilustra la inmunorreactividad frente a Fos en neuronas
del asta posterior de la médula espinal a nivel de L4 en ratas del grupo control dolor
nociceptivo (CNC).
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Fig. 4.9. Microfotografias (10x) que ilustran la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del asta posterior (A) derecha (B) izquierda, de la médula espinal a nivel de L4
en ratas del grupo control dolor nociceptivo (CNC).

VICENTE Luls VILLANUEVA PEREZ TESIS DOCTORAL



RESULTADOS 89

Fig. 4.10. Microfotografia (4x) que ilustra la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del asta posterior de la médula espinal a nivel de L4 en ratas del grupo
control dolor neropdtico (CNP).
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Fig. 4.11. Microfotografias (10x) que ilustras la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del asta posterior (A) derecha (B) izquierda, de la médula espinal a nivel de L4
en ratas del grupo control dolor neropdtico (CNP).
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Fig. 4.12. Microfotografia (4x) que ilustra la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del asta posterior de la médula espinal a nivel de L4 en ratas del grupo
pregabalina dolor nociceptivo (PGNC).
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Fig. 4.13. Microfotografias (10x) que ilustran la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del asta posterior (A) derecha (B) izquierda, de la médula espinal a nivel de L4
en ratas del grupo pregabalina dolor nociceptivo (PGNC).
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Fig. 4.14. Microfotografia (4x) que ilustra la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del asta posterior de la médula espinal a nivel de L4 en ratas del grupo
pregabalina dolor neuropdtico (PGNP).
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Fig. 4.15. Microfotografias (10x) que ilustran la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del asta posterior (A) derecha (B) izquierda, de la médula espinal a nivel de L4
en ratas del grupo pregabalina dolor neuropdtico (PGNP).
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3.- Nucleo del Tracto Solitario.

El nucleo del tracto solitario (NTS) fue estudiado en 2 niveles
rostrocaudales diferentes, situados a -13.30 mm y -13.80 mm del

punto Bregma, correspondientes a la porcion sensitiva del NTS.

En ninguno de los grupos experimentales se observo un marcaje

asimétrico.

3.1.- Estudio Cito y Quimioarquitecténico

Para su delimitacion nos basamos en los resultados obtenidos tras
aplicar a los cortes una técnica citoarquitectonica, el método de Nissl, y
otra quimioarquitectonica, la deteccion histoquimica de la enzima
NADPH-diaforasa (NADPHd), en cortes seriados consecutivos a los
procesados para la deteccion inmunocitoquimica de la proteina Fos

(fig.4.16 y 4.17).
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Fig. 4.16. Microfotografias (4x) del niicleo del tracto solitario de la rata en cortes
correspondientes a (A) Bregma -13.30 mm y (B) Bregma -13.80 mm teriidos con el
método de Nissl
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Fig. 4.17. Microfotografias (4x) del niicleo del tracto solitario de la rata en cortes
correspondientes a (A) Bregma -13.30 mm y (B) Bregma -13.80 mm, procesados para la
deteccién histoquimica de la enzima NADPH-diaforasa (NADPHd).
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3.2.- Grupo Control Simulado Fisiolégico.

Las ratas del grupo control simulado apenas mostraron células
marcadas en ninguno de los niveles intermedio y caudal del NTS
(fig.4.20).

3.3.- Grupo Control Pregabalina

La administracion de 30 mg/kg de pregabalina por via i.p. indujo
un gran incremento en el namero de células inmunopositivas en los dos

niveles estudiados.

A nivel de Bregma -13.30 mm las células inmunorreactivas se
observaron abundantemente en practicamente todos los subnucleos del
NTS, destacando especialmente en los subnucleos medial (m) y central
(ce), siendo los subnucleos intersticial (I) y dorsal motor del vago (X) los

que mostraron un marcaje mas escaso.

A nivel de Bregma -13.80 mm el marcaje fue, igualmente, muy
intenso, principalmente localizado en los subnucleos ventrolateral (vl),
medial (m) y dorsomedial (dm), siendo el subnucleo comisural (com) el

que menos células inmunopositivas ofrecio (fig.4.21).

3.4.- Grupo Control Dolor Nociceptivo

La aplicacion del test de la formalina en la planta de la pata
trasera derecha de los animales de este grupo apenas indujo la
expresion de c-fos en las células del NTS en los niveles estudiados con

respecto al grupo CSF (fig.4.22).
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3.5.- Grupo Control Dolor Neuropdtico

Tampoco el modelo de dolor neuropatico desencadené en el NTS
una intensa inmunorreaccion frentea Fos en el NTS. La constriccion del
nervio ciatico provocé un discreto incremento de celulas
inmunorreactivas en los dos niveles analizados con respecto al grupo

CSF (fig.4.23).

3.6.- Grupo Pregabalina + Dolor Nociceptivo

La administracion previa al test de la formalina de 30 mg/kg de
pregabalina por via i.p. también provocé un gran incremento en el

numero de células inmunopositivas en los dos niveles estudiados.

A nivel de Bregma -13.30 mm las células inmunorreactivas se
centraron en los subnucleos medial (m) y central (ce). También el
subnucleo ventrolateral (vl) mostro células marcadas, mientras que los
subnucleos intersticial (I) y dorsal motor del vago (X) mostraron un

marcaje mas escaso.

A nivel de Bregma -13.80 mm el marcaje fue, asimismo, muy
intenso, destacando en la porcion mas ventral del subnucleo medial (m)
y en la mas medial del subntucleo ventrolateral (vl). También en el
subnucleo dorsomedial (dm) pudimos encontrar células marcadas,
siendo de nuevo el subnucleo comisural (com) el que menos células

inmunopositivas ofrecio (fig.4.24).

3.7.- Grupo Pregabalina + Dolor Neuropdtico

La administracion de pregabalina, por via i.p. previa a la

aplicacion de dolor neuropatico, povocé un incremento en el numero de
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células inmunopositivas especialmente en el nivel mas caudal de los

dos niveles estudiados.

A nivel de Bregma -13.30 mm las células inmunorreactivas se
centraron, de nuevo, en los subnucleos medial (m) y central (ce), y en
menor medida en el subnucleo ventrolateral (vl) mientras que en el resto

de subntucleos el marcaje fue escaso.

A nivel de Bregma -13.80 mm el marcaje se concentro las células
marcadas en la porcion mas ventral del subnucleo medial (m) y en la

mas medial del subnucleo ventrolateral (vl) (fig.4.25).

Estos resultados se resumen en la tabla 4.2 y las fig.4.18 y 4.19.

Grupo Experimental

Niveles CSF CPG CNC CNP PGNC PGNP

intermedio 9+5 75+25 8+7 24+12  65%25 62+23

caudal 1346 106+24 1349 18+10  68+28 88+31

Tabla 4.2. Media (+Desviacion Tipica) de células inmunorreactivas por hemiseccion de
40 pm del NTS en los dos niveles seleccionados del grupo control simulado.
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Fig. 4.18. Dibujos realizados con ayuda de una camara clara correspondientes al nivel
Bregma -13.30 mm) (Paxinos y Watson) (40) mostrando la distribucion de las neuronas
inmunorreactivas frente a Fos en el NTS, en los diferentes grupos experimentales.
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Fig. 4.19. Dibujos realizados con ayuda de una camara clara correspondientes al nivel
Bregma -13.80 mm (Paxinos y Watson) (40) mostrando la distribucion de las neuronas
inmunorreactivas frente a Fos en el NTS, en los diferentes grupos experimentales.
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Fig. 4.20. Microfotografias (10x) que ilustran la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del NTS a nivel de (A) Bregma -10.30 mm y (B) Bregma -10.80 mm, en ratas
del grupo control simulado (CSF).
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Fig. 4.21. Microfotografias (10x) que ilustran la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del NTS a nivel de (A) Bregma -10.30 mm y (B) Bregma -10.80 mm, en ratas
del grupo control pregabalina (CPG).
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Fig. 4.22. Microfotografias (10x) que ilustran la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del NTS a nivel de (A) Bregma -10.30 mm y (B) Bregma -10.80 mm, en ratas
del grupo dolor nociceptivo (CNC).
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Fig. 4.23. Microfotografias (10x) que ilustran la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del NTS a nivel de (A) Bregma -10.30 mm y (B) Bregma -10.80 mm, en ratas
del grupo dolor neuropdtico (CNP).
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Fig. 4.24. Microfotografias (10x) que ilustran la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del NTS a nivel de (A) Bregma -10.30 mm y (B) Bregma -10.80 mm, en ratas
del grupo pregabalina dolor nociceptivo (PGNC).
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Fig. 4.25. Microfotografias (10x) que ilustran la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del NTS a nivel de (A) Bregma -10.30 mm y (B) Bregma -10.80 mm, en ratas
del grupo pregabalina dolor neuropdtico (PGNP).
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4.- Porcion Lateral del Nucleo Parabraquial.

La Porcion Lateral del Nucleo Parabraquial (LPB) fue estudiado en
2 niveles rostrocaudales diferentes, situados a -8.88 mm y -9.24 mm
del punto Bregma, correspondientes a los tercios intermedio y caudal,

respectivamente, del LPB.

En ninguno de los grupos experimentales se observé un marcaje

asimeétrico.

4.1.- Estudio Cito y Quimioarquitectonico

La porcion lateral del PB se subdividié para su estudio de acuerdo
a criterios citoarquitectonicos, siguiendo la subdivision propuesta por
Fulwiler y Saper (135). 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 llevd a cabo en secciones coronales
representativas de los tercios 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 subntucleo mas del PB y se dejo fuera el subnucleo

extremo lateral por no poder se identificado con las técnicas empleadas.

De esta forma los subntucleos a delimitar fueron, segun el tercio
correspondiente:
1) En el tercio Intermedio: los subnucleos interno (ilPB), central

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

En base a estas premisas procedimos a la realizacion de estas 2
técnicas cito y quimioarquitectonica (Nissl y NADPHd) en cortes
seriados consecutivos a los procesados para la deteccion

inmunohistoquimica de la proteina Fos (fig.4.26 y 4.27).
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Fig. 4.26. Microfotografias (10x) de cortes coronales a nivel de la porcién lateral del PB
de rata, procesados con la técnica de Nissl, en 2 niveles rostrocaudales diferentes: (A)
nivel INTERMEDIO y (B) nivel CAUDAL. Subnticleos superior (sl), interno (il), central (cl),
dorsal (dl), ventral (Vl) y externo (el) de la porcién lateral del PB; niicleo de Kélliker-Fuse
(KF); nucleo mesencefdlico del trigémino (me5); pedunculo cerebeloso superior (scp).
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Fig. 4.27. 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 2 niveles rostrocaudales diferentes: (A) nivel INTERMEDIO y (B) nivel

CAUDAL. Subnucleos superior (sl), interno (il), central (cl), dorsal (dl), ventral (vl) y
externo (el) de la porcién lateral del PB; nucleo de Kélliker-Fuse (KF); nticleo
mesencefdlico del trigémino (me5); peduinculo cerebeloso superior (scp).
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4.2.- Grupo Control Simulado Fisiolégico

Las ratas del grupo control simulado (CSF) mostraron escasa
inmunorreactividad frente a Fos en la porcion lateral del PB en los 2
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 INTERMEDIO (Bregma -8.88 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 tinicos

que se detecté inmunorreactividad (fig.4.30).

4.3.- Grupo Control Pregabalina

La administracion de 30 mg/kg de pregabalina por via i.p. indujo
un gran incremento practicamente generalizado en el niumero 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 al grupo CSF. El marcaje fue
bilateral y sin diferencias estadisticamente significativas entre la

hemiseccion derecha y la izquierda.

A nivel INTERMEDIO (Bregma -8.88 mm) encontramos una

masiva expresion de c-fos en los subnucleos cIPB y elPB,
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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 mostré unos niveles de expresion de c-fos

caracteristicos del grupo CSF.

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 al grupo CSF. En el resto de
subnucleos también se repitio el patron apuntado en el nivel intermedio

(fig.4.31).

4.4.- Grupo Control Dolor Nociceptivo

La aplicacion del test de la formalina en la planta de la pata
trasera derecha de los animales de este grupo provocé 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 numero de neuronas
Fos-positivas, que como hemos indicado fue la izquierda, la

contralateral a la aplicacion del estimulo doloroso somatico superficial.

A nivel INTERMEDIO (Bregma -8.88 mm) lo mas interesante fue
que, no so6lo se mantuvo sino que, se incrementé el nimero de células
marcadas en el subnucleo dIPB, manteniéndose valores
estadisticamente mas altos que en el grupo CSF en el subntcleo crlPB,

y siendo, una vez mas, inexistente en los subntucleos ilPB y vIPB.
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A nivel CAUDAL (Bregma -9.24 mm) el unico subnucleo que
siguio ofreciendo valores altos respecto del grupo CSF fue el dIPB,
volviendo el resto de subnucleos a valores practicamente basales

(fig.4.32).

4.5.- Grupo Control Dolor Neuropdtico

El grupo estimulado con dolor neuropatico mediante la
constriccion cronica del nervio ciatico, presentdo al igual que los
ejemplares estimulados con dolor nociceptivo, un incremento bilateral,
estadisticamente significativo, del numero de células Fos-positivas con
predominio contralateral. Asimismo, mientras que en los animales del
grupo CNC era el subnucleo dIPB el mas inmunorreactivo frente a Fos,
en los del grupo CNP el mayor incremento de elementos marcados lo

ofrecio el subntucleo crlPB.

A nivel INTERMEDIO (Bregma -8.88 mm) ya se produjo un
incremento notable del numero de células marcadas, a expensas del
subnucleo dIPB y crlPB, aunque sin alcanzar los valores obtenidos en el

grupo CNC.

A nivel CAUDAL (Bregma -9.24 mm) se mantuvo claramente la
elevada inmunorreactividad del subnucleo dIPB, manteniéndose
discretamente por encima de los valores basales el subnucleo crlPB

(fig.4.33).

4.6.- Grupo Pregabalina + Dolor Nociceptivo

En los animales tratados con pregabalina de forma previa a la
aplicacion de un estimulo doloroso somatico superficial pudimos

observar un patréon de distribucion de Fos similar al observado en los
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animales del grupo CNC. 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 INTERMEDIO (Bregma -8.88 mm), al igual que en el grupo
CNC, frente al descenso generalizado del marcaje en el resto de
subnucleos, en el subnucleo dIPB se increment6 el nimero 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 CSF y del mismo modo que el grupo CNC fue el dIPB (fig.4.34).

4.7.- Grupo Pregabalina + Dolor Neuropdtico

La administracion previa al estimulo nociceptivo neuropatico de
pregabalina, por via i.p., del mismo modo que en el grupo CPG, 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 INTERMEDIO (Bregma -8.88 mm) el patron de
distribucion de Fos fue en todo similar al observado en los ejemplares
del grupo CPG (gran expresion de c-fos en los subnucleos clPB y elPB),

incluida la escasa inmunorreactividad detectada en el subntcleo d1PB
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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 (fig.4.35).

Estos resultados se resumen en la tabla 4.3 y las fig.4.28 y 4.29.

Grupo Experimental

Niveles CSF CPG CNC CNP PGNC PGNP

intermedio 945 131+19 49+9 31+11  65+£11 66+13

caudal 5+4 81+13 3145 21+8 55+9 27+7

Tabla 4.3.- Media (*Desviaciéon Tipica) de células inmunorreactivas por hemiseccion

de 40 pm del LPB en los dos niveles seleccionados.
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Fig. 4.28. Dibujos realizados con ayuda de una camara clara correspondientes al nivel
Bregma —8.88 mm (Paxinos y Watson) (40) mostrando la distribucion de las neuronas
inmunorreactivas frente a Fos en el LPB, en los diferentes grupos experimentales.
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Fig. 4.29. Dibujos realizados con ayuda de una camara clara correspondientes al nivel
Bregma -9.24 mm (Paxinos y Watson) (40) mostrando la distribucién de las neuronas
inmunorreactivas frente a Fos en el LPB, en los diferentes grupos experimentales.
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Fig. 4.30. 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 (CSF), que
muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.31. 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 pregabalina (CPG), que
muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.32. Microfotografias (A) (4x) y (B) (20x) de cortes coronales a nivel del tercio
INTERMEDIO de la porcién lateral del PB de rata del grupo control dolor nociceptivo
(CNC), que muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.33. Microfotografias (A) (4x) y (B) (20x) de cortes coronales a nivel del tercio
CAUDAL de la porcion lateral del PB de rata del grupo control dolor neuropdtico (CNP),
que muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.34. Microfotografias (A) (4x) y (B) (20x) de cortes coronales a nivel del tercio
CAUDAL de la porcién lateral del PB de rata del grupo pregabalina dolor nociceptivo
(PGNC), que muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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Fig. 4.35. Microfotografias (A) (4x) y (B) (20x) de cortes coronales a nivel del tercio
INTERMEDIO de la porcién lateral del PB de rata del grupo pregabalina dolor
neuropdtico (PGNP), que muestran la inmunorreactividad frente a Fos.
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5.- Locus Coeruleus.

El locus coeruleus (LC) fue estudiado en dos niveles

rostrocaudales diferentes, situados a -9.60 mm y -9.96 mm de Bregma.

En ninguno de los grupos experimentales se observo un marcaje

asimeétrico.

5.1.- Estudio Cito e Inmunoqguimioarquitectonico

Para su delimitacion se procedio a la realizacion de 2 técnicas cito
e inmunoquimioarquitectonica (Nissl y anti-TH) en cortes seriados
consecutivos a los procesados para la deteccion inmunohistoquimica de

la proteina Fos (fig.4.36 y 4.37).
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Fig. 4.36. Microfotografias (10x) de cortes coronales a nivel del LC de rata, procesados
con la técnica de Nissl, en 2 niveles rostrocaudales diferentes: (A) nivel ROSTRAL (B)

nivel CAUDAL.
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Fig. 4.37. Microfotografias (10x) de cortes coronales a nivel del LC de rata, procesados
para la deteccién inmunocitoquimica de la enzima tyrosinhidroxilasa (TH), en 2 niveles
rostrocaudales diferentes: (A) nivel ROSTRAL (B) nivel CAUDAL.
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5.2.- Grupo Control Simulado Fisiolégico (CSF)

La expresion de c-fos en el LC de los ejemplares del grupo
simulado fue escasa pero consistente en ambos niveles rostrocaudales
(fig.4.40).

5.3.- Grupo Control Pregabalina (CPG)

La administracion de 30 mg/kg de pregabalina por via i.p. indujo
un incremento en el numero de células inmunopositivas en los 2 niveles

estudiados del LC, mucho mas intenso en el nivel caudal (fig.4.41).

5.4.- Grupo Control Dolor Nociceptivo (CNC)

La aplicacion del test de la formalina en el dorso de la pata
trasera derecha de los animales del grupo CNC provoco un incremento
generalizado del marcaje frente a Fos, observandose un numero similar
de elementos inmunorreactivos en ambos niveles rostrocaudales del LC

(fig.4.42).

5.5.- Grupo Control Dolor Neuropatico (CINP)

El grupo estimulado con dolor neuropatico mediante la
constriccion cronica del nervio ciatico, presenté al igual que los
ejemplares del grupo simulado fisiologico, un escaso numero de células

Fos-positivas, mas evidente en el nivel caudal (fig.4.43).

5.6.- Grupo Pregabalina + Dolor Nociceptivo (PGNC)

En los animales tratados con pregabalina de forma previa a la

aplicacion de un estimulo doloroso somatico superficial pudimos
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observar un patréon de distribucion de Fos similar al observado en los

animales del grupo CNC, pero de mayor magnitud (fig.4.44).

5.7.- Grupo Pregabalina + Dolor Neuropdtico

La administracion previa al estimulo nociceptivo neuropatico de
30 mg/kg de pregabalina indujo, del mismo modo que en el grupo CPG,
una fuerte inmunorreaccion bilateral frente a Fos, de predominio caudal

(fig.4.45).

Estos resultados se resumen en la tabla 4.4 y las fig.4.38 y 4.39.

Grupo Experimental

Niveles CSF CPG CNC CNP PGNC PGNP
rostral 8+4 16+8 30+12 9+7 51+15 2349
caudal 1144  48+11  25+10 745 52+13 41+10

Tabla 4.4.- Media (*Desviacién Tipica) de células inmunorreactivas por hemiseccion
de 40 um del LC en los dos niveles seleccionados.
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Fig. 4.38. Dibujos realizados con ayuda de una camara clara correspondientes al nivel
Bregma —9.60 mm (Paxinos y Watson) (40) mostrando la distribucion de las neuronas
inmunorreactivas frente a Fos en el LC, en los diferentes grupos experimentales.
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Fig. 4.39. Dibujos realizados con ayuda de una camara clara correspondientes al nivel
Bregma —9.96 mm (Paxinos y Watson) (40) mostrando la distribucién de las neuronas
inmunorreactivas frente a Fos en el LC, en los diferentes grupos experimentales.
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Fig. 4.40. Microfotografias (10x) que ilustran la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del LC a nivel de (A) Bregma -9.60 mm y (B) Bregma -9.96 mm, en ratas del
grupo control simulado (CSEF).
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Fig. 4.41. Microfotografias (10x) que ilustran la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del LC a nivel de (A) Bregma -9.60 mm y (B) Bregma -9.96 mm, en ratas del
grupo control pregabalina (CPG).
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Fig. 4.42. Microfotografias (10x) que ilustran la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del LC a nivel de (A) Bregma -9.60 mm y (B) Bregma -9.96 mm, en ratas del
grupo control dolor nociceptivo (CNC).
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Fig. 4.43. Microfotografias (10x) que ilustran la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del LC a nivel de (A) Bregma -9.60 mm y (B) Bregma -9.96 mm, en ratas del
del grupo control dolor neuropdtico (CNP).
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Fig. 4.44. Microfotografias (10x) que ilustran la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del LC a nivel de (A) Bregma -9.60 mm y (B) Bregma -9.96 mm, en ratas del
grupo pregabalina dolor nociceptivo (PGNC).
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Fig. 4.45. Microfotografias (10x) que ilustran la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del LC a nivel de (A) Bregma -9.60 mm y (B) Bregma -9.96 mm, en ratas del
grupo pregabalina dolor neuropdtico (PGNP).
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6.- Nucleo del Rafe Dorsal.

El nucleo del rafe dorsal (DR) fue estudiado en 2 niveles

rostrocaudales diferentes, situados a -7.20 mm y -8.04 mm de Bregma.

En ninguno de los grupos experimentales se observéo un marcaje

asimétrico.

6. 1.- Estudio Cito e Inmunoquimioarquitectonico

Para su delimitacion se procedi6 a la realizacion de 2 técnicas cito
e inmunoquimioarquitectonica (Nissl y anti-SHT) en cortes seriados
consecutivos a los procesados para la deteccion inmunocitoquimica de

la proteina Fos (fig.4.46 y 4.47).
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Fig. 4.46. Microfotografias (10x) de cortes coronales a nivel del DR de rata, procesados
con la técnica de Nissl, en 2 niveles rostrocaudales diferentes: (A) nivel ROSTRAL (B)

nivel CAUDAL.
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Fig. 4.47. Microfotografias (10x) de cortes coronales a nivel del DR de rata, procesados
para la deteccién inmunocitoquimica de la serotonina (5HT), en 2 niveles rostrocaudales

diferentes: (A) nivel ROSTRAL (B) nivel CAUDAL.
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6.2.- Grupo Control Simulado Fisiolégico (CSF)

En el grupo control simulado fisiologico no se observo la
induccion de inmunorreactividad frente a Fos, ni en el nivel mas rostral
de los 2 estudiados (Bregma -7.20 mm), ni en el nivel mas caudal

(Bregma -8.04 mm) en el que estudiamos el DR (fig.4.50).

6.3.- Grupo Control Pregabalina (CPG)

La administracion de pregabalina (30 mg/kg, i.p.) aumenté de
forma significativa el numero de células marcadas frente a Fos,

especialmente en el nivel rostral (Bregma -7.20 mm) (fig.4.51).

6.4.- Grupo Control Dolor Nociceptivo (CNC)

La aplicacion del test de la formalina indujo en el DR una intensa
immunorreactividad frente a Fos, mostrando una gran cantidad de
elementos marcados especialmente en la parte lateral del DR (DRL)

(fig.4.52).

6.5.- Grupo Control Dolor Neuropdtico (CNP)

La estimulacion nociceptiva mediante la constriccion créonica del
ciatico tan s6lo provoco un discreto aumento de células Fos-positivas,
en comparacion con los ejemplares del grupo CSF, en ambos niveles

rostrocaudales del DR, en las partes mas laterales (fig.4.53).

6.6.- Grupo Pregabalina + Dolor Nociceptivo (PGNC)

El tratamiento previo al estimulo doloroso nociceptivo con

pregabalina (30 mg/kg, i.p.) bloqueé la expresion de c-fos inducida por

VICENTE Luis VILLANUEVA PEREZ TESIS DOCTORAL



RESULTADOS 143

el test de la formalina de forma significativa tanto en el nivel rostral

como en el caudal del DR (fig.4.54).

6.7.- Grupo Pregabalina + Dolor Neuropatico (PGINP)

En el grupo PGNP, se observéo un aumento del numero de células
inmunorreactivas en los 2 niveles del DR estudiados en comparacion
con el grupo CNP, similar al numero de elementos marcados observados

en el grupo CPG (fig.4.55).

Estos resultados se resumen en la tabla 4.5 y las fig.4.48 y 4.49.

Grupo Experimental

Niveles CSF CPG CNC CNP PGNC PGNP
rostral 11+4 83+17 161+20 32+7 88+15 82+19
caudal 8+3 4649 150+18 28+6 51+11 41+12

Tabla 4.5. Media (+Desviacién Tipica) de células inmunorreactivas por hemiseccion de
40 pm del DR en los dos niveles seleccionados del grupo control simulado.
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Fig. 4.48. Dibujos realizados con ayuda de una camara clara correspondientes al nivel
Bregma —7.20 mm (Paxinos y Watson) (40) mostrando la distribucién de las neuronas
inmunorreactivas frente a Fos en el DR, en los diferentes grupos experimentales.
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Fig. 4.49.- Dibujos realizados con ayuda de una camara clara correspondientes al nivel
Bregma —8.04 mm (Paxinos y Watson) (40) mostrando la distribucion de las neuronas
inmunorreactivas frente a Fos en el DR, en los diferentes grupos experimentales.
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Fig. 4.50.- Microfotografia (10x) que ilustra la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del DR a nivel de (A) Bregma -7.20 mm y (B) Bregma -8.04 mm, en ratas del
grupo control simulado (CSF).
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Fig. 4.51. Microfotografia (10x) que ilustra la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del DR a nivel de (A) Bregma -7.20 mm y (B) Bregma -8.04 mm, en ratas del
grupo control pregabalina (CPG).
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Fig. 4.52. Microfotografia (10x) que ilustra la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del DR a nivel de (A) Bregma -7.20 mm y (B) Bregma -8.04 mm, en ratas del
grupo control dolor nociceptivo (CNC).
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Fig. 4.53. Microfotografia (10x) que ilustra la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del DR a nivel de (A) Bregma -7.20 mm y (B) Bregma -8.04 mm, en ratas del
grupo control dolor neuropdtico (CNP).
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Fig. 4.54. Microfotografia (10x) que ilustra la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del DR a nivel de (A) Bregma -7.20 mm y (B) Bregma -8.04 mm, en ratas del
grupo pregabalina dolor nociceptivo (PGNC).
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Fig. 4.55.- Microfotografias (10x) que ilustran la inmunorreactividad frente a Fos en
neuronas del DR a nivel de (A) Bregma -7.20 mm y (B) Bregma -8.04 mm, en ratas del
grupo pregabalina dolor neuropdtico (PGNP).

VICENTE Luls VILLANUEVA PEREZ TESIS DOCTORAL



152 RESULTADOS

ESTUDIO ESTADISTICO

7.- Estudio Estadistico del Asta Posterior de la
Médula.

7.1.- Analisis Global

En primer lugar se presentan la descriptiva (media, nimero de casos y desviacion
tipica) para las variables originales Niveles Asta Posterior Derecha (APd) y Asta Posterior
Izquierda (APi). 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 6 grupos (fig.4.56).
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Fig. 4.56.- Grdfica de las medias estimadas para cada variable dentro de cada uno de
los 6 grupos experimentales.
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Descriptivos

Interv alo de confianz para
la media al 95%
Desviacion Limite
M Media tipica Error tipico | Limite inferior | supenor Minimo Maximo
APd CSF 18 13,17 8,618 2,031 8,88 17,45 3 24
CPG 18 31,56 14,039 3,309 24 57 38,54 15 50
CNC 18 259,06 23,964 5,648 24714 270,97 225 289
CNP 18 181,89 20,939 4,935 171,48 192,30 153 210
PGNC 18 79,33 18,314 4,317 70,23 88,44 55 104
PGNP 18 5422 16,214 3,822 46,16 62,29 35 6
Total 108 103,20 90,297 8,689 85,98 120,43 3 289
APi CSF 18 15,00 7,639 1,801 11,20 18,80 5 25
CPG 18 38,78 16,770 3,953 30,44 47,12 15 60
CNC 18 83,89 20,126 4,744 73,88 93,90 52 109
CNP 18 99,50 17,463 4,116 90,82 108,18 75 125
PGNC 18 27,39 9,69% 2,285 22 57 32,21 16 40
PGNP 18 32,33 12,438 2,932 26,15 38,52 16 50
Total 108 49 48 34,310 3,30 42,94 56,03 5 125

Tabla 4.6. Descriptivos para las variables APd y APi.

Efectuamos un analisis de la varianza de un factor para las variables
APd y APi, siendo el factor el grupo experimental que presenta 6
condiciones experimentales diferentes. Los resultados se recogen en las
tablas 4.6 y 4.7, que a su vez reproduce las tablas ANOVA para las 2

variables.

Se deduce de ellas que hay diferencias significativas entre los 6
grupos experimentales para las 2 variables: APd (F=535,758; p<0,0001) y
APi (F=96,017; p<0,0001).

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
APd Inter-grupos | 840424, 741 5 | 168084,948 535,758 ,000
Intra-grupos 32000,778 102 313,733
Total 872425 519 107
APi Inter-grupos | 103885,296 5 | 20777,059 96,017 ,000
Intra-grupos 22071,667 102 216,389
Total 125956,963 107

Tabla 4.7.- Andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor para las variables APd y APL
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Puesto que el analisis detecto diferencias entre los grupos tenia
sentido realizar comparaciones multiples para determinar conjuntos
homogéneos de grupos experimentales que compartirian la misma media

(ANEXO I).

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 ultimo
que siendo el mas conservador conduce siempre a un menor numero de

conjuntos homogéneos (tablas 4.8 y 4.9).

En el Asta Posterior Derecha (APd), el método de Tukey determino
tantos subconjuntos homogéneos como grupos experimentales, es decir 6,
mientras que el de Scheffé determiné uno menos, 5:

- En los extremos de estos subconjuntos destacaron por un lado el

grupo CSF y el CPG y por el otro los grupos que recibieron sélo

estimulo doloroso (CNC y CNP).

- En el centro quedarian los grupos que recibieron Pregabalina

previa al estimulo doloroso (PGNP y PGNC).

APd
Subconjunto para alfa =.05

Grupo N 1 2 3 4 5 6
HSD de Tukey CSF 18 13,17

CPG 18 31,56

PGNP 18 54,22

PGNC 18 79,33

CNP 18 181,89

CNC 18 259,06

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Scheffe CSF 18 13,17

CPG 18 31,56

PGNP 18 54,22

PGNC 18 79,23

CNP 18 181,89

CNC 18 259,06

Sig. 094 1,000 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 armanica = 18,000.

Tabla 4.8.- Pruebas de comparaciones miltiples de Tukey y Scheffé para determinar
subconjuntos homogéneos para la variable APd.
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En el Asta Posterior Izquierda (APi), sin embargo, el método de Tukey

determino 4 subconjuntos homogéneos, y el de Scheffé 3:

- En los extremos quedaron en esta ocasion el grupo CSF por un

extremo y los grupos control dolor (CNC y CNP) por el otro.

- En el bloque central se situaron los grupos que recibieron

Pregabalina (CPG, PGNC y PGNP).

APi
Subconjunto para alfa = .05

Grupo 1 2 3 4
HSD de Tukey CSF 18 15,00

PGNC 18 27,39 27,39

PGNP 18 32,33

CPG 18 38,78

CNC 18 83,89

CNP 18 99,50

Sig. 126 195 1,000 1,000
Scheffé CSF 18 15,00

PGNC 18 27,39 27,39

PGNP 18 32,33

CPG 18 38,78

CNC 18 83,89

CNP 18 99,50

Sig. ,280 377 ,081

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

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

Tabla 4.9.- Pruebas de comparaciones miiltiples de Tukey y Scheffé para determinar

subconjuntos homogéneos para la variable APi.
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7.2.- Anadlisis 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 Kolmogoroév.

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 ANOVA y
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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7.2.a.- Analisis Parcial Analgesia: CSF v CPG

El objetivo de este analisis fue analizar el efecto que la
administracion de una dosis i.p. de 30 mg/kg de Pregabalina tendria sobre
la expresion de Fos en el Asta Posterior de la Médula Espinal. Para ello

comparamos entre si los grupos CSF y CPG.

El analisis estadistico incluy6 la obtencion de los descriptivos, la
prueba de homogeneidad de las varianzas y el analisis de la varianza de un
factor para las variables APd y APi, siendo el factor el Grupo Experimental.
De los resultados del ANOVA se deduce que hay diferencias significativas
entre los 2 grupos experimentales tanto para la variable APd (F=22.431;

p<0,0001) como para la APi (F=29.968; p<0,0001) (tabla 4.10).

En este caso, al incluir sélo 2 grupos experimentales en el analisis,
no fue necesario llevar a cabo un estudio de comparaciones multiples ni

determinar subconjuntos homogéneos.

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 (fig. 4.57).
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Descriptivos

Interv alo de confianz para
la media al 95%
Desviacion Limite
M Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimo Maximo
APd CSF 18 13,17 8,618 2,031 8,88 17,45 3 24
CPG 18 31,56 14,039 3,309 24 57 38,54 15 50
Total 36 22,36 14,790 2,465 17,36 27,37 3 50
APi CSF 18 15,00 7,639 1,801 11,20 18,80 5 25
CPG 18 38,78 16,770 3,953 30,44 47,12 15 60
Total 36 26,89 17,616 2,936 20,93 32,85 5 60

Prueba de homegeneidad de varianzas

Estadisiico
de Levene all qlz Sig.
APd 24 578 1 34 ,000
APi 17.682 1 34 000
ANCVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
APd Inter-grupos 3043, 261 1 3043,361 22431 ,000
Intra-grupos 4612 944 34 135,675
Total 7656, 306 35
APi Inter-grupos 5088, 444 1 5088,444 29,968 ,000
Intra-grupos 5773111 34 169,797
Total 10861,556 35

Tabla 4.10. Resultados del Andlisis Parcial Analgesia (CSF y CPG): Descriptivos, prueba
de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.

VICENTE LUls VILLANUEVA PEREZ TESIS DOCTORAL



RESULTADOS

159

1004

757

504

254

Numero de células inmunorreactivas frente a Fos

100

504

25+

Namero de células inmunorreactivas frente a Fos

APd
I I
CSF CPG
Grupos Experimentales
APi
I I
CSF CPG

Grupos Experimentales

Fig. 4.57. Representacion grdfica de los resultados del Andlisis Parcial Analgesia (CSF' y

CPG).

VICENTE Luis VILLANUEVA PEREZ

TESIS DOCTORAL



160 RESULTADOS

7.2.b.- Analisis Parcial Dolor: CSF, CNC y CNP

El objetivo de este analisis fue analizar el efecto que la aplicacion de
un estimulo nociceptivo de diferente naturaleza tendria sobre la expresion
de Fos en el Asta Posterior de la Médula Espinal. Para ello comparamos

entre si los grupos CSF, CNC y CNP.

El analisis estadistico incluy6 la obtencion de los descriptivos, la
prueba de homogeneidad de las varianzas y el analisis de la varianza de un
factor para las variables APd y APi, 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 APd (F=785.592;

p<0,0001) como para la APi (F=142.076; p<0,0001) (tabla 4.11).

El estudio pormenorizado de las comparaciones multiples (ANEXO II)
confirmo las diferencias al comparar cualquier grupo entre si, aunque las
diferencias siempre fueron mayores al comparar el grupo control (CSF) con
cualquiera de los grupos estimulados dolorosamente (CNC y CNP) que
cuando se compararon entre si los grupos CNC y CNP,

independientemente del método empleado, Tukey o Scheffé.

La determinacion de subconjuntos homogéneos mediante los
meétodos de Tukey y Scheffé confirmo las diferencias entre los 3 grupos

(tabla 4.12).

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 (fig. 4.58).
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Descriptivos
Interv alo de confianz para
la media al 95%
Desviacion Limite
il Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimao Maximo
APd CSF 18 13,17 8,618 2,031 8,88 17,45 3 24
CHNC 18 259,06 23,964 5,648 24714 270,97 225 289
CNP 18 181,89 20,939 4,935 171,48 192,30 153 210
Total 54 151,37 105,310 14,331 122,63 180,11 3 289
AP CSF 18 15,00 7,639 1,801 11,20 18,80 5 25
CHNC 18 83,89 20,126 4 744 73,88 93,90 52 109
CHNP 18 99,50 17,483 4116 90,82 108,18 75 125
Total 54 66,13 40,245 5,477 55,14 77N 5 125
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico
de Levene gl gl? Sig.
APd 18,587 2 51 ,000
AP 17,299 2 51 000
ANOVA
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
APd Inter-grupos | 569299,370 2 | 284649685 785,592 ,000
Intra-grupos 18479 222 51 362,338
Total 587778 593 53
AP Inter-grupos 72777 .815 2 36388,907 142 076 ,000
Intra-grupos 13062, 278 51 256,123
Total 85840,093 53

Tabla 4.11. Resultados del Andlisis Parcial Dolor (CSF, CNC y CNP): Descriptivos,
prueba de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.

VICENTE LUls VILLANUEVA PEREZ

TESIS DOCTORAL



162 RESULTADOS
Pruebas post hoc de Tukey y Scheffé
APd
Subconjunto para alfa = .05
Grupo 1 2 3
HSD de Tukey CSF 18 13,17
CNP 18 181,88
CNC 18 259,06
Siy. 1,000 1,000 1,000
Scheffé CSF 18 13.17
CNP 18 181,89
CNC 18 259,06
Sig. 1,000 1.000 1.000
Se muestran las medias para os grupos en 125 subcorjuntcs
hurnogeneos.
a. Usa e tamafio muestral de la media armdnica = 18,000.
APi
Zubconjunto para alfa = .05
Grhpo 1 2 3
HSD de Tukey CSF 18 15,00
CNC 18 83,88
CHNP 18 99,50
Sig. 1,000 1.000 1,000
Scheffé CSF 18 15,00
CHNC 18 83,88
CNP 18 899 50
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para 05 grupos en 125 subcorjuntcs

homogéneos.

a. Usa e tamafio muestral de la media arménica = 18,000,

Tabla 4.12. Resultados del Andlisis Parcial Dolor (CSF, CNC y CNP): Pruebas post-hoc
de Tukey y Scheffé de comparaciones miltiples.
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7.2.c.- Analisis Parcial Nociceptivo: CSF, CNC v PGNC

El objetivo de este analisis fue analizar el efecto que la
administracion previa de una dosis i.p. de 30 mg/kg de pregabalina
tendria sobre la expresion de Fos en el Asta Posterior de la Médula Espinal
por aplicacion de un estimulo nociceptivo (test de la formalina). Para ello

comparamos entre si los grupos CSF, CNC y PGNC.

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 APd y APi, 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 APd (F=888.500;

p<0,0001) como para la APi (F=130.644; p<0,0001) (tabla 4.13).

El estudio pormenorizado de las comparaciones multiples (ANEXO
IIl) confirm6 las diferencias al comparamos cualquier grupo entre si,
aunque las diferencias siempre fueron mayores al comparar el grupo
control (CSF) con cualquiera de los grupos estimulados dolorosamente
(CNC y PGNC) que cuando se compararon entre si los grupos CNC y
PGNC, independientemente del método empleado, Tukey o Scheffé.

La determinacion de subconjuntos homogéneos mediante los
métodos de Tukey y Scheffé confirmo las diferencias entre los 3 grupos

(tabla 4.14).

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 (fig. 4.59).
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Descriptivos

Interv alo de confianz para
la media al 95%
Desviacion Limite
il Media tipica Error tipico | Limite inferior | supenaor Minimo Maximo
APd CSF 18 13,17 8,618 2,031 8,88 17,45 3 24
CNC 18 259,06 23,964 5,648 24714 270,97 225 289
PGNC 18 79,33 18,314 4,317 70,23 88,44 55 104
Total 54 17,19 106,360 14,474 88,15 146,22 3 289
APi CSF 18 15,00 7,639 1,801 11,20 18,80 5 25
CNC 18 83,89 20,126 4,744 73,88 93,90 52 109
PGNC 18 27,39 9,69% 2,285 22 57 3221 16 40
Total 54 42 09 33,088 4,503 33,06 51,12 5 109

Prueba de homogeneldad de varlanzas

Estadistico
de Levene al1 al? Sig.
APd 20,239 2 51 ,0o0
AP 24 410 2 51 ,000
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
AFRd Inter-grupos | 582836, 704 2 | 291418 352 888 500 ,000
Intra-grupos 16727, 444 o1 327,989
Total 590564, 148 53
APi Inter-grupos 48548 431 2 24274 241 130,644 ,000
Intra-grupos 9476,056 o1 185,805
Total 58024 537 53

Tabla 4.13. Resultados del Andlisis Parcial Nociceptivo (CSF, CNC y PGNC):
Descriptivos, prueba de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.
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Pruebas post hoc de Tukey y Scheffé

APd
Subccnjunto para alfa = .05

Grupo N 1 2 3
HSD de Tukey® CSF 18 13,17

PGNC 18 79,33

CHNC 18 259 06

Sig. 1,000 1,000 1,000
Scheffé ca 18 1317

PGNC 18 79,33

CNC 18 259 (06

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

homogéneos.

a. Usa el Larmalo mueslia de la media aimonica — 18,000,

APi
Subconjunto para alfa = .05

Gnipo N 1 2 3
HSD de Tukey CSF 18 15,00

PGNC 18 27,39

CNG 18 43,89

Sig. 1,000 1,000 1,000
Scheffé CSF 18 15,00

PCNC 18 27,39

CNC 18 3,89

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

homogéneas.
a. Usa 2l tamafio muestral de |z mecia armanica = 18,000

Tabla 4.14. Resultados del Andlisis Parcial Nociceptivo (CSF, CNC y PGNC): Pruebas
post-hoc de Tukey y Scheffé de comparaciones multiples.
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7.2.d.- Analisis Parcial Neuropatico: CSF, CNP v PGNP

El objetivo de este analisis fue analizar el efecto que la
administracion previa de una dosis i.p. de 30 mg/kg de pregabalina cada 8
horas durante tendria sobre la expresion de Fos en el Asta Posterior de la
Médula Espinal por aplicacion de un estimulo neuropatico (constriccion
cronica del ciatico). Para ello comparamos entre si los grupos CSF, CNP y

PGNP.

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 APd y APi, 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 APd (F=539.012;

p<0,0001) como para la APi (F=207.649; p<0,0001) (tabla 4.15).

El estudio pormenorizado de las comparaciones multiples (ANEXO
IV) confirmé las diferencias al comparamos cualquier grupo entre si,
aunque las diferencias siempre fueron mayores al comparar el grupo
control (CSF) con cualquiera de los grupos estimulados dolorosamente
(CNP y PGNP) que cuando se compararon entre silos grupos CNP y PGNP,

independientemente del método empleado, Tukey o Scheffé.

La determinacion de subconjuntos homogéneos mediante los
meétodos de Tukey y Scheffé confirmo las diferencias entre los 3 grupos

(tabla 4.16).

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 (fig. 4.60).
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Descriptivos
Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
il Media tipica Emor tipico | Limite inf erior | superior Minimo Maximo
APd CSF 18 13,17 8,618 2031 8,88 17,45 3 24
CNP 18 181,89 20,939 4935 171,48 192,30 153 210
PGNP 18 54,22 16,214 3,822 46,16 62,29 35 75
Total 54 83,00 74,212 10,099 62 84 103,35 3 210
AP CSF 18 15,00 7,639 1,801 11,20 18,80 5 25
CNP 18 99,50 17,463 4116 90,82 108,18 75 125
PGNP 18 32,33 12,438 2932 26,15 38,52 16 50
Total 54 4894 38,977 5,304 38,31 59,58 5 125
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico
de Levene gl g2 Sig.
APd 17,544 2 51 ,000
AP 12,743 2 51 000
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
APd Inter-grupos | 278709, 148 2 | 139354,574 539,012 ,000
Intra-grupos 13185, 389 51 258537
Total 291894 537 53
AP Inter-grupos 71712333 2 35856, 167 207,649 ,000
Intra-grupos 8806, 500 51 172,676
Total 80518,833 53

Tabla 4.15. Resultados del Andlisis Parcial Neuropdtico (CSF, CNP y PGNP):

Descriptivos, prueba de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.
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Pruebas post hoc de Tukey y Scheffé
APd
Subconjunto para alfa = .05
(Grupo M 1 2 3
HSD de Tuke® CSF 18 13,17
PGNP 18 5422
CNP 18 181,89
Sig. 1,000 1,000 1,000
Schet té (el y 18 13,17
PGNP 18 5422
CNP 18 181,89
Sig. 1,000 1,000 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntcs
homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral ce la media arménica = 18,000,
AP
Subconjunto para alfa = .05
Grupo M 1 2 3
HSD de Tukey CSF 18 15,00
PGNP 18 3233
CNP 18 99 :0
Sig. 1,000 1,000 1,000
Scheffa CSF 18 15,00
PGNP 18 32,33
CNP 18 89 F0
Sig. 1,000 1,000 1,000
Se muestran las medias para os gupos en los subcorjuntcs

homogéneos.

a. Usa o tamarfio mucstral de la media armonica = 18,000,

Tabla 4.16. Resultados del Andlisis Parcial Neuropdtico (CSF, CNP y PGNP): Pruebas

post-hoc de Tukey y Scheffé de comparaciones multiples.
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7.2.e.- ANEXO I: Analisis Global

Comparaciones multiples

Interv alo de confianza al
95%

Dif erencia de L mite

Variable deperdiente 1) Grupo  (J)Grupo | medias (I-J) | Errortipico Sig. Limite inferior | superor
APd HSD de Tukey CSF CPG -18,389* 5,904 028 -35,54 1,24
CHNC 245,859 5,904 ,000 -263, 04 228,74
CHNP -1€8,722*% 5,904 ,000 -185,87 151,57
PGNC £6,167* 5,904 ,000 -83,32 49,02
PGNP -41,056* 5,904 ,000 -58,20 2391
CPG Csk 18,339* 5,904 ,028 1,24 35,54
CNC -227,500% 5,904 ,000 -244 B5 210,35
CHNP -1£0,333* 5,904 ,000 -167,48 133,18
PGNGC 47,778 5,904 ,000 64,93 30,63
PGNP 22 B3T* 5,904 ,003 -39,82 5,52
CNC CSF 245 0997 5,904 ,000 220,74 263,04
CPG 257 5007 5,904 ,000 210,35 24465
CHP 77,187% 5,904 ,000 80,02 94,32
PGNC 179,722% 5,904 ,000 162,57 196,87
PGNP 204,833% 5,904 ,000 187,68 221,98
CNP CSF 168,777% 5 94 onn 151,57 185,87
CPG 1£0,333* 5,904 000 133,18 167,48
CHNC -77.167* 5,904 000 -94 32 60,02
PGNC 102 556* 5,904 ,000 85,41 119,70
PGNP 127 657" 5,904 ,000 110,52 144 82
PGNC CSF €6,167* 5,904 ,000 49,02 83,32
CPG 47778 5,904 ,000 30,63 64,93
CHNC -179,722*% 5,904 ,000 -196,87 162,57

CHNP -102,556* 5,904 ,000 -119,70 8541
PGNP 25,111% 5,904 ,001 7,96 4226
PGNP CSF 41,0567 4.9)4 ) 23,91 by 20
CPG 22,657 5,904 ,003 5,52 39,82
CHC -204,833" 5,904 ,000 221,98 -187,68
CHP 127,657 5,904 ,000 -144 82 410,52
PGNGC 25,111* 5,904 001 42,26 7,96
Schaffé CSF CPG -18,339 5,004 ,004 -38,42 1,65
cHC 245,880% 5,904 ,000 265,93 22585
CHNP -1€8,722* 5,904 ,000 -188,76 148,69
PGNG £6.157* 5,904 ,000 -86,20 46,13
PGNP -41,056* 5,904 000 -61,09 21,02
CPG CSF 18,339 5,904 094 -1,65 38,43
CHNC -227.500% 5,904 000 -247 54 207 46
CNP -1£0,333% 5,904 ,000 -170,37 -130,30
PGNC A7 778* 5,904 ,000 -67,81 27,74
PGNP 22 B5T* 5,904 ,016 -42.70 2,63
CNC CSF 245 839* 5,904 ,000 225,85 265,93
CPG 227 500% 5,904 ,000 207,46 247 54
CHNP 17157 5,904 ,000 57,13 97,20
PGNG 179 722% 5,904 ,000 159,69 199,76
PGNP 204,833 b, 904 ,ouo 184,80 22481
CNP CS3F 168,722* 5,904 ,000 148,69 188,76
CPG 1£0,333" 5,904 ,000 130,30 170,37
CHNC 77.157* 5,904 ,000 97,20 57,13
PGNGC 102,556% 5,904 ,000 82,52 122,59
PGNP 127,857 5,004 ,000 107,63 147,70
PGNC CSF €6,157* 5,904 ,000 46,13 86,20
CPG 47,778* 5,904 ,000 27,74 67,81
CHC 179,729% 5 94 0nn 199 76 15969
CNP -102,556* 5,904 000 -122.59 82,52
PGNP 25.111% 5,904 005 5,07 45 15
PGNP CSF 41,056 5,904 ,000 21,02 61,09
CPG 22,657 5,904 ,016 2,63 42,70
CHNC 204,833 5,904 ,000 -224 87 -184,80
CHNP -127 657 5,904 ,000 -147.70 107,63
PGNC 25 111% 5,904 ,005 -45.15 5,07
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APi HSD de Tukey CSF CPG 23778 4,903 ,000 -38,02 -9,54
CNC -68,889* 4,903 ,000 83,13 -54,65

CNP -84,500* 4,903 ,000 98,74 -70,26

PGNC -12,389 4903 126 -26,63 1,85

PGNP -17,333* 4,903 ,008 31,58 -3,09

CPG CSF 23,778* 4,903 ,000 954 38,02
CNC -45111* 4,903 .000 -59.35 -30.87

CNP -60,799* 4903 0nn -74.9A -4R 48

PGNC 11,389 4,903 195 2,85 25,63

PGNP 6,444 4,903 777 7,80 20,69

CNC Csk 68,889* 4,903 ,000 54,65 83,13
CPG 45111* 4,903 ,000 30,87 59,35

CNP -15,611* 4,903 023 29,85 1,37

PGNC 56,500* 4903 ,000 4226 70,74

PGNP 51,556* 4,903 ,000 37,31 65,80

CNP CSF 84,500* 4,903 ,000 70,26 98,74
CPG 60,722 4,903 ,000 46,48 74,96

CNC 15,611* 4,903 023 1,37 29,85

PGNC 72,111* 4,903 ,000 57,87 86,35

PGNP 67,167* 4,903 ,000 52,92 81,41

PGNC CSF 12,389 4903 126 -1,85 26,63
CPG 11,389 4,903 195 25,63 2,85

CNC -56,500* 4,900 ,000 70,74 -42,26

CNP -72111* 4903 ,000 -86,35 -57,87

PGNP -4,944 4,903 914 -19,19 9,30

PGNP CSF 17,333* 4,903 ,008 3,09 31,58
CPG -6,444 4903 T77 -20,69 7.80

CNC -51,556* 4903 000 -65,80 -37,31

CNP -67,167* 4,903 ,000 81,41 52,92

PGNC 4944 4903 914 -9,30 19,19

Scheffe CSF CPG -23778* 4903 1001 -40,42 714
CNC -68,889* 4,903 ,000 -85,53 -52,25

CNP -84,500* 4903 ,000 -101,14 -67,86

PGNC -12,389 4903 280 -29,03 425

PGNP -17,333* 4,903 035 -33,97 -69

CrG cor 23778° 4,903 ,001 7.14 40,42
CNE -45111* 4,002 ,000 61,75 28,47

CNP -60,722* 4,903 ,000 77,36 -44,08

FPGNC 11,389 4903 377 -5,25 28,03

PGNP 6,444 1,002 e84 410,20 23,00

CNC CSF 68.889* 4903 ,000 5225 85.53
CPG 45111 4903 ,000 28,47 61,75

CNP -15,611 4,903 081 32,25 1,03

PGNC 56.500* 4903 .000 39.86 73.14

PCNP 51,556+ 4,903 ,000 34,91 60,20

CNP CSF 84,500* 4,903 ,000 67,86 101,14
CPG 60,722 4,903 ,000 44,08 77,36

CNGC 19,611 4903 081 21,03 32,25

PGNC 72,111* 4,902 ,000 55,47 88,75

PGNP 67.167* 4,903 000 50,53 83.81

PGNC CSF 12,389 4903 280 -4.25 29,03
cre -11,389 4,903 377 28,03 5,25

CNC -56,500* 4,903 ,000 73,14 -39,86

CNP -72111* 4,903 .000 -88.75 -55.47

PGNP -4,944 4,903 960 21,59 11,70

PGNP CSF 17,333* 4,903 035 69 33,97
CPG 65,444 4,903 884 23,08 10,20

CNC 51 ,556* 4903 0nn 820 24,01

CNP -67,167* 4,903 ,000 83,81 -50,53

PGNC 4944 4,903 960 -11,70 21,59

*.La diferencla de medlas es significativa al nivel .05.
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7.2.f.- ANEXO II: Analisis Parcial Dolor

Comparaciones multiples

Interv alo de confianz al
gh%

Dif erencia de Limte

Variable dependicnte (1) Grpo (J) Gupo | medias (I-J) | Errortipico Sig. Limite in‘erior | superior
APd HSD de Tukey CSF CNC -245,889* 6,345 ,000 -261,21 -230,57
CNP -168,722* 6,345 ,000 -184,04 -153.4"
CNC CSF 245 889* 6,345 000 230,57 261,2°
CNP 77,167 6.345 .000 61,85 92,48
CHNP CSF 168,722% 6,345 ,000 153,41 184,04
CNC -7 1677 6,345 ,000 -92,48 61,85
Scheffé CSF CNC -245 889" 6,345 ,000 -261,89 229,89
CNP -168,722* 6,345 ,000 -184,72 -152,72
CNC CSF 245,889° 6,345 ,000 229,89 261,89
CNF 77,167 6,345 ,000 61,17 93,17
CNFP CSF 168, 1227 6,345 Ludu 142,12 184,72
CNC -T7167" 6,345 ,000 -93.17 £1,17

AP H3ZD de Tukey C3SF CHNC 68,8897 5,335 ,000 -81,77 -55,0°
CHNP? 84,500 5,335 ,000 -97,38 -71,62
CNC CSsF 50,8097 5,305 ,000 56,1 81,77
CNP 16,611F 5,335 ,014 28,79 2,73
CNP CsF 84,5007 5,335 ,000 71,62 97,38
CNG 15,611F 5,335 ,014 2,73 23 49
Scheffé CSF CNC 58,8897 5,335 ,000 -82.34 -b5,44
CNP 84,5007 5,335 ,000 -97.95 -71,05
CNC CSF 58,8897 5,335 000 55,44 82,34
CNP 156117 5,335 019 -29,06 2,16
CHNP CSF 84 5007 5,335 ,000 71,05 97,95
CNC 15,6117 5,335 ,019 2,16 29,06

*. La diferencia de medizs es significativa al niv el .05,
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7.2.g.- ANEXO III: Analisis Parcial Nociceptivo

Comparaciones multiples

Interv alo de confianza al
05%

Dif erencia de L mite

Variable deperdiente 1) Grupo  (J)Grupo | medias (I-J) | Errortipico Sig. Limite inferior | superor
APd HSD de Tukey  CSF CHNC -245,839* 6,037 ,000 -260, 46 231,32
PGNC £6,167* 6,037 ,000 -80,74 51,59
CNC CSF 245 839* 6,037 ,000 231,32 260,46
PGNC 179 722% 6,037 ,000 165,15 194,29
PGNC CSF €6,167* 6,037 ,000 51,59 80,74
CHNC 149, 1227 8,03/ oo -194,29 -165,15
Scheffé CSF CHNC -245 839~ 8,03/ oo =261, 11 23061
PGHNC £6,157 6,037 ,000 -81,39 -50,95

CNGC csr 245,839 6,037 ,000 230,67 261,11
PGNC 179,722* 6,037 ,000 164,50 194,94
PGNC CSF €6,157* 6,037 ,000 50,95 81,29
CHNC 179,722% 6,037 ,000 194,94 164,50
APi HSD de Tukey CSF CHNC £8,830% 4,544 ,000 79,86 57,92
PGNC 12 339* 4 FA4 023 73,36 1,42
CNC CSF £8,839% 4 544 000 57,92 79,86
PGNC £6,500% 4 544 000 4553 67,47
PGNC CSF 12,339 4 544 023 1,42 23,36
CHNC -£6,500% 4 544 ,000 -67,47 4553
Schaffé CSF CHC £8,839* 4 544 ,000 -80,35 57,43
PGNC -12,339* 4 544 ,031 -23,85 - 93
CNC CSF £8,830% 4 544 ,000 57.43 80,35
PGNC £6,500% 4 544 ,000 45,04 67,96
PGNC CSF 12,339* 4 544 ,031 93 23,85
CHNC -£8, 5007 4,944 oo 51,96 45,04

. Ladiferencia de medias es significativa al niv el .05,
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7.2.h.- ANEXO IV: Analisis Parcial Neuropatico

Comparaciones multipl es

Interv alo de confianza al
95%

Dif erencia de L mite

Variable deperdiente 1) Grupo  (J) Grupo | medias (I-J)} | Errortipico Sig. Limite inferior | superor
Ald 115D de Tukey CSI CHIP -1€8,722* 5,360 ,000 -181,66 -155,78
PGNP -41,056* 5,330 ,000 -53,99 20,12
CNP CSF 1€8,722% 5,350 ,000 166,78 181,66
PGNP 127,657* 5,360 ,000 114,73 140,60
PGMP CSF 41,056* 5,380 ,000 2812 53,99
CHNP -127 657* 5,360 ,000 -140,60 114,73

Scheffé CSF CNP -1€8,722*% 5,350 000 -182.24 155,21
PGNP -41,056* 5,360 .000 -54,57 -27.54
CNP CSF 1€8,722* 5,30 ,000 155,21 182,24
PGNP 127 657 5,30 ,000 114,15 141,18
PGNP CSF 41,056 5,350 ,000 27,54 54,57
CNP -127 657 5,350 ,000 -141,18 114,15
APi HSD de Tukey CSF CHNP -£4 500* 4,330 ,000 -95,07 -73,93
PGNF -17,333* 4,330 ,001 -27,91 6,76
CNP CSk £4 5007 4,330 ,000 73,93 95,07
PGNP €7,157* 4,330 ,000 56,59 77,74

PGNF C3F 17,333 4,380 ,001 6,76 27,91
CHP €7,157* 4,330 ,000 77,74 56,59
Scheffe CSF CHNP -£4,500% 4,300 ,000 -95,54 -73,46
PGNP 17,333* 4,330 ,001 -28,38 6,29
CNP CSF €4,500* 4,380 ,000 73,16 95,61

PGNP E7,157* 4,330 ,000 56,12 78,21
PGNP CSF 17,333* 4 280 om £,29 28 28
CNP £7,167* 4,330 ,000 -78,21 56,12

* Ladiferencia de medias es significativa al niv el 05,
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8.- Estudio Estadistico del Nucleo del Tracto

Solitario.

8.1.- Analisis Global

En primer lugar se presentan la descriptiva (media, nimero de casos y desviacion
tipica) para las variables originales Niveles Intermedio (NTSi) y Caudal (NTSc). 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 6

grupos (fig. 4.61).
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CSF CPG CNC CHP PGHC PGHP

Grupos Experimentales

Nidmero de células inmunorreactivas frente a Fos

Fig. 4.61. Grdfica de las medias estimadas para cada variable dentro de cada uno de
los 6 grupos experimentales.
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Descriptivos

Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico [ Limite inferior | superior Minimo Maximo
NTSi CSF 18 10,61 3,987 ,940 8,63 12,59 6 16
CPG 18 74,72 16,666 3,928 66,43 83,01 55 95
CNC 18 7,89 5,121 1,207 5,34 10,44 2 14
CNP 18 24,11 6,623 1,561 20,82 27,40 15 35
PGNC 18 64,94 15,824 3,730 57,08 72,81 45 85
PGNP 18 61,94 13,918 3,280 55,02 68,87 45 80
Total 108 40,70 29,624 2,851 35,05 46,35 2 95
NTSc CSF 18 10,11 5,930 1,398 7,16 13,06 3 17
CPG 18 105,56 15,302 3,607 97,95 113,16 85 124
CNC 18 12,89 7,267 1,713 9,28 16,50 4 22
CNP 18 17,83 5,371 1,266 15,16 20,50 10 24
PGNC 18 68,17 11,809 2,783 62,29 74,04 55 83
PGNP 18 88,28 11,970 2,821 82,33 94,23 75 105
Total 108 50,47 39,938 3,843 42,85 58,09 3 124

Tabla 4.17. Descriptivos para las variables NTSi y NTSc.

Efectuamos un analisis de la varianza de un factor para las variables
NTSi y NTSc, siendo el factor el grupo experimental que presenta 6
condiciones experimentales diferentes. Los resultados se recogen en las
Tablas 4.17 y 4.18, que a su vez reproduce las tablas ANOVA para las 2

variables.

Se deduce de ellas que hay diferencias significativas entre los 6
grupos experimentales para las 2 variables: NTSi (F=119,083; p<0,0001) y
NTSc (F=302,802; p<0,0001).

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
NTSi  Inter-grupos 80167,185 5 | 16033,437 119,083 ,000
Intra-grupos 13733,333 102 134,641
Total 93900,519 107
NTSc Inter-grupos | 159900,306 5 | 31980,061 302,802 ,000
Intra-grupos 10772,611 102 105,614
Total 170672,917 107

Tabla 4.18. Andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor para las variables NTSi y
NTSc.
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Puesto que el analisis detecto diferencias entre los grupos tenia
sentido realizar comparaciones multiples para determinar conjuntos
homogéneos de grupos experimentales que compartirian la misma media

(ANEXO I).

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 ultimo
que siendo el mas conservador conduce siempre a un menor numero de

conjuntos homogéneos (tabla 4.19 y 4.20).

En el nivel Intermedio del Nucleo del Tracto Solitario (NTSi), el
método de Tukey determiné hasta 4 subconjuntos homogéneos, mientras
que el de Scheffé determino tan solo 3:

- En los extremos de estos subconjuntos destacaron por un lado el

grupo CSF y el CNC y por el otro los grupos que recibieron

Pregabalina (CPG, PGNC y PGNP).

- En el centro quedaria el grupo CNP.

NTSI
Subconjunto para alfa = .05

Grupo N 1 2 3 4
HSD de Tuke» CNC 18 7,89

CSF 18 10,61

CNP 18 24,11

PGNP 18 61,94

PGNC 18 64,94 64,94

CPG 18 74,72

Sig. ,981 1,000 ,971 ,126
Scheffé& CNC 18 7,89

CSF 18 10,61

CNP 18 24,11

PGNP 18 61,94

PGNC 18 64,94

CPG 18 74,72

Sig. ,992 1,000 ,062

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

Tabla 4.19. Pruebas de comparaciones multiples de Tukey y Scheffé para determinar
subconjuntos homogéneos para la variable NTSi.
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A nivel Caudal del Nucleo del Tracto Solitario (NTSc), tanto el método

de Tukey como el de Scheffé determinaron 5 subconjuntos homogéneos:

- En los extremos quedaron en esta ocasion los grupos CSF, CNC y

CNP por un extremo y el grupo CPG por el otro.

- En el bloque central se situaron los grupos que recibieron

Pregabalina previa al estimulo doloroso (PGNC y PGNP).

NTSc
Subconjunto para alfa = .05

Grupo 1 2 3 4
HSD de Tukey CSF 18 10,11

CNC 18 12,89

CNP 18 17,83

PGNC 18 68,17

PGNP 18 88,28

CPG 18 105,56

Sig. ,223 1,000 1,000 1,000
Scheffé& CSF 18 10,11

CNC 18 12,89

CNP 18 17,83

PGNC 18 68,17

PGNP 18 88,28

CPG 18 105,56

Sig. 412 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 arménica = 18,000.

Tabla 4.20. Pruebas de comparaciones miltiples de Tukey y Scheffé para determinar
subconjuntos homogéneos para la variable NTSc.
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8.2.- Analisis 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 Kolmogoroév.

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 ANOVA y
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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8.2.a.- Analisis Parcial Analgesia: CSF v CPG

El objetivo de este analisis fue analizar el efecto que la
administracion de una dosis i.p. de 30 mg/kg de pregabalina tendria sobre
la expresion de Fos en el Nucleo del Tracto Solitario. Para ello comparamos

entre si los grupos CSF y CPG.

El analisis estadistico incluy6 la obtencion de los descriptivos, la
prueba de homogeneidad de las varianzas y el analisis de la varianza de un
factor para las variables NTSi y NTSc, siendo el factor el Grupo
Experimental. De los resultados del ANOVA se deduce que hay diferencias
significativas entre los 2 grupos experimentales tanto para la variable NTSi
(F=251.955; p<0,0001) como para la NTSc (F=608.872; p<0,0001) (tabla
4.21).

En este caso, al incluir solo 2 grupos experimentales en el analisis,
no fue necesario llevar a cabo un estudio de comparaciones multiples ni

determinar subconjuntos homogéneos.

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 (fig. 4.62).
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Descriptivos
Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimo Maximo
NTSi CSF 18 10,61 3,987 ,940 8,63 12,59 6 16
CPG 18 74,72 16,666 3,928 66,43 83,01 55 95
Total 36 42,67 34,634 5,772 30,95 54,39 6 95
NTSc CSF 18 10,11 5,930 1,398 7,16 13,06 3 17
CPG 18 105,56 15,302 3,607 97,95 113,16 85 124
Total 36 57,83 49,732 8,289 41,01 74,66 3 124
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
NTSi 83,384 1 34 ,000
NTSc 62,333 1 34 ,000
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
NTSi  Inter-grupos 36992,111 1| 36992,111 251,955 ,000
Intra-grupos 4991,889 34 146,820
Total 41984,000 35
NTSc  Inter-grupos 81986,778 1| 81986,778 608,872 ,000
Intra-grupos 4578,222 34 134,654
Total 86565,000 35

Tabla 4.21. Resultados del Andlisis Parcial Analgesia (CSF y CPG): Descriptivos, prueba

de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.

VICENTE LUls VILLANUEVA PEREZ

TESIS DOCTORAL



184

RESULTADOS

150

1254

1005

504

259

Niumero de células inmunorreactivas frente a Fos

150

1259

1004

504

254

Numero de células inmunorreactivas frente a Fos

NTSi
] ‘ I
CSF CPG
Grupos Experimentales
NTSc
] I
CSF CPG

Grupos Experimentales

Fig. 4.62. Representacion grdfica de los resultados del Andlisis Parcial Analgesia (CSF y

CPG).
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8.2.b.- Analisis Parcial Dolor: CSF, CNC y CNP

El objetivo de este analisis fue analizar el efecto que la aplicacion de
un estimulo nociceptivo de diferente naturaleza tendria sobre la expresion
de Fos en el Nucleo del Tracto Solitario. Para ello comparamos entre si los

grupos CSF, CNC y CNP.

El analisis estadistico incluy6 la obtencion de los descriptivos, la
prueba de homogeneidad de las varianzas y el analisis de la varianza de un
factor para las variables NTSi y NTSc, 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 NTSi

(F=47.394; p<0,0001) como para la NTSc (F=7.072; p<0,0001) (tabla 4.22).

El estudio pormenorizado de las comparaciones multiples (ANEXO II)
confirmo las diferencias al comparar cualquier grupo entre si, aunque las
diferencias siempre fueron mayores al comparar el grupo control (CSF) con
cualquiera de los grupos estimulados dolorosamente (CNC y CNP) que
cuando se compararon entre si los grupos CNC y CNP,

independientemente del método empleado, Tukey o Scheffé.

La determinacion de subconjuntos homogéneos mediante los
meétodos de Tukey y Scheffé confirmo las diferencias entre los 3 grupos

(tabla 4.23).

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 (fig. 4.63).
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Descriptivos

Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimo Maximo
NTSi CSF 18 10,61 3,987 ,940 8,63 12,59 6 16
CNC 18 7,89 5121 1,207 5,34 10,44 2 14
CNP 18 24,11 6,623 1,561 20,82 27,40 15 35
Total 54 14,20 8,879 1,208 11,78 16,63 2 35
NTSc CSF 18 10,11 5,930 1,398 7,16 13,06 3 17
CNC 18 12,89 7,267 1,713 9,28 16,50 4 22
CNP 18 17,83 5,371 1,266 15,16 20,50 10 24
Total 54 13,61 6,918 ,941 11,72 15,50 3 24

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
NTSi 3,232 2 51 ,048
NTSc 4,289 2 51 ,019
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
NTSi Inter-grupos 2716,926 2 1358,463 47,394 ,000
Intra-grupos 1461,833 51 28,663
Total 4178,759 53
NTSc Inter-grupos 550,778 2 275,389 7,072 ,002
Intra-grupos 1986,056 51 38,942
Total 2536,833 53

Tabla 4.22. Resultados del Andlisis Parcial Dolor (CSF, CNC y CNP): Descriptivos,
prueba de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.
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Pruebas post hoc de Tukey y Scheffé

NTSi
Subconjunto para alfa
=.05
Grupo N 1 2
HSD de Tukey# CNC 18 7,89
CSF 18 10,61
CNP 18 24,11
Sig. ,288 1,000
Scheffé& CNC 18 7,89
CSF 18 10,61
CNP 18 24,11
Sig. ,321 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica =
18,000.
NTSc
Subconjunto para alfa
=.05
Grupo N 1 2
HSD de Tukey} CSF 18 10,11
CNC 18 12,89 12,89
CNP 18 17,83
Sig. ,382 ,054
Scheffé& CSF 18 10,11
CNC 18 12,89 12,89
CNP 18 17,83
Sig. ,416 ,069
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

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

Tabla 4.23. Resultados del Andlisis Parcial Dolor (CSF, CNC y CNP): Pruebas post-hoc
de Tukey y Scheffé de comparaciones miltiples.
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Fig. 4.62. Representacion grdfica de los resultados del Andlisis Parcial Dolor (CSF, CNC

y CNP).

VICENTE LUls VILLANUEVA PEREZ

TESIS DOCTORAL



RESULTADOS 189

8.2.c.- Analisis Parcial Nociceptivo: CSF, CNC v PGNC

El objetivo de este analisis fue analizar el efecto que la
administracion previa de una dosis i.p. de 30 mg/kg de pregabalina
tendria sobre la expresion de Fos en el Nucleo del Tracto Solitario por
aplicacion de un estimulo nociceptivo (test de la formalina). Para ello

comparamos entre si los grupos CSF, CNC y PGNC.

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 NTSi y NTSc, 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 NTSi
(F=191.207; p<0,0001) como para la NTSc (F=254.619; p<0,0001) (tabla
4.24).

El estudio pormenorizado de las comparaciones multiples (ANEXO
III) confirm6 las diferencias al comparamos cualquier grupo entre si,
aunque las diferencias siempre fueron mayores al comparar el grupo
control (CSF) con cualquiera de los grupos estimulados dolorosamente
(CNC y PGNC) que cuando se compararon entre si los grupos CNC y
PGNC, independientemente del método empleado, Tukey o Scheffé.

La determinacion de subconjuntos homogéneos mediante los
meétodos de Tukey y Scheffé confirmo las diferencias entre los 3 grupos

(tabla 4.25).

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 (fig. 4.63).
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Descriptivos

Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimo Méaximo
NTSi CSF 18 10,61 3,987 ,940 8,63 12,59 6 16
CNC 18 7,89 5,121 1,207 5,34 10,44 2 14
PGNC 18 64,94 15,824 3,730 57,08 72,81 45 85
Total 54 27,81 28,238 3,843 20,11 35,52 2 85
NTSc CSF 18 10,11 5,930 1,398 7,16 13,06 3 17
CNC 18 12,89 7,267 1,713 9,28 16,50 4 22
PGNC 18 68,17 11,809 2,783 62,29 74,04 55 83
Total 54 30,39 28,307 3,852 22,66 38,12 3 83

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
NTSI 70,437 2 51 ,000
NTSc 15,412 2 51 ,000
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
NTSi Inter-grupos 37289,148 2 18644,574 191,207 ,000
Intra-grupos 4973,000 51 97,510
Total 42262,148 53
NTSc Inter-grupos 38602,778 2 19301,389 254,619 ,000
Intra-grupos 3866,056 51 75,805
Total 42468,833 53

Tabla 4.24. Resultados del Andlisis Parcial Nociceptivo (CSF, CNC y PGNC):
Descriptivos, prueba de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.
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Pruebas post hoc de Tukey y Scheffé

NTSi
Subconjunto para alfa
=.05
Grupo N 1 2
HSD de Tukey CNC 18 7,89
CSF 18 10,61
PGNC 18 64,94
Sig. ,688 1,000
Scheffé& CNC 18 7,89
CSF 18 10,61
PGNC 18 64,94
Sig. , 712 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica =
18,000.
NTSc
Subconjunto para alfa
=.05
Grupo N 1 2
HSD de Tukey» CSF 18 10,11
CNC 18 12,89
PGNC 18 68,17
Sig. ,607 1,000
Scheffé& CSF 18 10,11
CNC 18 12,89
PGNC 18 68,17
Sig. ,635 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafo muestral de la media armoénica =

18,000.

Tabla 4.25. Resultados del Andlisis Parcial Nociceptivo (CSF, CNC y PGNC): Pruebas
post-hoc de Tukey y Scheffé de comparaciones multiples.
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Fig. 4.63. Representacion grdfica de los resultados del Andlisis Parcial Nociceptivo (CSF,

CNC y PGNC).
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8.2.d.- Analisis Parcial Neuropatico: CSF, CNP v PGNP

El objetivo de este analisis fue analizar el efecto que la
administracion previa de una dosis i.p. de 30 mg/kg de pregabalina cada 8
horas durante tendria sobre la expresion de Fos en el Nucleo del Tracto
Solitario por aplicacion de un estimulo neuropatico (constriccion cronica

del ciatico). Para ello comparamos entre si los grupos CSF, CNP y PGNP.

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 NTSi y NTSc, 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 NTSi
(F=150.860; p<0,0001) como para la NTSc (F=483.332; p<0,0001) (tabla
4.26).

El estudio pormenorizado de las comparaciones multiples (ANEXO
IV) confirmé las diferencias al comparamos cualquier grupo entre si,
aunque las diferencias siempre fueron mayores al comparar el grupo
control (CSF) con cualquiera de los grupos estimulados dolorosamente
(CNP y PGNP) que cuando se compararon entre silos grupos CNP y PGNP,

independientemente del método empleado, Tukey o Scheffé.

La determinacion de subconjuntos homogéneos mediante los
meétodos de Tukey y Scheffé confirmo las diferencias entre los 3 grupos

(tabla 4.27).

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 (fig. 4.64).
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Descriptivos
Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimo Maximo
NTSi CSF 18 10,61 3,987 ,940 8,63 12,59 6 16
CNP 18 24,11 6,623 1,561 20,82 27,40 15 35
PGNP 18 61,94 13,918 3,280 55,02 68,87 45 80
Total 54 32,22 23,713 3,227 25,75 38,69 6 80
NTSc CSF 18 10,11 5,930 1,398 7,16 13,06 3 17
CNP 18 17,83 5,371 1,266 15,16 20,50 10 24
PGNP 18 88,28 11,970 2,821 82,33 94,23 75 105
Total 54 38,74 36,424 4,957 28,80 48,68 3 105
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
NTSI 35,492 2 51 ,000
NTSc 48,929 2 51 ,000
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
NTSi Inter-grupos 25492,333 2 12746,167 150,860 ,000
Intra-grupos 4309,000 51 84,490
Total 29801,333 53
NTSc Inter-grupos 66792,481 2 33396,241 483,332 ,000
Intra-grupos 3523,889 51 69,096
Total 70316,370 53

Tabla 4.26. Resultados del Andlisis Parcial Neuropdtico (CSF, CNP y PGNP):
Descriptivos, prueba de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.
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Pruebas post hoc de Tukey y Scheffé

NTSi
Subconjunto para alfa = .05

Grupo 1 2 3
HSD de Tukey CSF 18 10,61

CNP 18 24,11

PGNP 18 61,94

Sig. 1,000 1,000 1,000
Scheffé& CSF 18 10,61

CNP 18 24,11

PGNP 18 61,94

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.

NTSc
Subconjunto para alfa = .05

Grupo 1 2 3
HSD de Tukey CSF 18 10,11

CNP 18 17,83

PGNP 18 88,28

Sig. 1,000 1,000 1,000
Scheffé& CSF 18 10,11

CNP 18 17,83

PGNP 18 88,28

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 arménica = 18,000.

Tabla 4.27. Resultados del Andlisis Parcial Neuropdtico (CSF, CNP y PGNP): Pruebas

post-hoc de Tukey y Scheffé de comparaciones multiples.
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Fig. 4.64. Representacion grdfica de los resultados del Andlisis Parcial Neuropdtico

(CSF, CNP y PGNP).
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8.2.e.- ANEXO I: Analisis Global

Comparaciones multiples

Interv alo de confianza al
95%
Dif erencia de Limite
Variable dependiente (I) Grupo  (J) Grupo | medias (I-J) | Error tipico Sig. Limite inferior | superior
NTSi HSD de Tukey CSF CPG -64,111* 3,868 ,000 -75,35 -52,88
CNC 2,722 3,868 ,081 -8,51 13,96
CNP -13,500* 3,868 ,009 -24,73 -2,27
PGNC -54,333* 3,868 ,000 -65,57 -43,10
PGNP -51,333* 3,868 ,000 -62,57 -40,10
CPG CSF 64,111* 3,868 ,000 52,88 75,35
CNC 66,833* 3,868 ,000 55,60 78,07
CNP 50,611* 3,868 ,000 39,38 61,85
PGNC 9,778 3,868 ,126 -1,46 21,01
PGNP 12,778* 3,868 ,016 1,54 24,01
CNC CSF -2,722 3,868 ,081 -13,96 8,51
CPG -66,833* 3,868 ,000 -78,07 -55,60
CNP -16,222* 3,868 ,001 -27,46 -4,99
PGNC -57,056* 3,868 ,000 -68,29 -45,82
PGNP -54,056* 3,868 ,000 -65,29 -42,82
CNP CSF 13,500* 3,868 ,009 2,27 24,73
CPG -50,611* 3,868 ,000 -61,85 -39,38
CNC 16,222* 3,868 ,001 4,99 27,46
PGNC -40,833* 3,868 ,000 -52,07 -29,60
PGNP -37,833* 3,868 ,000 -49,07 -26,60
PGNC CSF 54,333* 3,868 ,000 43,10 65,57
CPG -9,778 3,868 ,126 -21,01 1,46
CNC 57,056* 3,868 ,000 45,82 68,29
CNP 40,833* 3,868 ,000 29,60 52,07
PGNP 3,000 3,868 ,971 -8,23 14,23
PGNP CSF 51,333* 3,868 ,000 40,10 62,57
CPG -12,778* 3,868 ,016 -24,01 -1,54
CNC 54,056* 3,868 ,000 42,82 65,29
CNP 37,833* 3,868 ,000 26,60 49,07
PGNC -3,000 3,868 ,971 -14,23 8,23
Scheffé CSF CPG -64,111* 3,868 ,000 -77,24 -50,98
CNC 2,722 3,868 ,992 -10,40 15,85
CNP -13,500* 3,868 ,040 -26,63 -,37
PGNC -54,333* 3,868 ,000 -67,46 -41,21
PGNP -51,333* 3,868 ,000 -64,46 -38,21
CPG CSF 64,111* 3,868 ,000 50,98 77,24
CNC 66,833* 3,868 ,000 53,71 79,96
CNP 50,611* 3,868 ,000 37,48 63,74
PGNC 9,778 3,868 ,279 -3,35 22,90
PGNP 12,778 3,868 ,062 -,35 25,90
CNC CSF -2,722 3,868 ,992 -15,85 10,40
CPG -66,833* 3,868 ,000 -79,96 -53,71
CNP -16,222* 3,868 ,006 -29,35 -3,10
PGNC -57,056* 3,868 ,000 -70,18 -43,93
PGNP -54,056* 3,868 ,000 -67,18 -40,93
CNP CSF 13,500* 3,868 ,040 ,37 26,63
CPG -50,611* 3,868 ,000 -63,74 -37,48
CNC 16,222* 3,868 ,006 3,10 29,35
PGNC -40,833* 3,868 ,000 -53,96 -27,71
PGNP -37,833* 3,868 ,000 -50,96 -24,71
PGNC CSF 54,333* 3,868 ,000 41,21 67,46
CPG -9,778 3,868 ,279 -22,90 3,35
CNC 57,056* 3,868 ,000 43,93 70,18
CNP 40,833* 3,868 ,000 27,71 53,96
PGNP 3,000 3,868 ,988 -10,13 16,13
PGNP CSF 51,333* 3,868 ,000 38,21 64,46
CPG -12,778 3,868 ,062 -25,90 ,35
CNC 54,056* 3,868 ,000 40,93 67,18
CNP 37,833* 3,868 ,000 24,71 50,96
PGNC -3,000 3,868 ,988 -16,13 10,13
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NTSc HSD de Tukey CSF CPG -95,444 3,426 000 -105,3¢ -85,49
CNC -2,778 3,426 965 -12,73 717

CNP -1,722 3,426 223 -17,67 223

PGNC -58,056* 3,426 ,000 -68,01 -4811

PGNP -78,167* 3,426 ,000 -88,12 -68,22

CPG CSF 95,444 3,426 000 85,49 105,39
CNC 92,667* 3,426 ,000 8272 102,62

CNP 87722* 3426 000 77,77 97,67

PGNC 37,389* 3,426 000 27,44 4734

PGNP 17.278* 3.426 000 7.33 2723

CNC CSF 2,778 3,426 965 1,17 1273
CPG -92,667* 3,426 ,000 -102,62 -8272

CNP -4,944 3,426 01 -14,89 501

PGNC -55,278* 3,426 000 -65,23 -45,33

PGNP -75,389"* 3,426 ,000 -85,34 -65,44

CNP CSF 7,722 3,426 223 -2,23 17,67
CPG -87,722 3,420 ,000 -97,67 -77,77

CNC 4,944 3,426 701 -5,01 14,89

PCNC £0,220* 3,426 ,000 60,26 40,28

PGNP -70,444* 3,426 ,000 -80,30 -60,49

PGNC CSF 58,056* 3,426 ,000 48,11 68,01
CPG -37,389* 3,426 ,000 -47,34 -27,44

CNC 55,278* 3,426 000 4533 65,23

CNP 50,333 3,426 000 40,38 60,28

PGNP -20.111* 3.426 .000 -30.06 -10.16

PGNP CSF 78.167* 3.426 000 68.22 8812
CPG -17,278* 3,426 000 -27,23 -7,33

CNC 75,389* 3426 ,000 65,44 8534

CNP 70,444 3426 000 60,49 80,39

PCNC 20,111 3,426 1000 10,1¢ 30,06

Scheffé CSF CPG -95 444 3,426 ,000 -107,07 -83,82
CNC -2,778 3,426 985 -14,40 8,85

CNP -1,722 3,426 412 -19,35 390

PGNC -58,056* 3,426 000 -69,6€ -46,43

PGNP -78,167* 3,426 ,000 -89,7¢ -66,54

CPG CSF 95,444 3,426 000 83,82 107,07
CNC 92,667 3,426 ,000 81,04 104,29

CNP 87,722* 3,426 ,000 76,10 99,35

PGNC 37,389* 3,426 000 2576 49,01

PGNP 17,278* 3,426 ,000 5,65 28,90

CNC CSF 2778 3426 985 -8,85 14,40
CPG -92,667™ 3,426 000 -104,2¢ -81,04

CNP -4,944 3,426 836 -16,57 6,68

PGNC -55,278* 3,426 ,000 -66,90 -43,65

PGNP -75,389™ 3,426 ,000 -87,01 -63,76

CHP CSF 7,722 3,426 412 -3,90 19,35
CPG -87,722* 3,426 ,000 -99,35 -76,10

CNC 4,944 3,426 836 -6,6€ 16,57

PGNC -50,333* 3426 ,000 -61,96 -38,71

PGNP -70,444* 3,426 ,000 -82,07 -58,82

PGNC CSF 58,056* 3,426 ,000 46,43 69,68
CPG -37.389% 3426 000 -49.01 -2576

CNC 55,278* 3,426 ,000 4368 66,90

CNP 50,333* 3426 ,000 38.71 61,96

PGNP -20.111* 3.426 000 -31.74 -8.49

PGNP CSF 78,167* 3,426 ,000 66,54 89,79
CPG -17.278* 3426 000 -28.90 -5,65

CNC 75,389* 3,426 ,000 63,76 87,01

CNP 70,444 3,426 000 58,82 8207

PGNC 20111 3,426 ,000 8,49 31,74

*. La diferencia de medias es significativa al nivel .05.
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8.2.f.- ANEXO II: Analisis Parcial Dolor

Comparaciones multiples

Interv alo de confianza al
95%

Dif erencia de Limite

Variable dependiente (1) Grupo  (J) Grupo | medias (I-J) | Error tipico Sig. Limite inferior | superior
NTSi HSD de Tukey CSF CNC 2,722 1,785 ,288 -1,59 7,03
CNP -13,500* 1,785 ,000 -17,81 -9,19
CNC CSF -2,722 1,785 ,288 -7,03 1,59
CNP -16,222* 1,785 ,000 -20,53 -11,91
CNP CSF 13,500* 1,785 ,000 9,19 17,81
CNC 16,222* 1,785 ,000 11,91 20,53
Scheffé CSF CNC 2,722 1,785 ,321 -1,78 7,22
CNP -13,500* 1,785 ,000 -18,00 -9,00
CNC CSF -2,722 1,785 ,321 -7,22 1,78
CNP -16,222* 1,785 ,000 -20,72 -11,72
CNP CSF 13,500* 1,785 ,000 9,00 18,00
CNC 16,222* 1,785 ,000 11,72 20,72
NTSc HSD de Tukey CSF CNC -2,778 2,080 ,382 -7,80 2,24
CNP -7,722% 2,080 ,001 -12,74 -2,70
CNC CSF 2,778 2,080 ,382 -2,24 7,80
CNP -4,944 2,080 ,054 -9,97 ,08
CNP CSF 7,722% 2,080 ,001 2,70 12,74
CNC 4,944 2,080 ,054 -,08 9,97
Scheffé CSF CNC -2,778 2,080 416 -8,02 2,47
CNP -7,722* 2,080 ,002 -12,97 -2,48
CNC CSF 2,778 2,080 416 -2,47 8,02
CNP -4,944 2,080 ,069 -10,19 ,30
CNP CSF 7,722*% 2,080 ,002 2,48 12,97
CNC 4,944 2,080 ,069 -,30 10,19

*. La diferencia de medias es significativa al nivel .05.
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8.2.g.- ANEXO III: Analisis Parcial Nociceptivo

Comparaciones multiples

Interv alo de confianza al
95%
Dif erencia de Limite

Variable dependiente (1) Grupo  (J) Grupo | medias (I-J) | Error tipico Sig. Limite inferior | superior
NTSI HSD de Tukey CSF CNC 2,722 3,292 ,688 -5,22 10,67
PGNC -54,333* 3,292 ,000 -62,28 -46,39
CNC CSF -2,722 3,292 ,688 -10,67 5,22
PGNC -57,056* 3,292 ,000 -65,00 -49,11
PGNC CSF 54,333* 3,292 ,000 46,39 62,28
CNC 57,056* 3,292 ,000 49,11 65,00
Scheffé CSF CNC 2,722 3,292 , 712 -5,58 11,02
PGNC -54,333* 3,292 ,000 -62,63 -46,03
CNC CSF -2,722 3,292 712 -11,02 5,58
PGNC -57,056* 3,292 ,000 -65,36 -48,76
PGNC CSF 54,333* 3,292 ,000 46,03 62,63
CNC 57,056* 3,292 ,000 48,76 65,36
NTSc HSD de Tukey CSF CNC -2,778 2,902 ,607 -9,78 4,23
PGNC -58,056* 2,902 ,000 -65,06 -51,05
CNC CSF 2,778 2,902 ,607 -4,23 9,78
PGNC -55,278* 2,902 ,000 -62,28 -48,27
PGNC CSF 58,056* 2,902 ,000 51,05 65,06
CNC 55,278* 2,902 ,000 48,27 62,28
Scheffé CSF CNC -2,778 2,902 ,635 -10,10 4,54
PGNC -58,056* 2,902 ,000 -65,37 -50,74
CNC CSF 2,778 2,902 ,635 -4,54 10,10
PGNC -55,278* 2,902 ,000 -62,60 -47,96
PGNC CSF 58,056* 2,902 ,000 50,74 65,37
CNC 55,278* 2,902 ,000 47,96 62,60

*. La diferencia de medias es significativa al nivel .05.
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8.2.h.- ANEXO IV: Analisis Parcial Neuropatico

Comparaciones multiples

Interv alo de confianza al
95%

Dif erencia de Limite

Variable dependiente (1) Grupo  (J) Grupo | medias (I-J) | Error tipico Sig. Limite inferior | superior
NTSi HSD de Tukey CSF CNP -13,500* 3,064 ,000 -20,90 -6,10
PGNP -51,333* 3,064 ,000 -58,73 -43,94
CNP CSF 13,500* 3,064 ,000 6,10 20,90
PGNP -37,833* 3,064 ,000 -45,23 -30,44
PGNP CSF 51,333* 3,064 ,000 43,94 58,73
CNP 37,833* 3,064 ,000 30,44 45,23
Scheffé CSF CNP -13,500* 3,064 ,000 -21,23 5,77
PGNP -51,333* 3,064 ,000 -59,06 -43,61
CNP CSF 13,500% 3,064 ,000 5,77 21,23
PGNP -37,833* 3,064 ,000 -45,56 -30,11
PGNP CSF 51,333* 3,064 ,000 43,61 59,06
CNP 37,833* 3,064 ,000 30,11 45,56
NTSc HSD de Tukey CSF CNP -7,722% 2,771 ,020 -14,41 -1,03
PGNP -78,167* 2,771 ,000 -84,86 -71,48
CNP CSF 7,722*% 2,771 ,020 1,03 14,41
PGNP -70,444* 2,771 ,000 -77,13 -63,76
PGNP CSF 78,167* 2,771 ,000 71,48 84,86
CNP 70,444* 2,771 ,000 63,76 77,13
Scheffé CSF CNP -7,722% 2,771 ,027 -14,71 .74
PGNP -78,167* 2,771 ,000 -85,15 -71,18
CNP CSF 7,722% 2,771 ,027 74 14,71
PGNP -70,444* 2,771 ,000 -77,43 -63,46
PGNP CSF 78,167 2,771 ,000 71,18 85,15
CNP 70,444* 2,771 ,000 63,46 77,43

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

VICENTE Luis VILLANUEVA PEREZ TESIS DOCTORAL



202 RESULTADOS

O.- Estudio Estadistico de la Porcion Lateral del PB.

9.1.- Analisis Global

En primer lugar se presentan la descriptiva (media, nimero de casos y desviacion
tipica) para las variables originales Niveles Intermedio (LPBi) y Caudal (LPBc). 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 6

grupos (fig. 4.65).
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Fig. 4.65. Grdfica de las medias estimadas para cada variable dentro de cada uno de
los 6 grupos experimentales.
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Descriptivos

Interv alo de confianz para
la media al 95%
Desviacion Limite
M Media tipica Error tipico | Limite inferior | supenor Minimo Maximo
LPBi CSF 20 8,90 5,210 1,165 6,46 11,34 3 15
CPG 18 130,78 20,69 4,878 120,49 141,07 103 160
CNC 18 48,61 8,521 2,008 44 37 52,85 40 60
CNP 18 30,83 11,582 2,730 25,07 36,59 16 45
PGNC 18 64,89 11,712 2,760 59,06 70,71 50 80
PGNP 18 66,33 13,638 3,215 59,55 7312 50 83
Total 110 57,49 40,332 3,846 49 87 65,11 3 160
LPBc CSF 20 475 3,892 870 2,93 6,57 0 10
CPG 18 81,50 14,484 3,414 74,30 88,70 60 100
CNC 18 31,39 5,158 1,216 28,82 33,95 25 38
CNP 18 21,39 8,833 2,082 17,00 2578 10 33
PGNC 18 55,28 9,833 2,318 50,39 60,17 40 70
PGNP 18 26,78 8,434 1,988 22,58 30,97 15 40
Total 110 36,26 26,702 2,546 31,22 41,31 0 100

Tabla 4.28. Descriptivos para las variables LPBi y LPBc.

Efectuamos un analisis de la varianza de un factor para las variables
LPBi y LPBc, siendo el factor el grupo experimental que presenta 6
condiciones experimentales diferentes. Los resultados se recogen en las
Tablas 4.28 y 4.29, que a su vez reproduce las tablas ANOVA para las 2

variables.

Se deduce de ellas que hay diferencias significativas entre los 6
grupos experimentales para las 2 variables: LPBi (F=198,652; p<0,0001) y
LPBc (F=169,708; p<0,0001).

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
LPBi Inter-grupos | 160502,024 5 | 32100,405 198,652 ,000
Intra-grupos 16805, 467 104 161,591
Total 177307,491 109
LPBc  Inter-grupos 69233,827 5 13846,765 169,708 ,000
Intra-grupos 8485, 528 104 81,502
Total 77719,355 109

Tabla 4.29. Andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor para las variables LPBi y
LPBc.
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Puesto que el analisis detecto diferencias entre los grupos tenia
sentido realizar comparaciones multiples para determinar conjuntos
homogéneos de grupos experimentales que compartirian la misma media

(ANEXO I).

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 ultimo
que siendo el mas conservador conduce siempre a un menor numero de

conjuntos homogéneos (tabla 4.30 y 4.31).

En el nivel Intermedio de la porcion lateral del PB (LPBi), el método
de Tukey determino hasta 5 subconjuntos homogéneos, al igual que el de
Scheffé:

- En los extremos de estos subconjuntos destacaron por un lado el

grupo CSF y por el otro el grupo CPG.

- En el bloque central quedarian los grupos CNP y CNC a un lado, y

los grupos PGNC y PGNP al otro.

LPBi
Subconjunto para alfa =.05

Grupo N 1 2 3 4 5
HSD de Tukey@® CSF 20 8,00

CNP 18 30,83

CNC 18 48,61

PGNC 18 64,89

PGNP 18 66,33

CPG 18 130,78

Sig. 1,000 1,000 1,000 ,999 1,000
Scheffab CSF 20 8,90

CNP 18 30,83

CNC 18 48,61

PGNC 18 64,89

PGNP 18 66,33

CPG 18 130,78

Sig. 1,000 1,000 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 amaonica = 18,305,

b. Los tamafios de los grupos no son igudes. Se utilizara la media arménica de los tamafios de
los grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.

Tabla 4.30. Pruebas de comparaciones miltiples de Tukey y Scheffé para determinar
subconjuntos homogéneos para la variable LPBi.
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A nivel Caudal de la porcion lateral del PB (LPBc), el método de

Tukey determino de nuevo 5 subconjuntos homogéneos, mientras que el

método de Scheffé determiné tan sé6lo 4 subconjuntos:

- En los extremos volvieron a quedar los grupos CSF y CPG,

respectivamente.

- En el bloque central, sin embargo, las diferencias fueron mucho

menos acusadas, con tendencia al agrupamiento de los grupos

segun el estimulo doloroso aplicado, con independencia de si habian

recibido o no pregabalina previamente.

LPBc
Subconjunto para alfa =.05

Grupo M 1 2 3 4 5
HSD de Tukey@® CSF 20 475

CNP 18 21,39

PGNP 18 26,78 26,78

CNC 18 31,39

PGNC 18 55,28

CPG 18 81,50

Sig. 1,000 467 637 1,000 1,000
Scheffé.b CSF 20 475

CNP 18 21,39

PGNP 18 26,78

CNC 18 31,39

PGNC 18 55,28

CPG 18 81,50

Sig. 1,000 055 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
2. Usa el tamafio muestral de la media amaonica = 18,305,

b. Los tamafios de los grupos no son igudes. Se utilizara la media arménica de los tamafios de
los grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.

Tabla 4.31. Pruebas de comparaciones multiples de Tukey y Scheffé para determinar
subconjuntos homogéneos para la variable LPBc.
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9.2.- Analisis 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 Kolmogoroév.

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.
eEstos datos fueron contrastados tanto con el test de Levene como con el

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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9.2.a.- Analisis Parcial Analgesia: CSF v CPG

El objetivo de este analisis fue analizar el efecto que la
administracion de una dosis i.p. de 30 mg/kg de pregabalina tendria sobre
la expresion de Fos en la porcion lateral del PB. Para ello comparamos

entre si los grupos CSF y CPG.

El analisis estadistico incluy6 la obtencion de los descriptivos, la
prueba de homogeneidad de las varianzas y el analisis de la varianza de un
factor para las variables LPBi y LPBc, siendo el factor el Grupo
Experimental. De los resultados del ANOVA se deduce que hay diferencias
significativas entre los 2 grupos experimentales tanto para la variable LPBi
(F=649.752; p<0,0001) como para la LPBc (F=521.241; p<0,0001) (tabla
4.32).

En este caso, al incluir solo 2 grupos experimentales en el analisis,
no fue necesario llevar a cabo un estudio de comparaciones multiples ni

determinar subconjuntos homogéneos.

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 (fig. 4.66).
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Descriptivos
Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico [ Limite inferior | superior Minimo Maximo
LPBi CSF 20 8,90 5,210 1,165 6,46 11,34 3 15
CPG 18 130,78 20,695 4,878 120,49 141,07 103 160
Total 38 66,63 63,357 10,278 45,81 87,46 3 160
LPBc CSF 20 4,75 3,892 ,870 2,93 6,57 0 10
CPG 18 81,50 14,484 3,414 74,30 88,70 60 100
Total 38 41,11 40,155 6,514 27,91 54,30 0 100
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico
ce Levere qgl1 gl2 Sig.
LPBi 67,395 1 36 000
LPBc 41,655 1 36 ,000
ANCVA
Surma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
[PBI  Inter-grupos | 140723,931 1 | 140723,931 | 649,752 000
Intra-grupos 7796,911 36 216,581
Tulal 148520,842 37
LPBc  Inter-grupos 55805,329 1 55805,329 521,241 .0oo
Intra-grupos 3854, 250 36 107,063
Total 59659 579 a7

Tabla 4.32. Resultados del Andlisis Parcial Analgesia (CSF y CPG): Descriptivos, prueba
de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.
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Fig. 4.66. Representacion grdfica de los resultados del Andlisis Parcial Analgesia (CSF' y

CPG).
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9.2.b.- Analisis Parcial Dolor: CSF, CNC y CNP

El objetivo de este analisis fue analizar el efecto que la aplicacion de
un estimulo nociceptivo de diferente naturaleza tendria sobre la expresion
de Fos en la porcion lateral del PB. Para ello comparamos entre si los

grupos CSF, CNC y CNP.

El analisis estadistico incluy6 la obtencion de los descriptivos, la
prueba de homogeneidad de las varianzas y el analisis de la varianza de un
factor para las variables LPBi y LPBc, 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 LPBi
(F=99.008; p<0,0001) como para la LPBc (F=88.751; p<0,0001) (tabla
4.33).

El estudio pormenorizado de las comparaciones multiples (ANEXO II)
confirmo las diferencias al comparar cualquier grupo entre si, aunque las
diferencias siempre fueron mayores al comparar el grupo control (CSF) con
cualquiera de los grupos estimulados dolorosamente (CNC y CNP) que
cuando se compararon entre si los grupos CNC y CNP,

independientemente del método empleado, Tukey o Scheffé.

La determinacion de subconjuntos homogéneos mediante los
métodos de Tukey y Scheffé confirmo las diferencias entre los 3 grupos

(tabla 4.34).

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 (fig. 4.67).
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Descriptivos
Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
il Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimo Maximo
LPBi C5SF 20 8,90 5,210 1,165 6,46 11,34 3 15
CNC 18 48 61 8,521 2,008 44 37 52 85 40 60
CNP 18 30,83 11,582 2,730 2507 36,59 16 45
Total 56 28,11 18,630 2,490 23,73 33,70 3 60
LPBc CSF 20 475 3,892 870 293 6,57 ] 10
CNGC 18 31,39 5,158 1,216 2882 33,95 25 38
CNP 18 21,39 8,833 2,082 17,00 25,78 10 33
Total 56 18,66 12,782 1,708 15,24 2208 ] 38
Prueba de homogeneidad devarianzas
Estadistico
de Levene gl qgl2 Sig.
LPBi 20,990 2 53 000
LPBc 23,748 2 53 000
ANCOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
LPEI Inter-grupos 15058, 851 2 7529 425 99, 008 000
Intra-grupos 4030,578 53 76,049
Total 19089 429 55
LMBe  Inter-grupos 6920,248 2 3460,124 88, 701 ,000
Intra-grupos 2066, 306 53 38,987
Total 8086, 554 55

Tabla 4.33. Resultados del Andlisis Parcial Analgesia (CSF y CPG): Descriptivos, prueba

de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.
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Pruebas post hoc de Tukey y Scheffé
LPBi
Subconjunto para alfa = .05

Grupo 1 2 3
HSD de TukeyP CSF 20 8,90

CNP 18 30,83

CNC 18 48,61

Sig. 1,000 1,000 1,000
Scheff@p CSF 20 8,90

CNP 18 30,83

CNC 18 48,61

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 arménica = 18,621.

b. Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media

armonica de los tamafios de los grupos. Los niveles de error de tipo |

no estan garantizados.

LPBe
Subconjunto para alfa = 05

Grupo 1 2 3
HSD de Tukep® CSF 20 4,75

CNP 18 21,39

CNGC 18 31,39

Sig. 1,000 1,000 1,000
Scheffa.b CSF 20 475

CNF 18 21,39

CNC 18 31,39

Sig. 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medas para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
4. Usa d tamafio muestral de la media armonica = 18 6821.

b. Los tamafios de los grupos no son iguakes. Se tilizara la media

amdnica de los tamafios de los grupos. Los niveles de error de tipo |

no estan garantizados.

Tabla 4.34. Resultados del Andlisis Parcial Dolor (CSF, CNC y CNP): Pruebas post-hoc
de Tukey y Scheffé de comparaciones miltiples.
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Fig. 4.67. Representacion grdfica de los resultados del Andlisis Parcial Analgesia (CSF y
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9.2.c.- Analisis Parcial Nociceptivo: CSF, CNC v PGNC

El objetivo de este analisis fue analizar el efecto que la
administracion previa de una dosis i.p. de 30 mg/kg de pregabalina
tendria sobre la expresion de Fos en la porcion lateral del PB por
aplicacion de un estimulo nociceptivo (test de la formalina). Para ello

comparamos entre si los grupos CSF, CNC y PGNC.

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 LPBi y LPBc, 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 LPBi
(F=206.598; p<0,0001) como para la LPBc (F=269.890; p<0,0001) (tabla
4.35).

El estudio pormenorizado de las comparaciones multiples (ANEXO
III) confirm6 las diferencias al comparamos cualquier grupo entre si,
aunque las diferencias siempre fueron mayores al comparar el grupo
control (CSF) con cualquiera de los grupos estimulados dolorosamente
(CNC y PGNC) que cuando se compararon entre si los grupos CNC y
PGNC, independientemente del método empleado, Tukey o Scheffé.

La determinacion de subconjuntos homogéneos mediante los
métodos de Tukey y Scheffé confirmo las diferencias entre los 3 grupos

(tabla 4.36).

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 (fig. 4.68).
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Descriptivos
Interv alo de confianz para
la media al 95%
Desviacion Limite
N Wedia tipica Error tipico | Limite inferior | superior inimo Waximo
LPBi CSF 20 8,90 5,210 1,165 6,46 11,34 3 15
CNC 18 48,61 8,521 2,008 44,37 52,85 40 60
PGNC 18 64,89 11,712 2,760 59,06 70,71 50 80
Total 56 39,66 25,550 3,414 32,82 48,50 3 80
LPBc CSF 20 475 3,892 870 2,93 6,57 0 10
CNC 18 31,39 5,158 1,216 28,82 33,95 25 38
PGNC 18 55,28 9,833 2,318 50,39 60,17 40 70
Total 56 29,55 22,016 2,942 23,66 35,45 0 70
Prueba de homogeneidad devarianzas
Cstadistico
de Levene gl gl2 Sig.
LPEi 26,656 2 53 0ao
LPBc 17,132 2 53 000
ANCVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
LFBI Inter-grupos 31822 698 2 15911,349 206,598 ,000
Intra-grupos 4081,856 53 77,016
Total 35904, 554 55
LPBc  Inter-grupos 24276,200 2 12138,100 269,890 000
Intra-grupos 2383,639 53 44 974
Total 26659 839 55

Tabla 4.35. Resultados del Andlisis Parcial Nociceptivo (CSF, CNC y PGNC):
Descriptivos, prueba de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.
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Pruebas post hoc de Tukey y Scheffé

LPBi
Subconjunto para alfa = .04

Grupo 1 2 3
HSD de Tukey? CSF 20 8,90

CNC 18 48 61

PGHNC 18 64,89

Sig. 1,000 1,000 1,000
Scheffab CSF 20 8,90

CHNC 18 48,61

PGNC 18 £4.89

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 armonica = 18,621,

b. Los tamarios de los grupos no son iguales. Se utiizara la media

armonica de los tamafios de los grupos. Los niveles de emror de tipo |

no estan garantizados.

LPBc
Subconjunto para alfa =05

Grupo 1 2 3
HSD de Tukey? CSF 20 475

CNGC 18 3,38

PGNGC 18 55,28

Sig. 1,000 1,000 1,000
Schefféb CSF 20 4,75

CNC 18 31,39

PGNG 18 55,28

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 armanica = 18 621.

b. Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media
armonica de los tamafios de los grupos. Los niveles de emror de tipo |
no estan garantizados.

Tabla 4.36. Resultados del Andlisis Parcial Nociceptivo (CSF, CNC y PGNC): Pruebas
post-hoc de Tukey y Scheffé de comparaciones miiltiples.
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Fig. 4.68. Representacion grdfica de los resultados del Andlisis Parcial Nociceptivo (CSF,
CNC y PGNC).

VICENTE Luis VILLANUEVA PEREZ TESIS DOCTORAL



218 RESULTADOS

9.2.d.- Analisis Parcial Neuropatico: CSF, CNP v PGNP

El objetivo de este analisis fue analizar el efecto que la
administracion previa de una dosis i.p. de 30 mg/kg de pregabalina cada 8
horas durante tendria sobre la expresion de Fos en la porcion lateral del
PB por aplicacion de un estimulo neuropatico (constriccion cronica del

ciatico). Para ello comparamos entre si los grupos CSF, CNP y PGNP.

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 LPBi y LPBc, 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 LPBi
(F=140.496; p<0,0001) como para la LPBc (F=47.563; p<0,0001) (tabla
4.37).

El estudio pormenorizado de las comparaciones multiples (ANEXO
IV) confirmé las diferencias al comparamos cualquier grupo entre si,
aunque las diferencias siempre fueron mayores al comparar el grupo
control (CSF) con cualquiera de los grupos estimulados dolorosamente
(CNP y PGNP) que cuando se compararon entre silos grupos CNP y PGNP,

independientemente del método empleado, Tukey o Scheffé.

La determinacion de subconjuntos homogéneos mediante los
meétodos de Tukey y Scheffé confirmo las diferencias entre los 3 grupos

(tabla 4.38).

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 (fig. 4.69).
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Descriptivos

Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
il IMedia tipica Ermor tipico | Limite inferior | superior Minimo Maximo
LPBi CSF 20 8,90 5210 1,165 6,46 11,34 3 15
CNP 18 30,83 11,582 2,730 25,07 36,59 16 45
PGNP 18 66,33 13,638 3,215 59,55 7312 50 83
Total 56 3441 26,128 3,492 27,41 41,41 3 83
LPBc CSF 20 475 3,892 870 293 6,57 0 10
CNP 18 21,39 8,833 2,082 17,00 2578 10 33
PGNP 18 26,78 8,434 1,988 2258 30,97 15 40
Total 56 17,18 11,977 1,601 13,97 20,39 0 40

Prueba de homogeneidad devarianzas

Estadistico
de Levene gl gl2 Sig.
LPEi 40,014 2 53 ,000
LPBc 11,727 2 53 000
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
LPBi  Inter-grupos 31580, 254 2 | 15794627 140,496 ,000
Intra-grupos 5058,300 53 112,421
Total 37547 554 55
LMBc  Inter-grupos L0G7,075 2 2033,038 47,563 ,000
Intra-grupos 2823.139 53 53,267
Total 7890, 214 55

Tabla 4.37. Resultados del Andlisis Parcial Neuropdtico (CSF, CNP y PGNP):
Descriptivos, prueba de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.
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Pruebas post hoc de Tukey y Scheffé
LPEi
Subconjunto para alfa = .05

Grupo 1 2 3
HSD de Tukegpt CSF 20 8,90

CHNP 18 30,83

PGNP 18 66,33

Sig. 1,000 1,000 1,000
Scheffé&b CSF 20 8,90

CHNP 18 30,83

PGNP 18 66,33

Sig. 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medas para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa € tamano muestral de la media armanica = 18 621.

b. Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media

ammanica de los tamafios de los grupos. Los niveles de eror de tipo |
no estan garantizados.

LPBc
Subconjunto para alfa
= .05
Grupo M 1 2
HSD de Tukey@® CSF 20 4,75
CHNP 18 21,39
PGNP 18 26,78
Sig. 1,000 072
Scheffé.® CSF 20 475
CHNP 18 21,39
PGNP 18 26,78
Sig. 1,000 .089

Se muestran las medas para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. lUsa el tamafio muestral de la media armanica =

18621,

b. Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara
la media anménica de los tamafios de los grupos. Los
niveles de ermor de tipo | no estan garantizados.

Tabla 4.38. Resultados del Andlisis Parcial Neuropdtico (CSF, CNP y PGNP): Pruebas

post-hoc de Tukey y Scheffé de comparaciones miiltiples.
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Fig. 4.69. Representacion grdfica de los resultados del Andlisis Parcial Neuropdtico
(CSF, CNP y PGNP).
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9.2.e.- ANEXO I: Analisis Global

Comparaciones miltiples
Intes alo de confianz al
L5

Dif evencia de Lirmite

Variable dependiente ujgt:hpu {J) Grupe | medias {I-J) | Emor tipico Sig. Limite inf erior | superior
TP Aol de Tukey G ¥ 21,878 4,130 000 AE3ET 109 ED
CHNC 28711 4,130 000 51,70 21712
CHP 21,933 4,130 000 3302 8,%
PGNC 55089 4,130 000 57,98 44,00
PGNP 57433 2130 000 H0.42 A5 44
CPG CEF 121,878 4,130 000 108,849 133,87
CHG 8z, 167 407 1 11) 9,86 94 47
CNP 99 544° 4,237 000 BT 64 11225
FGNC 55 8a9° 4.7 0D K350 78,19
PGHP 64,444" an7 000 52,14 76.75
CNC C8F 38 1 4130 000 2T 51,70
CPG 82 167" a7 000 B4 47 59,85
CHP 17,778" an7 001 547 30,08
PGHC 16,278 ERech) 003 -28,58 397
PGNP A7 ¥ a7 001 -30,03 54
CHP CSF 21,933 4130 000 894 3392
CPG 49 044" 417 000 11226 #7684
CNG A7.778° 4,237 i) -30,08 547
PGHNC 34,055 a.m7 D00 46,36 2,15
PGHP -35,500° 447 000 -7, 80 2320
PGNIC CSF 55089 4,130 000 4400 67,98
CPG 65, 899" am 000 T8 5350
CHC 16,278" an7 003 247 2858
CHP 34 056" 4.7 000 2175 46.%
PGMNP 41,444 4237 000 13,75 10,85
PGNP C&F 57,433 4,130 000 45,44 69 47
CPG £4 444 L Recrd 000 -TE,75 5214
CNC 17,7220 a.n7 001 5,42 0,0
CHP 35 500* am7 000 2320 47,80
PGHNC 1,444 4.7 509 -10,86 13.75
Scheffé G GPG JA21,878 4130 i 1] 135,89 07 87
CHNC a8.711* 4,130 000 5372 2570
CHNP 219130 4110 00 -35 04 7.8
PGMC 55989 4,130 000 -T0.00 -41,98
PGHP 57 433 413 000 144 4342
CPG C&F 121,878 4130 000 107,87 135,89
CHC 8z, 167" any 000 G779 96,54
CHNP 99,044° a7 000 Bs 57 11432
PGHC a5 889" am7 000 51,51 20,28
PGHP 64, 444" anr 000 50,07 78,82
CHC CEF 39,711° 4130 000 2570 5372
CPG 42 167* 4,237 L <50 5 7,78
CHP 17,778* 4,27 006 3,40 32,15
FGMC 16,278 an )14 -30,85 1,90
PGHP A7 722 4.217 008 3210 3,35

CHNP CEF 21 933 4130 000 702 3594
CPG 09,944 4,237 000 114,32 8557
CHC AT a7 O 3215 4,40
PGMC 34,058 a7 000 48,43 1968
PGMP -35,500° 427 000 49,87 21,13
FGHC  GoF 55 069" 8,130 000 %108 70,00
CPG 55 899 227 D00 00,26 5151
CHC 15.278" 4,237 Rl 1,90 30,65
CHP 34,055 an7 000 10,68 48 43
PGNP «1, 444 .77 1,000 «15,82 12,93

PGNP C&F 57 433" 2130 000 4342 71,4
CPG 54 4440 4217 000 7882 £0.07
CNC 17,722 am7 D05 3,35 3210
CNP 35 500¢ 447 il 21,13 45, 87
PGHIC 1444 -I.Z‘!._il'm __1.::-00 E&S 15.5{
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LPBc HSD de Tukey CSF CPG -76,750* 2,935 ,000 -85,27 -68,23
CNC -26,639* 2935 000 -3516 -18,12

CNP -16,639* 2935 000 -25,16 -8,12

PGNC -50,528* 2,935 ,000 -59,05 -42,01

PGNP -22,028* 2,935 000 -30,55 -13,51

CPG CSF 76,750* 2935 000 68,23 85,27
CNC 50,111* 3,011 000 4137 58,85

CNP 60,111* 3,011 000 51,37 68,85

PGNC 26,222* 3,011 ,000 17,48 34,96

PGNP 54,722% 3,011 ,000 45,98 63,46

CNC CSF 26,639* 2935 000 18,12 35,16
CPG -50,111* 3,011 000 -58,85 -41,37

CNP 10,000* 3,011 015 1,26 18,74

PGNC -23,889* 3,011 ,000 -32,63 -15,15

PGNP 4611 3,011 645 -413 13,35

CNP CSF 16,639* 2,935 ,000 8,12 25,16
CPG -60,111* 3,011 000 -68,85 -51,37

CNC -10,000* 3,011 015 -18,74 -1,26

PGNC -33,889* 3,011 000 -42,63 -25,15

PGNP -5,389 3,011 ATT -14,13 3,35

PGNC CSF 50,528* 2,935 ,000 4201 59,05
CPG -26,222* 3,011 ,000 -34,96 -17,48

CNC 23,889 3,011 000 15,15 3263

CNP 33,889* 3011 000 2515 4263

PGNP 28,500* 3,011 000 19,76 37,24

PGNP CSF 22,028* 2935 ,000 1351 30,55
CPG -54 720* 3,011 oo -63,46 -4598

CNC -4611 3,011 645 -13,35 413

CNP 5,389 301 ATT -3.35 14,13

PGNC -28,500* 3,011 000 -37.24 -19,76

Scheffé CSF CPG -76,750* 2,935 ,000 -86,71 -66,79
CNC -26,639* 2,935 000 -36,59 -16,68

CNP -16,639* 2,935 000 -26,59 -6,68

PGNC -50,528* 2935 oo -60,48 -40,57

PGNP -22028* 2935 ,000 -31,98 -12,07

CPG CSF 76,750 2935 000 66,79 86,71
CNC 50,111* 3,011 000 39,90 60,33

CNP 60,111* 3,011 000 4990 70,33

PGNC 26,222* 3,011 000 16,01 36,44

PGNP 54,722* 3,011 ,000 4451 64,94

CNC CSF 26,639* 2935 ) 16,68 36,59
CPG -50,111* 3011 000 -60,33 -39,90

CNP 10,000 301 059 -21 20,21

PGNC -23889* 3,011 o000 -34,10 -13,67

PGNP 4,611 3,011 799 -5,60 14,83

CNP CSF 16,6239* 2,935 000 6,68 26,59
CPG -60,111* 3,011 000 -70,33 -49.90

CNC -10,000 3011 ,059 -20,21 21

PGNC -33,889* 301 ,000 -44 10 -23,67

PGNP -5,389 3,011 669 -15,60 483

PGNC CSF 50,528* 2935 000 40,57 60,48
CPG -26,222* 3,011 000 -36,44 -16,01

CNC 23,889* 3,011 000 1367 34,10

CNP 33,880* 3,011 000 2367 4410

PGNP 28 ,500* 3,011 ,000 18,29 38,71

PGNP CSF 22,028 2,935 000 12,07 31,98
CPG -54722* 3,011 ,000 -64,94 -44 51

CNC -4 /11 an1 799 -14 83 560

CNP 5,389 3,011 669 -483 15,60

PGNC -22,500* 2,011 000 222,71 -12,20

*_ La diferencia de medias es significativa al nivel .05.
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9.2.f.- ANEXO II: Analisis Parcial Dolor

Comparaciones multiples

Interv alo de confianz al
£6%

Dif zrencia de Limte

Variable dependiente (1) Grpo (J) Gupo | medias (I-J) | Errortipico Siq. Limite in‘erior | superior
LPBI HSD de Tukey CSF CNC 39,711% 2,333 ,000 -46,54 32,88
CNP 21,933 2,833 ,000 -28,77 -15,10
CNC CSF 39,711 2,833 ,000 32,88 45,54
CNP 17,778* 2,907 ,000 10,77 24,79
CHNP CSF 21,933 2,833 ,000 15,10 23,17
CNC ALLE08 2,901 000 24,19 AT
Scheffe CSF CNC 39,117 2,833 LU0 -45,85 -32,58
CNP 21,933* 2,833 ,000 29,07 14,80
CNC csr 39,711% 2,833 ,000 32,58 45,85
CNP 17,778" 2,907 ,000 10,46 25,10
CNP CSF 21,933° 2,933 000 14,80 23,07
CNC 17,778" 2,907 ,000 25,10 10,16
LPBc HSD de Tukey CSF CNC 26,6397 2,029 ,000 -31,53 21,75
CNP A6 F29* 2179 000 2153 1175
CNC CSF 26,6397 2,029 000 21,75 31,53
CNP 10,000% 2,081 000 448 15,02
CNP CSF 16,639* 2,029 000 11,75 21,53
CNC -10,000% 2,081 ,000 -15,02 4,98
Scheffé CSF CNC 26,6397 2,029 ,000 -31,75 21,53
CNP -16,639% 2,029 ,000 -21,75 -11,53
CNC CSF 26,6397 2,029 ,000 21,53 N, 75
CNP 10,000% 2,081 ,000 476 15,24
CHNP CSF 16,639* 2,029 ,000 11,53 21,75
CNC 10,0007 2,081 000 -1h,24 4, 16

*. La diferencia de medizs es significativa al niv el .05,
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9.2.g.- ANEXO III: Analisis Parcial Nociceptivo

Comparaciones multipl es

Interv alo de confianz al
85%

Dif erencia de Limte

Variable dependiente (1) Grpo (J) Gupo | medias (I-J) | Errortipico Sig. Limite in‘erior | superior
LPBi HSD de Tukey CS- CNC 20,7117 2,851 ,000 -46,59 22,84
PGNC 55,9897 2,851 ,000 62,96 4317
CNC CSF 397117 2,851 .00 37284 45 59
PGNC 6278 2,925 00 73,33 A7
PGNC CSF 55,9897 2,851 000 49,11 62,86
CNC 16,278* 2,925 ,000 9,22 23,3
Scheffé CSF CNC 39,7117 2,851 ,000 -46,89 -32,583
PGNC 55,9897 2,851 ,000 63,17 43,8
CNC CSF 39,7117 2,851 ,000 32,53 45,89
PGNC 16,2787 2,925 ,000 -23,65 3,9
PGNC CSF 55,9897 2,851 ,000 48,81 63,17
CNC 16,278* 2,925 ,000 8,91 23,85
LFBC HSD de Tukey CSF CNC 26,6397 2,179 Ludu -31,89 21,39
PGNC 50,528" 2,179 ,000 -55,78 4527
CHNC CSF 26,639 2,179 ,000 21,39 31,89
PCGNC 23,8897 2,235 ,000 -29,28 -13,50
PGNC CEF 50,528 2,179 ,000 45,2 40,78
CNC 23,8807 2,235 ,000 18,50 20,28
Scheffé CSF CNC 26,630 2179 ,000 -32.13 21,15
PENG 50,5287 2,179 ,000 -56,02 45,04
CNC CSF 26 639° 2,179 .00 2115 3213
PGNC 23,8897 2,235 ,000 -29,52 -13.26
PGNC CSF 50,528% 2,179 000 45,04 55,02
CNC 23,8807 2,235 ,000 18,26 29,52

*. La diferencia de medizs es significativa al niv el .05,
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9.2.h.- ANEXO IV: Analisis Parcial Neuropatico

Comparaciones multipl es

Interv alo de confianza al
95%

Dif erencia de L mite

Variable deperdiente 1) Grupo  (J) Grupo | medias (I-J)} | Errortipico Sig. Limite inferior | superor
LG 11SD de Tukey CSI CHNP? 21,933~ 3,445 ,000 -30,24 -13,63
PGNP £7,433% 3,445 ,000 65,74 4913
CNP CSF 21,933* 3,M5 ,000 13,63 30,24
PGNP -35,500% 3,534 ,000 -44,02 26,98
PGMP CSF E7,433% 3,445 ,000 4913 65,74
CHNP 35,500 3,534 ,000 26,98 44,02
Scheffé CSF CHNP -21,933* 3,445 000 -30.61 -13.26
PGNP £7.433* 3,445 .000 -66, 11 48,76

CNP CSF 21,933* 3,445 ,000 13,26 30,61
PGNP -25,500% 3,534 ,000 -44. 40 -26,60

PGNP CSF £7.433% 3,445 ,000 48,76 66,11
CNP 35,500 3,534 ,000 26,60 44,40
LPBc HSD de Tukey CSF CHNP -16,639* 2,31 ,000 -22,36 -10,92
PGNF -22,028* 2,31 ,000 27,75 -16,31
CNP CSk 16,639* 2,31 ,000 10,92 22,36
PGNP 5,339 2,433 078 11,26 .48
PGNF C3F 22,028™ 2,371 ,000 16,31 27,75
CHP 5,339 2,433 078 -,48 11,26
Scheffe CSF CHNP -16,639* 2,371 ,000 -22,61 -10,67
PGNP -22,028% 2,371 ,000 -28,00 -16,06

CNP CSF 16,639* 2,31 ,000 10,67 22,61
PGNP 5,389 2,433 ,096 -11,52 74
PGNP CSF 59 08" 2 371 0nn 18,06 28,00
CNP 5,339 2,433 ,096 - 74 11,52

* Ladiferencia de medias es significativa al niv el 05,
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10.- Estudio Estadistico del Locus Coeruleus.

10.1.- Analisis Global

En primer lugar se presentan la descriptiva (media, nimero de casos y desviacion
tipica) para las variables originales Niveles Rostral (LCr) y Caudal (LCc). 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 6

grupos (fig. 4.70).

®Lcr
150 ®LCc

1254

100+

Numero de células inmunorreactivas frente a Fos

75 B
50 s *?
®
[
254 1L &
0 } T T — { T { T T
CSF CPG CNC CNP PGNC PGNP

Grupos Experimentales

Fig. 4.70. Grdfica de las medias estimadas para cada variable dentro de cada uno de
los 6 grupos experimentales.
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Descriptivos

Interv alo de confianz para
la media al 95%
Desviacion Limite
M Media tipica Error tipico | Limite inferior | supenor Minimo Maximo
LCr CSF 18 7,89 4,071 ,960 5,86 9,91 3 13
CPG 18 15,61 8,500 2,003 11,38 19,84 5 25
CNC 18 30,00 13,737 3,238 2317 36,83 10 50
CNP 18 8,89 4,910 1,157 6,45 11,33 3 15
PGNC 18 51,39 16,158 3,808 43,35 59,42 30 70
PGNP 18 2278 9,347 2,203 18,13 27,43 10 35
Total 108 2276 18,115 1,743 19,30 26,21 3 70
LCc CSF 18 10,67 3,985 ,939 8,68 12,65 5 15
CPG 18 48 11 12,117 2,856 42,09 54,14 32 63
CNC 18 2533 10,261 2,419 20,23 30,44 12 38
CNP 18 7,11 4,898 1,154 4,68 9,55 1 13
PGNC 18 51,78 14,727 3,471 44 45 59,10 30 69
PGNP 18 41,00 10,705 2,523 35,68 46,32 25 55
Total 108 30,67 20,214 1,945 26,81 34,52 1 69

Tabla 4.39. Descriptivos para las variables LCr y LCc.

Efectuamos un analisis de la varianza de un factor para las variables
LCr y LCc, siendo el factor el grupo experimental que presenta 6
condiciones experimentales diferentes. Los resultados se recogen en las
Tablas 4.39 y 4.40, que a su vez reproduce las tablas ANOVA para las 2

variables.

Se deduce de ellas que hay diferencias significativas entre los 6
grupos experimentales para las 2 variables: LCr (F=44,415; p<0,0001) y
LCc (F=63,751; p<0,0001).

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
LCr Inter-grupos 24060,519 5 4812 104 44 415 ,000
Intra-grupos 11051,222 102 108,345
Total 35111,741 107
LCc Inter-grupos 33121,333 5 G624 267 63,751 ,000
Intra-grupos 10698,667 102 103,908
Total 43720,000 107

Tabla 4.40. Andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor para las variables LCr y LCec.
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Puesto que el analisis detecto diferencias entre los grupos tenia
sentido realizar comparaciones multiples para determinar conjuntos
homogéneos de grupos experimentales que compartirian la misma media

(ANEXO I).

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 ultimo
que siendo el mas conservador conduce siempre a un menor numero de

conjuntos homogéneos (tabla 4.41 y 4.42).

En el nivel Rostral del Locus Coeruleus (LCr), tanto el método de
Tukey como el de Scheffé determinaron hasta 4 subconjuntos
homogéneos:

- En los extremos de estos subconjuntos destacaron por un lado el

grupo CSF y el CNP y por el otro los grupos que recibieron estimulo

doloroso nociceptivo (CNC y PGNC).

- En el centro quedarian los grupos CPG y PGNP.

LCr

Subconjunto para alfa = .09

Grupo N 1 2 3 4
HSD de Tukey CSF 18 7,89

CNP 18 889

CPG 18 15,61 15,61

PGNP 18 2278 2278

CNC 18 30,00

PGNC 18 51,39

Sig. ,235 314 ,305 1,000
Scheffé CSF 18 7,89

CNP 18 8,89

CPG 18 15,61 15,61

PGNP 18 2278 2278

CNGC 18 30,00

PGNC 18 51,39

Sig. A27 515 506 1,000

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

Tabla 4.41. Pruebas de comparaciones miltiples de Tukey y Scheffé para determinar
subconjuntos homogéneos para la variable LCr.

VICENTE LUls VILLANUEVA PEREZ TESIS DOCTORAL



230

RESULTADOS

A nivel Caudal del Locus Coeruleus (LCc), el método de Tukey

determin6é de nuevo 4 subconjuntos homogéneos, mientras que el de

Scheffé determinoé tan solo 3:

- En los extremos quedaron en esta ocasion los grupos CSF y CNP

por un extremo y los grupos que recibieron Pregabalina (CPG, PGNC

y PGNP) por el otro.

- En el bloque central se situ6 el grupo CNC.

LCe

Grupo

Subconjunto para alfa = .05

1

2

3

HSD de Tukey@ CNFP
CSF
CNC
PGNP
CPG
PGNC
Sig.

18
18
18
18
18
18

711
10,67

901

25,33

1,000

41,00
48 11

299

48,11

51.78
889

Scheffa@ CNP
CSF
CNC
PGNP
CPG
PGNC
Sig.

18
18
18
18
18
18

711
10,67

954

2533

1,000

41,00
48 11
51,78
083

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

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

Tabla 4.42. Pruebas de comparaciones miltiples de Tukey y Scheffé para determinar

subconjuntos homogéneos para la variable LCc.
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10.2.- Analisis 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 Kolmogoroév.

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 ANOVA y
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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10.2.a.- Analisis Parcial Analgesia: CSF v CPG

El objetivo de este analisis fue analizar el efecto que la
administracion de una dosis i.p. de 30 mg/kg de pregabalina tendria sobre
la expresion de Fos en el Locus Coeruleus. Para ello comparamos entre si

los grupos CSF y CPG.

El analisis estadistico incluy6 la obtencion de los descriptivos, la
prueba de homogeneidad de las varianzas y el analisis de la varianza de un
factor para las variables LCr y LCc, siendo el factor el Grupo Experimental.
De los resultados del ANOVA se deduce que hay diferencias significativas
entre los 2 grupos experimentales tanto para la variable LCr (F=12.084;

p<0,001) como para la LCc (F=155.124; p<0,0001) (tabla 4.43).

En este caso, al incluir s6lo 2 grupos experimentales en el analisis,
no fue necesario llevar a cabo un estudio de comparaciones multiples ni

determinar subconjuntos homogéneos.

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 (fig. 4.71).
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Descriptivos

Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
M Media tipica Error tipico | Limite inf erior | superior Minimo Maximo
LCr CSF 18 7,89 4.0 960 5,86 991 3 13
CPG 18 15,61 8,500 2,003 11,38 19,84 5 25
Total 36 11,75 7,647 1,275 9,16 14,34 3 25
LCc C5SF 18 10,67 3,085 939 8,68 12,65 5 15
CPG 18 48 11 12147 2,856 4209 5414 32 63
Total 36 29,39 20,966 3,494 2230 36,48 5 63
Prueba de homogeneidad de varianzas
Fstadisteo
de Levene gl gl? Sig.
LCr 51,788 1 34 000
LCc 36,176 1 34 ,000
ANOVA
Suma de Meda
cuadrados al cuadratica F Sig.
LCr Inter-grupos 536,694 1 536,694 12,084 ,001
Intra-grupos 1510,056 34 44 413
Total 2046, 750 35
LCc Inter-grupos 12618,778 1 12618,778 155,124 ,000
Intra-grupos 2765, 778 34 81,346
Total 15384 556 35

Tabla 4.43. Resultados del Andlisis Parcial Analgesia (CSF y CPG): Descriptivos, prueba
de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.
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Fig. 4.71. Representacion grdfica de los resultados del Andlisis Parcial Analgesia (CSF' y

CPG).
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10.2.b.- Analisis Parcial Dolor: CSF, CNC y CNP

El objetivo de este analisis fue analizar el efecto que la aplicacion de
un estimulo nociceptivo de diferente naturaleza tendria sobre la expresion
de Fos en el Locus Coeruleus. Para ello comparamos entre si los grupos

CSF, CNC y CNP.

El analisis estadistico incluy6 la obtencion de los descriptivos, la
prueba de homogeneidad de las varianzas y el analisis de la varianza de un
factor para las variables LCr y LCc, 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 LCr (F=36.708;

p<0,0001) como para la LCc (F=34.707; p<0,0001) (tabla 4.44).

El estudio pormenorizado de las comparaciones multiples (ANEXO II)
confirmo las diferencias al comparar cualquier grupo entre si, aunque las
diferencias siempre fueron mayores al comparar el grupo control (CSF) con
cualquiera de los grupos estimulados dolorosamente (CNC y CNP) que
cuando se compararon entre si los grupos CNC y CNP,

independientemente del método empleado, Tukey o Scheffé.

La determinacion de subconjuntos homogéneos mediante los
meétodos de Tukey y Scheffé confirmo las diferencias entre los 3 grupos

(tabla 4.45).

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 (fig. 4.72).
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Descriptivos

Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimo Maximo
LCr C5SF 18 7,89 407 960 5,86 9,91 3 13
CNC 18 30,00 13,737 3,238 2317 36,83 10 50
GNP 18 8,89 4910 1,157 6,45 11,33 3 15
Total 54 15,59 13,397 1,823 11,94 19,25 3 50
LCc C5SF 18 10,67 3,085 939 8,68 12,65 5 15
CNC 18 25,33 10,261 2,419 20,23 30,44 12 38
CNP 18 7M1 4 898 1,154 468 9,55 1 13
Total 54 1437 10,485 1,427 11,51 17,23 1 38
Prueba de homegeneidad de varianzas
Estadistico
ce Levere gl gl? Sig.
LCr 34,538 2 51 1000
LCc 41 987 2 51 000
ANGVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
LCr Inter-grupos 5613, 481 2 2806,741 38,708 ,000
Intra-grupos 3899 556 51 76,462
Total 9513,037 53
LCc Inter-grupos 3358,815 2 1679407 34,707 ,000
Intra-grupos 2467 778 51 48,388
Total 5826,593 a3

Tabla 4.44. Resultados del Andlisis Parcial Dolor (CSF, CNC y CNP): Descriptivos,
prueba de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.
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Pruebas post hoc de Tukey y Scheffé

LCr
Subconunto para alfa
=.05
Grupo M 1 2
H3D ce Tuke® C3SF 18 7,89
CNP 10 6,69
CNC 18 20,00
Sig. 937 1.000
Scheffd CSF 18 7,89
CNP 18 8,89
CNC 18 30,00
1. , 943 1,000
Se muestran las medas parz los grupos enlos subconuntos
homogéncos.
A Usa el tamafo muestral de la media armonicz =
18,000.
LCc
Subconjunto para Efa
— .05
Grupo M 1 2
HSD de Tukey CHNFE 18 7.1
CSF 18 10,67
CNC 18 25,33
Sig. 284 1,000
Scheftd CNE 18 7,11
CSF 18 10,67
CNG 18 2533
Sig. 7 1,000

Se muestran las medias para los grupos en 'os subconjuntos

homoganeos.

d. Usa el tamafio muestral de la media arménica =

18,000.

Tabla 4.45. Resultados del Andlisis Parcial Dolor (CSF, CNC y CNP): Pruebas post-hoc

de Tukey y Scheffé de comparaciones multiples.
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Fig. 4.72. Representacion grdfica de los resultados del Andlisis Parcial Dolor (CSF, CNC
y CNP).
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10.2.c.- Analisis Parcial Nociceptivo: CSF, CNC v PGNC

El objetivo de este analisis fue analizar el efecto que la
administracion previa de una dosis i.p. de 30 mg/kg de pregabalina
tendria sobre la expresion de Fos en el Locus Coeruleus por aplicacion de
un estimulo nociceptivo (test de la formalina). Para ello comparamos entre

si los grupos CSF, CNC y PGNC.

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 LCr y LCc, 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 LCr (F=191.207;

p<0,0001) como para la LCc (F=254.619; p<0,0001) (tabla 4.46).

El estudio pormenorizado de las comparaciones multiples (ANEXO
IIl) confirmo6 las diferencias al comparamos cualquier grupo entre si,
aunque las diferencias siempre fueron mayores al comparar el grupo
control (CSF) con cualquiera de los grupos estimulados dolorosamente
(CNC y PGNC) que cuando se compararon entre si los grupos CNC y
PGNC, independientemente del método empleado, Tukey o Scheffé.

La determinacion de subconjuntos homogéneos mediante los
métodos de Tukey y Scheffé confirmo las diferencias entre los 3 grupos

(tabla 4.47).

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 (fig. 4.73).
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Descriptivos

Interv alo de confianza para
la media al 9%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimo Maximo
LCr CSF 18 7,89 4,0M ,960 5,86 991 3 13
CNC 18 30,00 13,737 3,228 2317 36,83 10 o0
PGNC 18 51,39 16,158 3,808 43,35 59,42 30 70
Total 54 29,76 21,70 2,953 23,84 35,68 3 70
LCc  CSF 18 10,67 3,085 ,939 8,68 12,65 5 15
CNC 18 25,33 10,261 2,419 20,23 30,44 12 38
PGNC 18 51,78 14,727 3.4M 4445 59,10 30 69
Total 54 29,26 20,082 2,733 23,78 34,74 5 69

Prueba de homegeneidad de varianzas

Fstadistico
ce Levere gl gl2 Sig.
LCr 32 344 2 51 000
LCc 25,212 2 21 ,000
ANCOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
LCr Inter-grupos 17031,815 2 8515907 54 782 ,000
Intra-grupos 7928056 51 155,452
Total 24959 870 53
LCc Inter-grupos 15627,259 2 7813,630 69,338 ,000
Intra-grupos 5747 111 51 112,688
Total 21374,370 53

Tabla 4.46. Resultados del Andlisis Parcial Nociceptivo (CSF, CNC y PGNC):
Descriptivos, prueba de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.
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Pruebas post hoc de Tukey y Scheffé

LCr
Subheonjunto nara alfa = 05

(Grupo 1 2 3
HSLD de lukey CSF "8 7,69

CHNC "8 30,00

PGNC "8 51,39

Sig. 1,000 1,000 1,000
Scheffa CSF "H /g4

CHNC 8 30,00

PGNC "8 51,38

Sig. 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para bs grupos en los subconjuntos

homngénens

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

LCc
Subconjunto para alfa = .05

Grupo 1 2 2
HSD de Tukeyp CSF 18 10,67

CNG 13 2533

PGNC 13 £1,7€

Sig. 1,000 *,000 1,00C
Scheffé C3F 13 10,87

CNC 18 2533

PGMNC 13 £1,78

Sig. 1,000 *,000 1,000

Se muestran as medias pera lcs grupos en bos subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafo muestral de la med a armonica = 18,000.

post-hoc de Tukey y Scheffé de comparaciones miiltiples.

Tabla 4.47. Resultados del Andlisis Parcial Nociceptivo (CSF, CNC y PGNC): Pruebas
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Fig. 4.73.- Representacion grdfica de los resultados del Andlisis Parcial Nociceptivo
(CSF, CNC y PGNC).
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10.2.d.- Analisis Parcial Neuropatico: CSF, CNP v PGNP

El objetivo de este analisis fue analizar el efecto que la
administracion previa de una dosis i.p. de 30 mg/kg de pregabalina cada 8
horas durante tendria sobre la expresion de Fos en el Locus Coeruleus por
aplicacion de un estimulo neuropatico (constriccion cronica del ciatico).

Para ello comparamos entre si los grupos CSF, CNP y PGNP.

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 LCr y LCc, 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 LCr (F=29.212;

p<0,0001) como para la LCc (F=121.269; p<0,0001) (tabla 4.48).

El estudio pormenorizado de las comparaciones multiples (ANEXO
IV) confirmé las diferencias al comparamos cualquier grupo entre si,
aunque las diferencias siempre fueron mayores al comparar el grupo
control (CSF) con cualquiera de los grupos estimulados dolorosamente
(CNP y PGNP) que cuando se compararon entre silos grupos CNP y PGNP,

independientemente del método empleado, Tukey o Scheffé.

La determinacion de subconjuntos homogéneos mediante los
métodos de Tukey y Scheffé confirmo las diferencias entre los 3 grupos

(tabla 4.49).

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 (tabla 4.74).
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Descriptivos
Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Emortipico | Limite inf erior | superior Minimo Maximo
LCr CSF 18 7,89 4,071 ,960 5,86 9,91 3 13
CNP 18 8,89 4,910 1,187 6,45 11,33 3 15
PGNP 18 2278 9,347 2,203 18,13 27,43 10 35
Total 54 13,19 9,387 1,277 10,62 15,75 3 35
LCc CSF 18 10,67 3,085 ,939 8,68 12,65 5 15
CNP 18 7,11 4,898 1,154 468 9,55 1 13
PGNP 18 41,00 10,705 2,523 35,68 46,32 25 55
Total 54 19,59 16,886 2,298 14,98 24,20 1 55
Prueba de homegeneidad de varianzas
Estadistico
ce Levere all al2 Sig.
LCr 76, FRR ? g1 omn
LCc 24793 2 51 ,000
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
LCr Inter-grupos 2493 481 2 1246, 741 29212 ,000
Intra-grupos 2176,667 51 42 680
Total 4670,148 53
LCc Inter-grupos 12487259 2 6243,630 121,269 ,000
Intra-grupos 2625 778 51 51,4886
Total 15113,037 53

Tabla 4.48. Resultados del Andlisis Parcial Neuropdtico (CSF, CNP y PGNP):
Descriptivos, prueba de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.
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Pruebas post hoc de Tukey y Scheffé

LCr
Subconunto para alfa
=05
Grupo M 1 2
HED ce Tukew® CSF 18 7,89
CMP 18 H,8Y
PCHI 18 22,78
Sig. 891 1,000
Scneffd CSF 18 7,89
CNF 18 8,80
PGNP 18 22,78
Sig. ,900 1,000
Se muestran las medas parz los grupos enlos subconuntos
homogeneos.
a. Usa el tamafo muestral de la meda armonics =
18 000
LCc
Subconunto para alfa
=.05
Srupo M 1 2
HSD ce Tukey  CMP 10 7.1
CsF 18 10,67
PGNP 18 4° 00
Sig. ,306 1,000
Scneffd CNF 18 7,1
CSF 18 10,67
PGHP 18 4- 00
Sig. , 339 1,000
Semuestran las medas parz o= grupos en los subconuntos
homogéneos.

a. llsa el tamafn muestral de la meda armanics =

18,000.

Tabla 4.49. Resultados del Andlisis Parcial Neuropdtico (CSF, CNP y PGNP): Pruebas
post-hoc de Tukey y Scheffé de comparaciones miiltiples.
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Fig. 4.74. Representacion grdfica de los resultados del Andlisis Parcial Neuropdtico

(CSF, CNP y PGNP).
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10.2.e.- ANEXO I: Analisis Global

Comparaciones mutiples

Interv alo de confianz al
5%

Diferencia de Limite

Variable cependicnte (1) Grupo  ({J) Grupo | nmedias (-J) | Emortipico Sig. Limiic inferior | superior
I Cr HSD de Tukey  CSF CPG 7,722 3,470 235 17,80 2,3
CNC 22111 3470 0o 3218 =203
CNF -1,000 3,470 1,000 -11,08 9,08
PGNC -43,500% 3,470 ,000 -b3,58 33,42
PGNP -14.889% 3.470 001 -24.97 4.81
CPG CSF 7,722 3,470 ,235 -2,36 7,80
CNC -14,389% 3,470 ,001 -24 47 4,31
CNF 6,722 3,470 386 -3,36 ‘6,80
PGNC -35,778% 3,470 ,000 -45,86 -25,70
PGNP -1,167 3,470 314 17,24 2,9
CHC CSF 22 111% 3,470 ,000 12,03 32,19
CPC 14,389% 3,470 ,001 431 24,47
CNF 21,1117 3,410 oo 11,03 31,19
FGNC -21,389™ 3,470 000 -31.,47 -11,31
FGHNP 7,222 3,470 305 -2 86 7,30
CHP csr 1,000 3,470 1,000 -9,08 1,08
CPG -6,722 3,470 386 -16G,80 3,36
CMNC 21,111 3,470 000 -31,10 -11,02
PGNC 12,500 3,470 000 5258 32,72
PGNP -13,8807 3,470 ,002 -2397 23,81
PGNCG CSF 43,500 3,470 000 3342 53,58
CPC 35,778 3,470 ,000 2570 45,86
CNC 21,3807 3,470 ,000 11,31 3.4
CNF 42 5007 3.470 000 3242 52,58
PGNP 28,6117 3.470 000 18,53 38.69
PGNF CSF 14 889 3,470 ,001 481 2497
CPC 7,167 3,470 314 -291 7,24
CNC -1,222 3,470 305 -17,30 2,86
CNF 13,889% 3,470 ,002 3,81 23,97
PGNC -28611% 3,470 ,000 -38,69 -8,53
Scheffé CSF CPC -7,722 3,470 427 -19,50 4,05
CNC -22111% 3,470 ,000 -33,89 -0,34
CNF -1,000 3,410 1,000 12,78 0,18
FGNC -43,500 3,470 000 -55,28 -31,72
FGNF -14.889~ 3,470 004 -26,66 -3,1
CPG csr 7,722 3,470 427 -4,05 9,00
CMNC -14,308% 3,470 007 -26,16 -2,61
CNE 6,722 3,470 587 -6,05 8,80
PGNC 36,778% 3,470 000 A7 55 24,00
PGNP 7,167 3,470 515 -18,94 4,61
GHG CSF 22 111* 3,470 000 10,34 33,89
CPC 14,389% 3,470 007 2,61 26,16
CNF 21,1117 3,470 ,000 9,34 32,89
PGNC -21,389% 3.470 000 -33,16 9,61
PGNP 7,222 3,470 506 -4,55 9,00
CHP CSF 1,000 3,470 1,000 -10,78 2,18
CPC 6,722 3,470 587 -18,50 5,05
CNC 211117 3,470 ,000 -32,89 9,34
PGNC -42 500% 3,470 ,000 -b4.28 -30,72
PGNP -13,889% 3,470 010 -25,66 2,1
FGNC Csk 43,5007 3,470 ,000 3,72 55,28
CHG 35,778 3,470 ,000 24,00 47,55
CNG 21,389* 3,470 000 9,61 33,716
CNF 42 500* 3,470 000 30,72 54,28
FGNF 28611 3,470 000 16,84 40,39
PGMNF CSF 14,009% 3,470 004 3,11 26,66
CPG 7,167 3,470 515 -4.61 0,94
CNC 7,222 3,470 506 19,00 1,88
CNF 13,8807 3,470 010 211 25,66
PGNC 286117 3,470 000 -40,39 -'6,84
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LCc HSD de Tukey CSF CPG -37,444% 3,398 ,000 -47,31 -27,57
CNC -14,667* 3,398 ,001 -24,54 -4,80

CNP 3,556 3,398 901 -6,31 13,43

PGNC -41.111* 3398 ,000 -50,98 -31.24

PGNP -30,333* 3,398 ,000 -40,20 -20,46

CPG CSF 37 4447 3,398 ,000 27,57 47,31
CNC 22,778* 3,398 ,000 1291 32,65

CNP 41,000* 3,398 ,000 3113 50,87

PGNC -3,667 3,398 889 -1354 6,20

PGNP 7111 3,398 ,299 -276 16,98

CNC CSF 14,667* 3,398 ,001 4380 2454
CPG -22778* 3,398 ,000 -32,65 -12,91

CNP 18,222* 3,398 ,000 835 28,09

PGNC -26,444% 3,398 ,000 -36,31 -16,57

PGNP -15,667* 3,398 ,000 -2554 -5,80

CNP CSF -3,556 3,398 901 -13,43 6,31
CPG -41,000* 3,398 ,000 -50,87 -31,13

CNC -18,222* 3,398 ,000 -28,09 -8,35

PGNC -44,667* 3,398 ,000 -54,54 -34,80

PGNP -33.889* 3,398 ,000 -43,76 -24,02

PGNC CSF 41.111* 3,398 ,000 31,24 50,98
CPG 3,667 3,398 889 -6,20 13,54

CNC 26,444* 3,398 ,000 16,57 36,31

CNP 44 667" 3,398 ,000 3480 5454

PGNP 10,778* 3,398 024 91 20,65

PGNP CSF 30,333+ 3,398 ,000 20,46 40,20
CPG 7111 3,398 299 -16,98 276

CNC 15,667* 3,398 ,000 580 2554

CNP 33,889* 3,398 ,000 24,02 4376

PGNC -10.778* 3,398 024 -20,65 -91

Scheffé CSF CPG -37.444% 3,398 ,000 -48,98 -2591
CNC -14667* 3,398 ,004 -26,20 -3,14

CNP 3,556 3,398 954 -7,98 15,09

PGNC -41,111* 3,398 ,000 -52,64 -29,58

PGNP -30,333* 3,398 ,000 -41,86 -18,80

CPG CSF 37 444* 3,398 ,000 2591 48,98
CNC 22,778* 3,398 ,000 11,25 34,31

CNP 41,000* 3,398 ,000 29,47 5253

PGNC -3,667 3,398 947 -15,20 7,86

PGNP 7111 3,398 ,500 -4,42 18,64

CNC CSF 14,667* 3,398 004 314 26,20
CPG -22,778* 3,398 ,000 -34,31 -11,25

CNP 18,222* 3,398 ,000 6,69 29,75

PGNC -26,444% 3,398 ,000 -37,98 -14,91

PGNP -15,667* 3,398 ,001 -27.20 -4,14

CNP CSF -3,556 3,398 954 -15,09 798
CPG -41,000* 3,398 ,000 5253 -29,47

CNC -18,222* 3,398 ,000 -29.75 -6,69

PGNC -44 667" 3,398 ,000 -56,20 -33,14

PGNP -33,889" 3,398 ,000 -4542 -22,36

PGNC CSF 41,111 3,398 ,000 29,58 52,64
CPG 3,667 3,398 947 -7.86 15,20

CNC 26,444* 3,398 ,000 14,91 37,98

CNP 44 667" 3,308 ,000 33,14 56,20

PGNP 10,778 3,398 ,083 -75 22,31

PGNP CSF 30,333* 3,398 ,000 18,80 41,86
CPG 7111 3,398 ,500 -18,64 4,42

CNC 15,667+ 3,398 ,001 414 27,20

CNP 33,889" 3,398 ,000 22,36 45,42

PGNC -10,778 3,398 ,083 -22,31 75

* La diferencia de medias es significativa al nivel .05.
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10.2.f.- ANEXO II: Analisis Parcial Dolor

Comparaciones multipl es

nterv glo de confianz al
95%

Dif erencia de Limite

Variable depencienle (1) Grupo (J) Grupo | miedias (IJ) | B Ligico Siy. Lirnile inl erior sUpEniun
LCr HSD de Tukey  CSF CNC 22 1117 2,915 ,000 29,15 15,07
CHP -1,000 2,015 037 -8,04 6,04
CNC CSsF 22 1117 2,015 ,000 16,07 2015
CHNP 21,1117 2,015 ,000 14,07 28,15
CNP CSsF 1,000 2,015 937 6,04 8,
CHC 211117 2,015 ,000 -2815 14,07
Scheffé CSF CHC 22 1117 2,015 ,000 29,45 14,76
CHP -1,000 2,915 ,943 -8.35 6,35
CNC CSF 22 1117 2,915 ,0o0 14,76 20 46
CHP 211117 2,915 onn 13,76 28 46
CNP CSF 1,000 2,915 ,943 -6,35 8,35
CHNC 21,117 2,915 ,000 -28,46 -13,76
LCc HSD de Tukey CSF CNC -4 €67 2,319 000 -20,26 9.07
CHP 3.556 2,319 284 -2,04 9.15
CNC CSF ‘4. €677 2,319 000 9,07 20,26
CHP "g§,2227 2,319 ,000 1262 23,82
CNP CSF -3,556 2,319 ,284 -9,15 2,04
CHNC -8§,222° 2,319 ,000 -23,82 -12,62
Scheffé CSF CNC -4 €687 2,319 ,000 -20,51 8,82
CHP 3,556 2,319 i -2,29 9,40

CNC CSF ‘4 €677 2,319 ,000 8,82 20,51
CHNP 18,2227 2,319 ,000 12,38 24,07
CNP CSF -3,556 2,319 i -9,40 2,29
CHC -8,222" 2,319 ,000 -24.07 -12,38

*.La ciferencia de medias es significativa al nvel .05
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10.2.g.- ANEXO III: Analisis Parcial Nociceptivo

Comparaciones multipl es

Intevao de conf anz al
95%

Dif erencia de Limite

Varatle dependentz 1) Grupo  (J)Grupo | medias (I-J) | brortipico Sg. Limit inferor | superior
LCr HSD de Tukey  CSF CNC 22 11 4,156 ,000 -32,14 -12,08
PGNC 43 500* 4156 ,000 53,53 33,47
CNC car 22 111* 4,156 ,000 12,08 32,14
PCNC 21,389 4,156 ,000 31,42 11,36
PGNC CSF 43,500% 4,156 ,000 3347 53,53
CNC 21,389% 4,166 ,000 11,26 3,42
Sche’fé CSF CNC 22, 111% 4,166 ,000 32,59 11,62
PGNC 13,500% 1,166 ,000 53,08 33,02
CNC CSF 22 111 4 156 ,000 11,62 32,£9

PGNC 21,389% 1,166 ,000 31,87 10,91
PGNC CSF 43 500* 4,156 ,000 33,02 5308
CNC 31,389% 4,156 ,000 10,91 31,67
1Cc HSD de Tukey CSF CNC 14,667* 3,E38 000 23,21 85,12
PGNC 41 111* 3,E38 .ono -49 65 a2 57

CNC CSF 14 BRT* 3,£38 .ono 6,12 23,71
PGNC 26,444 3,538 000 -34,99 17,90
PFGNC CSF 41,111 3,538 ,000 32,57 49,65
CKC 26,444* 3,538 000 17,90 34,99
Sche’fé CSF CNC 14 667* 3,538 001 -23.59 5,74
PGNC A1 1117% 3,538 000 50,03 -32.19
CNC CSF 14 667 3,538 001 574 2359
PGNC 26,444 3,538 000 35,37 17,52
FGNC CSF 41 111% 3,538 ,000 32,19 50,03
CKC 26,444% 3,538 ,000 17,52 35,27

*.La dferencia ce medias es significativa a niv el .05.
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10.2.h.- ANEXO IV: Analisis Parcial Neuropatico

Comparaciones multiples

Intevao de conf anz al
95%

Dif erencia de Limite

Variakle dependentz (1) Grupo  (J)Grupo | medias (I-J) | Errortipico Sig. Limitz inferior | superior
LCr HSD de Tukey CSF CNP -1,000 2,178 891 6,76 4,76
PGNP -14,889* 2,178 ,000 -20,15 9,63
CNP CSF 1,000 2,178 ,891 -4,26 6.26
PGNP -13,889* 2,178 ,000 -19.15 8,63
PGNP CSF 14,889 2,178 000 9.63 20,15
CNP 13,889 2,178 ,000 8,63 19,15
Sche’fé CSF CNP -1,000 2,178 ,900 -6,49 4,49
PGNP -14,889* 2,178 ,000 -20,38 9,40
CNP CsF 1,000 2,178 ,900 -4,49 6,49
PGNP -13,889* 2,178 ,000 -19,38 8,40
PGNP CSF 14 889 2,178 ,000 9,40 20,28
CNP 13,889 2,178 ,000 8,40 19,78
LCc HSD de Tukey CSF ChP 3,556 2,392 ,306 -2,22 9,23
PGNP -20,333* 2,292 ,000 -36,11 -24,56
CNP CSF -3,556 2,292 ,306 -9,33 2,22
PGNP -33,889* 2,292 ,000 -39,66 -28,12
PGNP CsF 20,3337 2,292 ,000 24 56 36,11
CNP 33,8897 2,292 ,000 28,12 39,66
Schette Csk GNP 3,556 2,392 ,339 -2,48 9,59
FGNF -20,333* 2,292 ,000 -36,36 -24,30
CNF C=F -3,556 2,82 339 -9.59 2,48
PGNP -23,889* 2,282 ,000 -39,92 -27,86
PGNP CEF 20,333 2,282 ,000 2430 36,36
CHP 23,889" 2,292 ,000 27,86 39,82

*.La dferencia ce medias es sigrificativa a niv el .05
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11.- Estudio Estadistico del Nucleo del Rafe Dorsal.

11.1.- Analisis Global

En primer lugar se presentan la descriptiva (media, nimero de casos y desviacion
tipica) para las variables originales Niveles Rostral (DRr) y Caudal (DRc). 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 6

grupos (fig. 4.75).
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Fig. 4.75. Grdfica de las medias estimadas para cada variable dentro de cada uno de
los 6 grupos experimentales.
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Descriptivos

Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimo Méaximo
DRr CSF 18 11,00 4,814 1,135 8,61 13,39 2 18
CPG 18 82,83 18,497 4,360 73,63 92,03 60 105
CNC 18 160,56 22,380 5,275 149,43 171,68 132 189
CNP 18 32,33 8,182 1,928 28,26 36,40 20 45
PGNC 18 88,33 17,174 4,048 79,79 96,87 60 106
PGNP 18 81,89 21,307 5,022 71,29 92,48 55 110
Total 108 76,16 50,406 4,850 66,54 85,77 2 189
DRc CSF 18 8,44 4,076 ,961 6,42 10,47 2 15
CPG 18 46,06 9,187 2,165 41,49 50,62 36 59
CNC 18 150,44 19,850 4,679 140,57 160,32 125 174
CNP 18 28,22 6,594 1,554 24,94 31,50 20 40
PGNC 18 51,28 11,646 2,745 45,49 57,07 36 64
PGNP 18 40,94 13,558 3,196 34,20 47,69 25 60
Total 108 54,23 46,930 4,516 45,28 63,18 2 174

Tabla 4.50. Descriptivos para las variables DRr y DRc.

Efectuamos un analisis de la varianza de un factor para las variables
DRr y DRc, siendo el factor el grupo experimental que presenta 6
condiciones experimentales diferentes. Los resultados se recogen en las
Tablas 4.50 y 4.51, que a su vez reproduce las tablas ANOVA para las 2

variables.

Se deduce de ellas que hay diferencias significativas entre los 6
grupos experimentales para las 2 variables: DRr (F=173,550; p<0,0001) y
DRc (F=309,207; p<0,0001).

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
DRr Inter-grupos | 243265,602 5 | 48653120 173,550 ,000
Intra-grupos 28594 722 102 280,340
Total 271860,324 107
DRc Inter-grupos | 221075,713 5 | 44215143 309,207 ,000
Intra-grupos 14585 500 102 142 995
Total 235661,213 107

Tabla 4.51. Andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor para las variables DRr y DRc.
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Puesto que el analisis detecto diferencias entre los grupos tenia
sentido realizar comparaciones multiples para determinar conjuntos
homogéneos de grupos experimentales que compartirian la misma media

(ANEXO I).

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 ultimo
que siendo el mas conservador conduce siempre a un menor numero de

conjuntos homogéneos (tabla 4.52 y 4.53).

En el nivel Rostral del Nucleo del Rafe Dorsal (DRr), tanto el método
de Tukey como el de Scheffé determinaron hasta 4 subconjuntos
homogéneos:

- En los extremos de estos subconjuntos destacaron por un lado el

grupo CSF y el CNP y por el otro el grupo que recibi6 el estimulo

doloroso nociceptivo (CNC).

- En el centro quedarian los grupos que recibieron Pregabalina

(CPG, PGNC y PGNP).

DRr
Subconjurto para alfa = .05

Grupo N 1 2 3 4
HSD de Tukey@ CSF 18 1,00

CHNP 18 32,33

PGNP 18 81,89

CPG 18 82,83

PGNC 18 8833

CNC 18 160,56

Sig. *,00D 1,000 E57 1,000
Schef f&@ CSF 18 1,00

CNF 18 32,33

PGNP 18 81,89

CPG 18 8283

PGNC 18 8833

CNC 18 160,56

Sig. *,000 1,000 ,€30 1,000

Se muestran las medias para los grunos en bs subconjuntos homogénecs.
a. Usa el Larmafio muesbiel de la media armonca - 18,000,

Tabla 4.52. Pruebas de comparaciones miltiples de Tukey y Scheffé para determinar
subconjuntos homogéneos para la variable DRr.
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A nivel Caudal del Nucleo del Rafe Dorsal (DRc), los métodos de

Tukey y Scheffé determinaron de nuevo 4 subconjuntos homogéneos, con

similar distribucion que en el Nivel Rostral:

- En los extremos se situaron por un lado el grupo CSF y el CNP y

por el otro el grupo CNC.

- En el centro quedaron los grupos que recibieron Pregabalina (CPG,

PGNC y PGNP).
DRe
Subconjunto para alfa = .05

Grupo 1 2 3 4
HSD de Tukey CSF 18 8,44

CNP 18 28,22

PGNP 18 40,94

CPG 18 46,06

PGNC 18 51,28

CNC 18 150,44

Sig. 1,000 1,000 ,109 1,000
Scheffé CSF 18 8,44

CNP 18 28,22

PGNP 18 40,94 40,94

CPG 18 46,06

PGNC 18 51,28

CNC 18 150,44

Sig. 1,000 ,080 252 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

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

Tabla 4.53. Pruebas de comparaciones multiples de Tukey y Scheffé para determinar

subconjuntos homogéneos para la variable DRc.

VICENTE LUls VILLANUEVA PEREZ

TESIS DOCTORAL



256 RESULTADOS

11.2.- Analisis 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 Kolmogoroév.

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 ANOVA y
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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11.2.a.- Analisis Parcial Analgesia: CSF v CPG

El objetivo de este analisis fue analizar el efecto que la
administracion de una dosis i.p. de 30 mg/kg de Pregabalina tendria sobre
la expresion de Fos en el Nucleo del Rafe Dorsal. Para ello comparamos

entre si los grupos CSF y CPG.

El analisis estadistico incluy6 la obtencion de los descriptivos, la
prueba de homogeneidad de las varianzas y el analisis de la varianza de un
factor para las variables DRr y DRc, siendo el factor el Grupo
Experimental. De los resultados del ANOVA se deduce que hay diferencias
significativas entre los 2 grupos experimentales tanto para la variable DRr
(F=254.242; p<0,001) como para la DRc (F=252.049; p<0,0001) (tabla
4.54).

En este caso, al incluir solo 2 grupos experimentales en el analisis,
no fue necesario llevar a cabo un estudio de comparaciones multiples ni

determinar subconjuntos homogéneos.

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 (fig. 4.76).

VICENTE LUls VILLANUEVA PEREZ TESIS DOCTORAL



258 RESULTADOS

Descriptivos

Interv alo de confianz para
la media al 95%
Desviacion Limite
M Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimo Maximo
DRr CSF 18 11,00 4,814 1,135 8,61 13,39 2 18
CPG 18 82,83 18,497 4,360 73,63 92,03 60 105
Total 36 46,92 38,785 6,464 33,79 60,04 2 105
DRc CSF 18 8,44 4,076 ,961 6,42 10,47 2 15
CPG 18 46,06 9,187 2,165 41,49 50,62 36 59
Total 36 27,25 20,318 3,386 20,38 34,12 2 59

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadisiico
de Levene gl gl2 Sig.

DRr 99,403 1 34 000
DRc 47,972 1 34 000
ANOVA

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
DRr Inter-grupos 46440,250 1 46440 250 254 242 ,000
Intra-grupos 6210,500 34 182 662
Total 52650,750 35
DRc  Inter-grupos 12731,361 1 12731,361 252,049 ,000
Intra-grupos 1717,389 34 50,511
Total 14448750 35

Tabla 4.54. Resultados del Andlisis Parcial Analgesia (CSF y CPG): Descriptivos, prueba
de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.
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Fig. 4.76. Representacion grdfica de los resultados del Andlisis Parcial Analgesia (CSF' y
CPG).
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11.2.b.- Analisis Parcial Dolor: CSF, CNC y CNP

El objetivo de este analisis fue analizar el efecto que la aplicacion de
un estimulo nociceptivo de diferente naturaleza tendria sobre la expresion
de Fos en el Nucleo del Rafe Dorsal. Para ello comparamos entre si los

grupos CSF, CNC y CNP.

El analisis estadistico incluy6 la obtencion de los descriptivos, la
prueba de homogeneidad de las varianzas y el analisis de la varianza de un
factor para las variables DRr y DRc, 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 DRr
(F=597.945; p<0,0001) como para la DRc (F=703.432; p<0,0001) (tabla
4.55).

El estudio pormenorizado de las comparaciones multiples (ANEXO II)
confirmo las diferencias al comparar cualquier grupo entre si, aunque las
diferencias siempre fueron mayores al comparar el grupo control (CSF) con
cualquiera de los grupos estimulados dolorosamente (CNC y CNP) que
cuando se compararon entre si los grupos CNC y CNP,

independientemente del método empleado, Tukey o Scheffé.

La determinacion de subconjuntos homogéneos mediante los
métodos de Tukey y Scheffé confirmo las diferencias entre los 3 grupos

(tabla 4.56).

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 (fig. 4.77).

VICENTE LUls VILLANUEVA PEREZ TESIS DOCTORAL



RESULTADOS 261
Descriptivos
Interv alo de confianz para
la media al 95%
Desviacion Limite
il Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimao Maximo
DRr CSF 18 11,00 4 814 1,135 8,61 13,39 2 18
CHNC 18 160,56 22,380 5,275 149 43 171,68 132 189
CNP 18 32,33 8,182 1,928 28,26 36,40 20 45
Total 54 67,96 68,077 9,264 4938 86,54 2 189
DRc CSF 18 8,44 4 076 ,961 6,42 10,47 2 15
CHNC 18 150,44 19,850 4 679 140,57 160,32 125 174
CHNP 18 2822 6,504 1,554 2494 31,50 20 40
Total 54 62,37 64,527 8,781 4476 79,98 2 174
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico
de Levene gl gl2 Sig.
DRr £5 498 2 51 ,0o0
DRc 57,386 2 51 ,000
ANOVA
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
DRr Inter-grupos | 235577 ,481 2 | 117788, 741 597,945 ,000
Intra-grupos 10046, 444 51 196,980
Total 245623 926 53
DRc Inter-grupos | 212960 593 2 | 106480,296 703,432 ,000
Intra-grupos 7720, 000 51 151,373
Total 220680 593 53

Tabla 4.55. Resultados del Andlisis Parcial Dolor (CSF, CNC y CNP): Descriptivos,
prueba de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.
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Pruebas post hoc de Tukey y Scheffé

DRr
Subconjunto para alfa = .05

Grupo M 1 2 3
HSD de Tukep CSF 18 11,00

CHP 18 3233

CNC 18 160,56

Siy. 1,000 1,000 1,000
Scheffé CsF 18 11,00

CHP 18 32,33

CNG 18 160,26

Sig. 1,000 1,000 1.0C0
Se muestran las medias para os grupos en 35 subcorjuntes

hormogeneos.

a. Usa e tamafio muestral de la media arménica = 18,000.

DRc
Subconjunto para alfa = .05

Grupo M 1 2 3
HSD de Tukeyp CSF 18 8,44

CHIr 18 28,22

CNC 18 160,44

Sig. 1,000 1,000 1,000
Scheffé car 18 8,44

CNP 18 2822

CNC 18 150,44

Sig. 1,000 1,000 1,000
Se muestran las medias para os grupos en 25 subcorjuntcs

homogéneos.

a. Usa d Llanafio muestial de la media anmonica — 18,000,

Tabla 4.56. Resultados del Andlisis Parcial Dolor (CSF, CNC y CNP): Pruebas post-hoc
de Tukey y Scheffé de comparaciones multiples.
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Fig. 4.77. Representacion grdfica de los resultados del Andlisis Parcial Dolor (CSF, CNC

y CNP).
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11.2.c.- Analisis Parcial Nociceptivo: CSF, CNC v PGNC

El objetivo de este analisis fue analizar el efecto que la
administracion previa de una dosis i.p. de 30 mg/kg de Pregabalina
tendria sobre la expresion de Fos en el Nucleo del Rafe Dorsal por
aplicacion de un estimulo nociceptivo (test de la formalina). Para ello

comparamos entre si los grupos CSF, CNC y PGNC.

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 DRr y DRc, 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 DRr
(F=368.843; p<0,0001) como para la DRc (F=524.461; p<0,0001) (tabla
4.57).

El estudio pormenorizado de las comparaciones multiples (ANEXO
III) confirm6 las diferencias al comparamos cualquier grupo entre si,
aunque las diferencias siempre fueron mayores al comparar el grupo
control (CSF) con cualquiera de los grupos estimulados dolorosamente
(CNC y PGNC) que cuando se compararon entre si los grupos CNC y
PGNC, independientemente del método empleado, Tukey o Scheffé.

La determinacion de subconjuntos homogéneos mediante los
métodos de Tukey y Scheffé confirmo las diferencias entre los 3 grupos

(tabla 4.58).

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 (fig. 4.78).
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Descriptivos
Interv alo de confianz para
la media al 95%
Desviacion Limite
il Media tipica Error tipico | Limite inferior | supenaor Minimo Maximo
DRr CSF 18 11,00 4,814 1,135 8,61 13,39 2 18
CNC 18 160,56 22,380 5,275 149,43 171,68 132 189
PGNC 18 88,33 17,174 4,048 79,79 96,87 60 106
Total 54 86,63 63,736 8,673 69,23 104,03 2 189
DRc CSF 18 8,44 4,076 ,961 6,42 10,47 2 15
CNC 18 150,44 19,850 4 679 140,57 160,32 125 174
PGNC 18 51,28 11,646 2,745 45 49 57,07 36 64
Total 54 70,06 61,473 8,365 53,28 86,83 2 174
Prueba de homogeneldad de varlanzas
Estadistico
de Levene al 1 gl? Sig.
DRr 27,968 2 51 000
DRe 53,118 2 51 ,000
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
DRr Inter-grupos | 201380, 148 2 | 100690,074 368 843 ,000
Intra-grupos 13922, 444 o1 272,989
Total 215302 593 53
DRc Inter-grupos 190996, 333 2 95498 167 524, 461 ,000
Intra-grupos 9286,500 o1 182,088
Total 200282 833 53

Tabla 4.57. Resultados del Andlisis Parcial Nociceptivo (CSF, CNC y PGNC):
Descriptivos, prueba de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.
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Pruebas post hoc de Tukey y Scheffé

DRr
Subcenjunto para alfa = .05

Grupo N 1 2 3
HSD dc Tukey CSF 10 11,00

PGNC 18 8833

CNC 18 160,56

Sig. 1,000 1,000 1,000
Scheffa CSF 18 11.00

PGNC 18 88,33

CHC 18 160,56

Sig. 1,000 1,000 1,000
Se muestran las medias para bs grupos en lbs subcorjuntos

homogéncos.
a. Usa el tamafio muestral de la media amaédnica = 18,000.

DRe
Subcenjunto para alfa = .05

Grupo M 1 2 3
HSD de Tukey CSF 18 8,44

PGMC 18 51,28

CNC 18 150,24

Sig. 1,000 1,000 1,000
Scheffd CSF 18 8,14

PGNC 18 51,28

CNC 18 150,44

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

homogéneos.
a. Usza ¢l tamafio mucstral de la media amonica = 18,000.

Tabla 4.58. Resultados del Andlisis Parcial Nociceptivo (CSF, CNC y PGNC): Pruebas
post-hoc de Tukey y Scheffé de comparaciones multiples.

VICENTE LUls VILLANUEVA PEREZ TESIS DOCTORAL



RESULTADOS

267

DRr

250
("]
o
W 225
~
@
£ 2004 -1
d
[y
<
.2175—
]
o
(]
@ 150
[
o
S

125 S
E
£
5 100
3
@
© 75
]
-]
2
5 50
E
=]
< 25

0 T T T
CSF cNe PGNC
Grupos Experimentales
DRc

250
w
o
L 225
~
o
€ 200
4
& —_
©
z175~
Eod
o
o
g150~
o
5

125
E
£
& 100
3
T}
© 754 —_
o
°
2
g 50+
E
=]
< 25

|
0 T T T
CSF CNC PGNC

Grupos Experimentales

Fig. 4.78. Representacion grdfica de los resultados del Andlisis Parcial Nociceptivo (CSF,
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11.2.d.- Analisis Parcial Neuropatico: CSF, CNP v PGNP

El objetivo de este analisis fue analizar el efecto que la
administracion previa de una dosis i.p. de 30 mg/kg de Pregabalina cada 8
horas durante tendria sobre la expresion de Fos en el Nucleo del Rafe
Dorsal por aplicacion de un estimulo neuropatico (constriccion cronica del

ciatico). Para ello comparamos entre si los grupos CSF, CNP y PGNP.

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 DRr y DRc, 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 DRr
(F=131.271; p<0,0001) como para la DRc (F=59.380; p<0,0001) (tabla
4.59).

El estudio pormenorizado de las comparaciones multiples (ANEXO
IV) confirmé las diferencias al comparamos cualquier grupo entre si,
aunque las diferencias siempre fueron mayores al comparar el grupo
control (CSF) con cualquiera de los grupos estimulados dolorosamente
(CNP y PGNP) que cuando se compararon entre silos grupos CNP y PGNP,

independientemente del método empleado, Tukey o Scheffé.

La determinacion de subconjuntos homogéneos mediante los
meétodos de Tukey y Scheffé confirmo las diferencias entre los 3 grupos

(tabla 4.60).

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 (fig. 4.79).
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Descriptivos
Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
il Media tipica Emor tipico | Limite inf erior | superior Minimo Maximo
DRr CSF 18 11,00 4814 1,135 8,61 13,39 2 18
CNP 18 32,33 8,182 1,928 28,26 36,40 20 45
PGNP 18 81,89 21,307 5,022 71,29 92,48 55 110
Total 54 41,74 32,756 4458 32,80 50,68 2 110
DRc CSF 18 8,44 4076 ,961 6,42 10,47 2 15
CNP 18 28,22 6,594 1,654 24,94 31,50 20 40
PGNP 18 40,94 13,558 3,196 34,20 47,69 25 60
Total 54 2587 16,137 2196 21,47 30,28 2 60
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico
de Levene gl gl? Sig.
NRr 37,159 2 51 000D
DRe 29,398 2 51 ,000
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
DRr Inter-grupos 47616593 2 23808296 131,271 ,000
Intra-grupos 9249 778 51 181,368
Total 56866, 370 53
DRc Inter-grupos 9655, 593 2 4827796 59,380 ,000
Intra-grupos 4146 500 51 81,304
Total 13802093 53

Tabla 4.59. Resultados del Andlisis Parcial Neuropdtico (CSF, CNP y PGNP):
Descriptivos, prueba de homogeneidad de las varianzas y ANOVA de un factor.
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Pruebas post hoc de Tukey y Scheffé
DRr
Subconjunto para alfa = .05
Grupo M 1 2 3
HSD de Tukep CSF 18 11,00
CNP 18 3233
PGNP 18 81,89
Siy. 1,000 1,000 1,000
Scheffé CSF 18 11,00
CNP 18 3233
PGMNP 18 81,e4
Sig. 1,000 1,000 1.0C0
Se muestran las medias para os grupos en 35 subcorjuntes
hormogeneos.
a. Usa e tamafio muestral de la media arménica = 18,000.
DRc
Subconjunto para alfa = .05
Grupo M 1 2 3
HSD de Tukey@ CSF 18 8,44
CNP 18 28,22
PGNP 18 40,54
Sig. 1,000 1,000 1,000
Scheffe Co 18 8,44
CNP 18 2822
PGNP 18 40 54
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias
homogéneos.

para os gupos en os subcorjuntcs

a. Usa e Lanm@fo muestial de la media anmonica — 18,000,

Tabla 4.60. Resultados del Andlisis Parcial Neuropdtico (CSF, CNP y PGNP): Pruebas

post-hoc de Tukey y Scheffé de comparaciones multiples.
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Fig. 4.79. Representacion grdfica de los resultados del Andlisis Parcial Neuropdtico
(CSF, CNP y PGNP).
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11.2.e.- ANEXO I: Analisis Global

Comparaciones multiples

Interv alo de confianza al
05%

Dif erencia de L mite

Variable deperdiente 1) Grupo  (J)Grupo | medias (I-J) | Errortipico Sig. Limite inferior | superor
DRy HSD de Tukey CSF CPG 71,8337 5,531 ,000 -88,04 56,62
CHNC -149 556 5,581 ,000 -165,77 133,34
CHNP -21,333* 5,581 ,003 -37,54 5,12
PGNC -77,333% 5,581 ,000 -93 54 £1,12
PGNP -70,839* 5,581 ,000 -87,10 54,68
CPG CSk 71,833 5,581 ,000 55,62 88,04
CHNC (1,227 5,581 oo -93,93 41,51
CHP £0,500" 5,581 ,000 34,29 66,71
PGHNC 5,500 5,581 822 -21,71 10,71
PGNP 944 5,531 +,000 15,27 17,16
CNC CSF 149,556* 5,531 ,000 133,24 165,77
CPG 77,722% 5,631 ,000 81,51 923,92
CHNP 128,222% 5,581 ,000 112,04 144,43
PGNG 72,222% 5,531 ,000 56,04 88,42
PGNP 78.6AT* 5 A1 0nn A2,46 94 88
CNP CSF 21,333 5,581 ,003 512 37.54
CPG -£0,500% 5,531 000 -66,71 -34,29
CHNC -128,222% 5,581 ,000 -144 43 -112,01
PGNC -£6,000% 5,581 ,000 -72,21 -39,79
PGNP -49 556* 5,581 ,000 -65,77 -33,34
PGNC CSF 77,333 5,581 ,000 61,12 93,54
CPG 5,500 5,581 ,922 -10,71 21,1
CHNC -12,222% 5,581 ,000 -88,43 -56,01
CHNP £6,000% 5,581 ,000 39,79 72,21
PGNP 6,444 5,581 85/ 9.0 22,66
PGHP C3SF 70,839™ 5,581 ,000 54,68 87,10
CPG -, 944 5,581 +,000 17,16 15,27
CHNC -18,607* 5,581 ,000 -54.88 62,46
CHP 40,656 5,631 ,000 33,34 865,77
PGMNC 6,114 5,681 887 22 66 9,77
Schaffé CSF CPG 71,833 5,581 ,000 -80,77 52,89
CHNC -149 556* 5,531 ,000 -168,50 130,61
CHNP -21,333* 5,531 017 -40,27 2,39
PGNC -77,333% 5,581 000 -96,27 58,39
PGNP -70,839* 5,581 000 -89,83 51,95
CPG CSF 71,833 5,581 ,000 52,89 90,77
CNC -17,722% 5,581 ,000 -96, 66 58,78
CHNP £0,500% 5,581 ,000 31,56 69,44
PGNC 5,500 5,581 ,964 -24 44 13,44
PGNP 944 5,581 *,000 -18,00 19,89
CNC CSF 149 556* 5,581 ,000 130,61 168,50
CPG 122" 5,581 oo 58,18 98, 66
CHNP 128,222 5,581 ,000 109,28 147,16
PGHNC 72,222" 5,581 ,000 53,28 91,16
PGNP 78,657 5,581 ,000 59,73 97,61
CNP CSF 21,333* 5,901 017 2,09 40,27
CPG -£0,500% 5,631 ,000 60,44 21,56
CHNC 128,222% 5,681 ,000 147,16 108,28
PGNG -£6,000% 5,531 ,000 -74,94 -37,08
PGNP 49 556% 5,531 ,000 -68,50 -30,61
PGNC CSF 77,333 5,531 000 58,39 96,27
CPG 5,500 5,531 964 -13,44 24 44
CHNC -12,222% 5,531 000 -91,16 53,28
CHNP £6,000% 5,581 ,000 37,06 74,94
PGNP 6,444 5,581 ,930 -12,50 25,39
PGNP CSF 70,859* 5,581 ,000 51,95 89,83
CPG -,944 5,581 *,000 -19,89 18,00
CHNC 78,657 5,581 ,000 -97,61 59,73
GNP 49 556* 5,581 ,000 30,61 68,50
PGMNC 4,444 5,581 830 -Zb, 39 12,50
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DRc HSD de Tukey CSF CPG 376117 3,986 000 4919 -26,03
CNC -142,000° 3,986 000 15358 | 13042

CNP -19.778* 3.986 .000 -31.36 -8.20

PGNC -42.833* 3.986 000 -54.41 -31.26

PGNP -32,500* 3,986 000 -44,08 -20,92

CPG C3F 37611 3,986 ,000 26,03 49,19
CNC -104,389* 3,986 ,000 -115,97 -92.81

CNP 17.833* 3.986 000 6.26 29.41

PGNC -5,202 3,986 779 -16,80 6,36

PGNP 5111 3,986 794 6,47 16,69

CNC CSF 142,000* 3,986 ,000 120,42 153,58
CPG 104,389* 3,986 000 92,81 115,97

CNP 122,220* 3,986 000 11064 |  133.80

PGNC 99,167 3,986 000 87,59 | 11074

PGNP 109,500% 3,986 oo 97,92 121,08

CNP CSF 19,770* 3,906 ,000 0,20 31,26
CPG 17,833 3,986 000 20,41 -6,.26

CNC 122,222* 3,986 000 13380 | 11064

PGNC -23,056% 3,986 oo -34,63 -11,48

PGNP 12,722 3,986 023 2430 1,14

PGNC  CSF 42,833 3,986 000 3126 54,41
CPG 5222 3,986 J79 -6,36 16,80

CNC -99,167* 3,906 ,000 -110,74 -07,59

CNP 23,056* 3,986 000 1148 3463

PGNP 10,333 3,986 109 1,24 21,91

PGNP CSF 32,500 3,986 ,000 20,92 4408
CPG 5,111 3,986 794 -16,69 6,47

CNC -109,500° 3,986 ,000 -121,08 -97,92

CNP 12,722¢ 3,986 023 114 24,30

PGNC -10,333 3,986 ,109 -21,91 1,24

Scheffé CSF CPG 37,611 3,986 000 51,14 -24,08
CNC -142,000* 3,986 000 15553 | 12847

CNP -19.778* 3.986 .000 -33.31 -6.25

PGNC -42,833 3,986 000 -56,36 -2931

FGNE -32,500* 3,986 000 -46,03 18,97

CPG CSF 37,611 3,086 ,000 24,08 51,14
CNC -104,389* 3,986 000 -117,92 -90,86

CNP 17,833 3,986 002 4,31 31,36

PGNC 5222 3,986 885 1875 831

PGNP 5111 3,986 895 -8,42 18,64

CNC CSF 142.000 3.986 000 12847 | 15553
CPG 104,389* 3,986 000 9086 | 117,92

CNP 1222224 3,986 000 10869 | 13575

PGNC 99,167 3,986 ,000 85,64 112,69

PGNP 1090,500* 23,086 ,000 05,97 123,02

CNP CSF 19,778* 3,986 000 6.25 3331
CPG 17,833 3,986 002 -31,36 -431

CNC -122,222* 3,986 000 13575 | -108,69

PCNC -23,056* 3,906 ,000 -36,50 -9,53

PGNP 12,722 3,986 080 -26,25 81

PGNC  CSF 42,833 3,086 000 29,31 56,36
CPG 5,222 3,986 885 -8.31 1875

CNC -99,167* 3,906 ,000 -112,69 -05,64

CNP 23,056 3,986 000 9,53 36,58

PGNP 10,333 3,986 252 -3,19 23,86

PGNP CSF 32,5007 3,086 1000 18,97 46,03
CPC =5,111 3,906 ,095 -10,64 0,42

CNC -109,500* 2,086 ,000 -122,02 -9597

CNP 12722 3,986 080 -81 26,25

PGNC -10,333 3,986 252 -23,86 3,19

“.La direrencla de medias es signifcativa al nivel .05.
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11.2.f.- ANEXO II: Analisis Parcial Dolor

Comparaciones multipl es

Interv alo de confianz al
95%

Dif erencia de L'mite

Variable deperdiente 1) Grupo  (J) Grupo | medias (I-J} | Errortipico Sig. Limite inferior | superor
URr HSD de lukey UGS CHNC -149,556% 4,678 ,000 -160,85 -138,26
CHr 21,333* 4 678 ,000 -32,63 -10,04
CNC CSF 149,556 4,678 ,000 138,26 160,85
CHP 128,222* 4,678 ,000 116,93 139,52
CHNP csr 21,333* 4,678 ,000 10,04 32,63
CNC -120,222% 4,670 ,000 -139,52 -116,93
Scheffé CSF CNC -149 556* 4,678 ,000 -161,35 -137,76
CHMP 221,333 4,678 ,000 -33,13 9,54
CNG CSF 149,556* 4,678 ,000 137,76 161,35
CHP 158,909% 4 678 nnn 116,43 140,02
CNP CSF 21,333 4,678 ,000 9,54 33,13
CHNC -128,222* 4,678 ,000 -140,02 -116.43
DRc HSD de Tukey CSF CNC -142,000% 4101 ,000 -151,80 132,10
CHNP -19,778* 4101 ,000 -29,68 9,88
CNC CSF 142 000* 4101 ,000 132,10 151,90
CHNP 122,222% 4101 ,000 112,32 132,12
CNP CSF 19,778* 4101 ,000 9,88 29,68
CHC -122,222% 4101 ,000 -132,12 112,32
Schatte CSk CNC -142,000% 4101 ,000 -152,34 -131,66
CHNP =19, 778" 411 oo -30,12 9,44
CHNC C3F 142,000™ 4101 ,000 131,66 152,34
CHP 122,222% 4,101 ,000 111,88 132,56
CHNP csr 19,778* 4.1 ,000 9,44 30,12
CNC -122,222% 4.1 ,000 -132,56 -111,88

*. Ladil erencia de medias ex signil icaliv a a niv el 05,
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11.2.g.- ANEXO III: Analisis Parcial Nociceptivo

Comparaciones multiples

Intery alo de confianz al
95%

Dif erercia de Limie

Varable dependiente 1) Grupo  (J) Gupc | medias (I-J) | Errortipico Sqg. Limite inferior | superior
DR HSD dz Tukey Sk CNC -149,5567 5,507 ,000 -162,85 -136,26
PGNC 77,233 5,507 ,000 -90,63 64,04
CNC C5F 149 £56° 5,507 ,000 136,26 162,85
PGNC 72,222 5,507 ,000 58,93 85,52
MCHC car 77,233 5,507 ,000 64,04 90,63
CNC 722207 5,507 ,000 -05,52 58,93
Scheffé CSF CNC -140 £567 5,507 ,000 -163,44 -135,67
PGNC 17,333 5,507 ,000 91,22 £3,45
CNG CSF 149 E567 5,507 ,000 135,67 163,44
PGNC 72 3997 5 A07 0on 58,34 86,11
PGHNC C5F 77,233 5,507 000 63,45 91,22
CNC 72,2227 5,507 ,000 -86. 11 -58.34
DRz HSD de Tukey CSF CNC -142,0007 4,498 ,000 -152,86 137,14
PGNC 42 €33 4,498 ,000 -53,69 -37,98
CNC C5F 142 000" 4,498 ,000 131,14 152,86
PGNC 99,167” 4,298 ,000 88,31 110,02
PGNC CsF 42,633 4,208 ,000 31,98 53,69
CNC 99 1677 4,298 ,000 -110,02 88,31
Scretté Csk CNC -142,0007 4,498 ,000 -153,34 -130,66
PGNC 42 833 4,498 oo -ha 1/ -37,49
CHNC C3F 142,000" 4,298 ,000 130,66 153,34
FGNC 99,167 4,498 ,000 87,83 110,51
MCHC car 42 €337 4,498 ,000 31,49 04,17
CNC 99,167% 4,208 ,000 -110,51 27,82

*. Le dilerenciz de medias es signil caliva & nivd 05,
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11.2.h.- ANEXO IV: Analisis Parcial Neuropatico

Comparaciones multipl es

Interv aln de confianz al
95%

Dif erencia de L'mite

Variable deperdiente 1) Grupo  (J) Grupo | medias (I-J} | Errortipico Sig. Limite inferior | superor
DR HSD de Tukey CSF CHP 21,333 4,439 ,000 3217 -10,50
PGNP -70,839" 4,439 ,000 81,73 60,05
CHNP csr 21,333* 4,439 ,000 10,50 32,17
PGNP 49,556% 4,439 ,000 60,39 30,72
PGMP CSF 70,839* 4,439 ,000 60,05 81,73
CHMP 49,556* 4,439 ,000 38,72 60,39
Schaffé CSF CHNP 21,333 4,439 ,000 -32,65 -10,01
PGNP 70, 839* 4 489 0nn 82,21 RAAT
CNP CSF 21,333 4,439 ,000 10,01 32,65
PGNP -49,556* 4,439 .000 -60.87 -38.24
PGNP CSF 70,859* 4,439 ,000 59 57 82,21
CHNP 49 556* 4,439 ,000 38,24 60,87
DRc HSD de Tukey CSF CNP -19,778* 3,006 ,000 -27,03 -12,52
PGNP -32 500* 3,006 ,000 -39,76 -25,24
CNP CSF 19,778* 3,006 ,000 12,52 27,03
PGNP -12,722* 3,006 ,000 -19,98 5,47
PGNP CSF 32,500% 3,006 ,000 25,24 39,76
GNP 12,0227 3,006 ,ouo h4f 19,98
Schefle CSF CHNP -19, 778 3,006 ,000 -27,36 -12,20
PGNP 32 500" 3,006 ,000 -40,08 24,92
CMNP CSF 19,776% 3,006 ,000 12,20 27,36
PGNP -12,722% 3,006 ,000 -20,30 £,14
PGNP CSF 32,500* 3,006 ,000 24,92 410,08
CHNP 12,722* 3,008 ,000 5,14 20,30

*. Ladif erencia de medias cs significativa al niv o .05,
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1.- Consideraciones metodologicas.

Nuestro trabajo de investigacion se ha centrado en estudiar el
sustrato anatomico del efecto analgésico de la pregabalina. Asimismo,
nuestro estudio ha profundizado en el papel que distintos centros
troncoencefalicos podrian jugar el mecanismo de accion de farmacos

analgésicos como la pregabalina.

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 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
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actividad tras la aplicacion de un estimulo nociceptivo (137, 138, 139,

140, 141).

La mayoria de estos trabajos se han llevado a cabo en animales
en mayor o menor medida anestesiados (142, 143, 144), 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

(133).

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) (145), basado en la medicion de la glucosa
utilizada localmente en el cerebro (146), y el estudio de la expresion del
proto-oncogén c-fos como marcador de actividad neuronal (29, 86, 123,

124, 125, 126, 147).

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 neuroanatomicas. 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 (148).

Todo esto posibilité una rapida aparicion de trabajos en los que se
estudio el patron de distribucion de c-fos inducido tras aplicar al animal
de experimentacion diferentes estimulos nociceptivos (69, 70, 90, 124,

126, 139, 140, 141, 146, 147, 149).
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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.

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, o incluso, el hecho de que el animal

de experimentacion fue de una especie diferente (150).

2.- Asta Posterior de la Médula Espinal.

La expresion del proto-oncogen c-fos en el asta posterior de la
meédula espinal ha sido, probablemente, uno de los hechos mas
estudiados desde que a finales de la década de los 80 Hunt y cols. (147)
comprobaron que podia ser inducida su expresion a este nivel tras la
aplicacion de un estimulo nociceptivo. Resultados similares fueron
obtenidos independientemente de que el estimulo nociceptivo aplicado
fuese somatico superficial (151, 152, 153, 154, 155, 156), somatico
profundo (124, 157) o visceral (124, 158, 139).
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Del mismo modo, un estimulo doloroso neuropatico, como la
constriccion cronica del nervio ciatico, también provocoé un incremento

ipsilateral de la expresion de la proteina Fos (160, 161, 162).

Nuestros resultados son coincidentes con todos ellos, confirmando
el papel principal de las laminas superficiales (I y II) y del cuello del asta
posterior (V) en la recepcion de la informacion algésica que ingresa por

las raices posteriores al interior de la médula espinal.

Asimismo, los datos obtenidos confirman que el proto-oncogen c-
fos se expresa en el asta posterior o dorsal de la médula espinal de
forma consistente y proporcionada al estimulo doloroso aplicado.
Nuestros datos, por tanto, apoyan aquellos trabajos previos que
sostenian que el estudio inmunocitoquimico de la proteina Fos es un
meétodo eficaz y fidedigno de actividad celular (123). Especialmente, los
que han apoyado el uso de esta herramienta neurocientifica para
detectar actividad neuronal inducida por un estimulo doloroso en el

asta posterior de la médula espinal (29, 86, 124, 125, 126, 147, 149).

La validez de esta técnica ha permitido que numerosos trabajos
previos hayan demostrado que la administracion de sustancias
analgésicas de forma previa a la aplicacion del estimulo algésico, inhibe
la expresion de c-fos inducida por el estimulo nociceptivo en el asta
posterior de la médula. Aunque el analgésico mas estudiado ha sido la
morfina (151, 157, 159, 163, 164), también se ha investigado el efecto
que sobre la expresion de Fos inducida por dolor tenian otros
analgésicos como el peroxicam (153), el diclofenaco (165), el metamizol

(31) o el tramadol (159).

También en este caso, nuestros resultados coincidieron con los de

estos estudios previos, de manera que la administracion de pregabalina
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30 minutos antes de la aplicacion de la estimulacion dolorosa consiguio

atenuar la expresion de Fos inducida por el estimulo doloroso.

Este efecto de la pregabalina inhibiendo la expresion de Fos en el
asta posterior de la médula era esperable cuando se administraba de
forma previa a la aplicacion de dolor neuropatico, ya que la pregabalina
esta indicada en el tratamiento de patologias que cursan con esta
modalidad de dolor.

Sin embargo, la inhibicion de Fos inducida por un estimulo
doloroso nociceptivo somatico superficial, como el test de la formalina,
fue un hallazgo mas inesperado. Segun nuestros datos, el nuestro es el
primer estudio en evaluar la efectividad de la pregabalina para bloquear

la expresion de c-fos en el asta posterior de la médula.

Nuestros resultados apoyan, de este modo, la teoria de que el
estudio de la expresion de c-fos a nivel de la médula espinal es un buen
método para evaluar tanto la capacidad algésica de una sustancia o
proceder como la potencia analgésica de un farmaco, y apuntan al asta
posterior de la médula como punto eficaz de bloqueo de la informacion
nociceptiva por parte del sistema antinociceptivo endégeno: un mayor
bloqueo de la expresion de Fos a nivel del asta posterior de la médula,
se correlacionaria con una mayor potencia analgésica del farmaco

testado.

En nuestro caso, los datos obtenidos a nivel de asta posterior de la
meédula espinal sugieren que la pregabalina seria eficaz para el
tratamiento no so6lo del dolor neuropatico sino también del nociceptivo

somatico superficial.
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3.- Nucleo del Tracto Solitario.

El nucleo del tracto solitario (NTS), situado en el bulbo raquideo,
ha sido una estructura asociada clasicamente a la sensibilidad visceral
general (108). Las diferentes aferencias sensitivas terminarian
distribuidas, de forma mas o menos general, con las del sistema
gustativo en su mitad mas rostral (108, 166), las gastrointestinales en
su porcion intermedia (108) y las cardiovasculares y respiratorias en su

porcion mas caudal (108, 112, 113).

Sin embargo, su inclusion en este estudio sobre el sustrato
anatomico del efecto analgésico de la pregabalina ha sido porque es uno
de los centros troncoencefalicos donde mas intensamente se localiza la
subunidad a20-1 (98) que ha sido involucrado tanto en el circuito
nociceptivo (114, 139, 141, 167) como en el antinociceptivo (109, 110,
111,112,113, 114, 115).

Por lo que respecta al papel del NTS en el circuito nociceptivo
somatico superficial, nuestros resultados no mostraron un incremento
significativo de la expresion de Fos en el NTS tras la inyeccion
subcutanea de formalina al 5% en la planta de la pata trasera derecha
(test de la formalina) de los animales del grupo control dolor nociceptivo
con respecto de los animales del grupo control simulado fisiolégico, lo
que en principio no apoyaria la participacion del NTS en la conduccion

de un estimulo nociceptivo somatico superficial.

En este mismo sentido, otros estudios previos, mucho mas globales
y no especificos del NTS, en los que también se empleé un estimulo
nociceptivo somatico superficial, como el test de la formalina, (137, 140)

no apreciaron incremento de actividad neuronal en el NTS.
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Porro y cols. (137) llevaron a cabo un estudio del consumo de 2-DG
en todo el tronco del encéfalo tras aplicacion del test de la formalina sin
observar incrementos significativos del consumo en el NTS, acorde con

nuestros resultados.

Lantéri-Minet y cols. (140) llevaron a cabo un estudio amplio de la
expresion de varios proto-oncogenes o genes de expresion inmediata
(principalmente c-fos) en todo el tronco de encéfalo tras estimulo
somatico superficial y profundo. Sin embargo, no pudieron obtener
datos del NTS debido a que no observaron variaciones del importante
marcaje “constitutivo” detectado en los animales control no estimulados
frente a los estimulados con dolor somatico. Sus resultados contrastan
con los nuestros de los grupos simulado y dolor somatico en los que
apenas observamos expresion de Fos. Sin embargo, hay dos datos
concretos que pueden provocar tales diferencias. Por un lado, en el
trabajo de Lantéri-Minet y cols. (140) la estimulacion se realiza con los
animales bajo una leve anestesia con halotano que puede interferir en
la expresion de c-fos en el NTS, mientras que en nuestro estudio no se
emplea ningun tipo de anestesia previa a la estimulacion dolorosa. Y
por otro, el anticuerpo empleado para detectar la proteina Fos tampoco
es el mismo en los dos trabajos, lo que también podria contribuir a la

diferencia de resultados observada.

Una amplia revision sobre las estructuras activadas en el sistema
nervioso central tras la aplicacion del test de la formalina, detectadas
tanto por el método de la 2-DG como por la deteccion
inmunocitoquimica de genes de expresion inmediata (146), confirmé, de
nuevo, la falta de reactividad del NTS ante una estimulacion dolorosa
somatica superficial, a pesar de que comentan, sin dar ninguna cita,
que hay evidencias preliminares de expresion de c-fos en el nucleo del

tracto solitario.

VICENTE LUIS VILLANUEVA PEREZ TESIS DOCTORAL



286 DIScUSION

Mas recientemente, y en esta misma linea, se demostr6é que el NTS
no era necesario para inducir hiperalgesia mediante la aplicacion del
test de la formalina (115), lo que vuelve a incidir en el papel poco o nada
significativo del NTS en el circuito que media el dolor somatico
superficial inducido tras el test de la formalina, reforzando,

nuevamente, nuestras observaciones.

Similares resultados a los ya comentados fueron observados en el
NTS cuando se emplearon otros métodos para producir un estimulo
nociceptivo somatico superficial, distintos al test de la formalina (168,

169).

En estos dos estudios la estimulacion dolorosa somatica superficial
se llevo a cabo mediante la inmersion de la pata trasera de los animales
de experimentacion en agua caliente a temperaturas que oscilaron entre
los 55-60°C (168) o los 33-52°C (169). En ningun caso apreciaron
diferencias estadisticamente significativas entre los animales del grupo
estimulado y los del grupo control, aunque, de nuevo aqui hay que
resaltar el hecho de que los animales fueron mantenidos bajo anestesia
con pentobarbital sédico (168) o con una mezcla de halotano, oxigeno y

oxido nitroso (169) mientras duro la estimulacion.

El analisis de los datos recogidos en la bibliografia, asi como de
nuestros propios resultados, apuntan a que el NTS no intervendria en el

circuito nociceptivo somatico superficial.

Del mismo modo, cuando el estimulo algésico aplicado consistio en
una constriccion cronica del nervio ciatico, es decir, en provocar dolor
neuropatico, nuestros resultados tampoco mostraron una intensa

inmunorreaccion frente a Fos en el NTS.

Aunque si se constatéo un ligero incremento en ambos niveles

rostrocaudales del NTS del grupo control dolor neuropatico frente al
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CSF y al CNC, este no fue de intesidad suficiente para permitirnos
afirmar la participacion del NTS en la transmision ascendente del dolor

neuropatico.

Trabajos previos en nuestro laboratorio si constataron un
incremento significativo de la expresion de Fos en los niveles intermedio
y caudal del NTS cuando el estimulo nociceptivo fue de naturaleza

visceral (test de las contracciones abdominales).

Estos datos propios eran, ademas, congruentes con los datos
publicados en la bibliografia en los que se observaba expresion de Fos
en el NTS tras la administracion intraperitoneal de acido acético, tanto
en ratas no anestesiadas (114) como en ratas previamente anestesiadas

con pentobarbital (124).

Sin embargo, otros trabajos (141) en los que se empled el mismo
estimulo algésico visceral fracasaron en su intento de observar un
incremento estadisticamente significativo en el numero de células
inmunorreactivas frente a Fos en el NTS, quedando como una posible
explicacion el dato de que los animales fueron anestesiados

previamente con metoxifluorano.

El mismo problema de la anestesia enmascarando posibles datos
acerca de la expresion de c-fos tras estimulo nociceptivo visceral a nivel
del NTS también lo encontramos en otro trabajo previo (139). 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 (N20O) fue probablemente la causa de que no
pudieran demostrar el papel del NTS en el procesamiento de la
informacion dolorosa visceral inducida, tanto por la inyeccion i.p. de

acido acético como por la distension colorrectal.
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Los resultados observados en la presente investigacion en el NTS
de los ejemplares del grupo CNP estan a caballo entre los observados en
este mismo estudio cuando el estimulo aplicado fue nociceptivo
somatico superficial (donde no se indujo Fos) y los de un trabajo previo
de nuestro equipo en el que se aplico un estimulo doloroso visceral
(donde si se indujo Fos). Esto nos permite afirmar que el NTS no es una
estructura clave en el circuito nociceptivo somatico superficial (como si
demostramos anteriormente que lo era en el visceral), pero no nos
ofrece datos suficientes para implicar o descartar al NTS en los circuitos

de dolor neuropatico.

Respecto al papel del NTS en el circuito antinociceptivo, existen
desde hace tiempo indicios del posible papel que el NTS jugaria en el
circuito inhibitorio descendente, apoyados, en un principio, por la suma
de datos indirectos tanto de conexiones anatomicas (107, 170), como de

respuestas fisiologicas de las neuronas del NTS (109).

Estas primeras aproximaciones se vieron reforzadas por
posteriores estudios en los que se conseguia inhibir reflejos nociceptivos
mediante la estimulacion eléctrica directa (112, 171, 172, 173) o
indirecta (174) del NTS, o mediante la microinyeccion de glutamato en

el mismo (111).

En nuestro estudio, la administracion de pregabalina provocé una
masiva expresion de Fos por todo el NTS en los dos niveles estudiados,
con independencia de la aplicacion o no posterior de un estimulo
algésico, lo que apuntaria a que el NTS jugaria un papel importante en
el mecanismo de accion de la pregabalina. Como ya hemos senalado,
datos previos relacionaban al NTS con el control del dolor, por lo que la
activacion de éste por parte de la pregabalina sugiere que el NTS estaria

involucrado en el efecto analgésico de la misma.
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Nuestro estudio, es el primero, segun nuestra revision
bibliografica, en estudiar la repercusion que la administracion de la

pregabalina provoca en el NTS.

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 NTS por la pregabalina, junto con las evidencias del efecto
analgésico que tiene la estimulacion eléctrica o quimica del NTS,
apoyaria la hipotesis de que el efecto analgésico de la pregabalina

estaria mediado, al menos en parte, por el NTS.

Sin embargo, la confluencia en el NTS de informacion procedente
de la region peritoneal y el papel del NTS en la regulacion de diferentes
funciones autonomicas, hace que no podamos descartar que la intensa
induccion de Fos en el NTS por la pregabalina obedezca a otras
explicaciones. Por un lado, la pregabalina, que se administré en todos
los animales por via i.p., podria estimular territorios inervados por
fibras del vago. Pero, por otro lado, tampoco se deberian descartar
cambios muy acusados en la presion arterial provocados por la
pregabalina, que incluso podrian ser causa de analgesia (115, 156).
Para averiguar si la activacion del NTS por parte de la pregabalina es
debida a su via de administracion o a su mecanismo de accion serian
necesarios posteriores estudios en los que se utilizase una via de
administracion diferente (como por ejemplo la i.v. o la s.c.). Del mismo
modo el control de la presion arterial antes y después de la
administracion de la pregabalina descartaria la influencia de este

parametro en la expresion de Fos detectada.

Finalmente, senalar que los resultados observados en el NTS en el
presente estudio son similares a los obtenidos previamente por nuestro

laboratorio en un trabajo similar tras la administracion de metamizol.
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En ese mismo estudio, sin embargo, la administracion de morfina
no provoco cambios significativos en la expresion de Fos con respecto al
grupo simulado, es decir, que, segun nuestros resultados, la morfina no
es capaz de inducir la expresion de c-fos en el NTS. Esta falta de
expresion de Fos inducida por la morfina no descarta, como sugiere el
trabajo de Hammond y cols. (158), que el NTS se vea afectado por la
administracion i.p. de morfina: que no provoque activacion/expresion
de Fos, no descarta que la morfina pueda inhibir la actividad
neuronal/expresion de Fos en el NTS, bloqueando, por ejemplo, la
entrada de informacion nociceptiva de naturaleza fundamentalmente

visceral.

4.- La porcion lateral del PB.

La porcion lateral del nucleo parabraquial (LPB) es otra de las
estructuras implicadas tanto en la facilitacion de la transmision
nociceptiva como en los mecanismos de control del dolor (90, 104, 142,
143, 144, 169, 175, 176, 177), que presentd una intensa reaccion frente
al mRNA de la subunidad o206 (98).

La LPB se situa en la porcion dorsolateral de la protuberancia,
alrededor del pedunculo cerebeloso superior. Clasicamente ha sido
asociado con una amplia variedad de funciones autonomicas como, por
ejemplo, la regulacion cardiovascular (178, 179, 180), y funciones del

sistema gustativo (181), y del respiratorio (182).

Hemos observado en nuestros animales del grupo control
simulado fisiologico (CSF) una presencia, aunque escasa, de células

Fos-positivas.
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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 del

animal) que no estuvieran directamente bajo nuestro control.

El LPB no es la primera estructura troncoencefalica que
encontramos en nuestro laboratorio, que muestra expresion basal de c-
fos. En 1996, Valverde-Navarro y cols. (75), 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. (183), quienes encontraron en la PAG

de sus ratas no estimuladas un nuimero similar de células marcadas.

El resto de datos sobre la expresion basal de c-fos en el PBL 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 (90, 104, 142, 143, 144, 169, 175, 176,
177).

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

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

La mayor presencia de elementos marcados en los grupos control
simulados se detectoé en aquellos estudios que se llevaron a cabo con los
animales expuestos en mayor o menor medida a los anestésicos (90,

142).

En el resto de trabajos analizados (104, 143, 144, 176) los
autores coinciden en restar importancia al marcaje observado en el LPB

de sus grupos control.
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La escasa expresion de c-fos observada en el LPB 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 (104, 143), y difiere tanto
mas cuanto mayor es el contacto previo con el anestésico (90, 143, 144,

176).

Evidentemente, las neuronas Fos-positivas observadas en el LPB
de nuestro grupo CSF no pueden ser inducidas por ningun 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 (132), es muy improbable que el marcaje apreciado se
deba a la inducion iatrogénica de c-fos por efecto de la propia anestesia

(133).

Pensamos, asimismo, que, aunque factible, tampoco es probable
que el marcaje sea atribuible a posibles factores ambientales
incontrolados, como senalan Bellavance y Beitz (142), 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 (184, 185, 186).
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La inmunorreactividad en el LPB 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 LPB (187).

Respecto al papel del LPB en el circuito nociceptivo, nuestros
resultados han puesto de manifiesto que la aplicacion de un estimulo
doloroso es capaz de inducir la expresion de c-fos en el LPB de rata. Sin
embargo, también han demostrado que el patron de distribucion de Fos

obtenido varia dependiendo de la naturaleza del estimulo nociceptivo.

Por lo que respecta al papel del LPB 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 LPB, 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 (DIP) con respecto al LPB de los animales del
grupo control simulado, lo que en principio apoyaria la participacion del

LPB en la conduccion de un estimulo nociceptivo somatico superficial.

La revision de la bibliografia en busca de antecedentes de trabajos
publicados en los que se hubiese estudiado de forma especifica el
patron de distribucion de c-fos en el LPB de rata tras estimulo somatico
superficial nos ofrecié6 unos cuantos resultados (104, 142, 144, 169,

176, 177).

Bellavance y Beitz (142) 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 cIPB, dIPB, elPB y KF. Al compararlo
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con el nuestro, 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 LPB en el circuito nociceptivo

ascendente somatico superficial.

El mismo ano y en la misma revista, con tan sélo dos numeros de
diferencia, Hermanson y Blomqvist (104) 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 sIPB y dIPB y no significativo en el clPB.
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 LPB en el
circuito nociceptivo que conducirian el estimulo doloroso al hipotalamo
donde se generarian las respuestas autonomicas y homeostaticas

caracteristicas de una situacion de dano tisular.

Bester y cols. (169) 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 igual 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 LPB con predominio contralateral,
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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 LPB 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 LPB.

Buritova y cols. (176) son los primeros en llevar a cabo su estudio
sobre ratas no anestesiadas durante la estimulacion dolorosa. En su
trabajo el estimulo somatico superficial consistio en una inyeccion
intraplantar en la pata derecha de carrageenan. Estos autores
observaron, de nuevo, un incremento bilateral con predominio
contralateral en el LPB de sus animales estimulados. Los mayores
incrementos en el marcaje los observaron en la porcion externa del elPB
y en el slPB, 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 subnucleos observada entre

los diferentes estudios.

Mas recientemente, Richard y cols. (177) confirmaron los
resultados observados con anterioridad, volviendo a senalar a los
subnucleos slPB, elPB, cIPB y, sobretodo, al dIPB como aquéllos que
mayor incremento de células Fos-positivas mostraron tras una
inyeccion 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 LPB de ratas tras un

estimulo nociceptivo superficial, estriba en la mayor o menor relevancia
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que se le concede al subnucleo elPB. Mientras que el grupo de
investigadores sueco (104, 177) lo relega a un papel secundario respecto
de otros subnucleos como el slPB, el clPB y el dIPB, el laboratorio
francés (169, 176) lo sefiala como el principal subnucleo del LPB 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 LPB, 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 LPB
de la rata son congruentes con los hallazgos anatémicos y

electrofisiologicos descritos previamente.

Las neuronas de la lamina I y parte externa de la lamina II (Ilo) de
la médula espinal constituyen el primer y principal relevo de la
informaciéon nociceptiva somatica que llega desde los receptores
periféricos por los axones de las protoneuronas o neuronas sensitivas
primarias (37). 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 informaciéon nociceptiva es el LPB
(188, 189, 190, 191, 192). Mayoritariamente, estas proyecciones
ascendentes desde las laminas I y Ilo al LPB se decusan y ascienden
contralateralmente, aunque una significativa proporcion de las mismas
son bilaterales (193), lo que explicaria que el marcaje de Fos observado
en el LPB tras estimulo doloroso sea, habitualmente, bilateral con
predominio contralateral. Esta es, de hecho, la explicacion que Jergova
y cols. (144) dan al hecho de que en su estudio sobre la expresion de c-

fos en el LPB tras lesion nerviosa periférica unilateral, el estudio sobre
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el patron de distribucion de Fos en el LPB 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 terminaciéon 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 LPB que reciben las
proyecciones desde la médula espinal y que en ocasiones se extiende
mas alla de los limites del subnucleo en el que se localiza el soma
neuronal (194). Finalmente, la existencia de proyecciones desde el LPB
al hipotalamo, a la region ventrolateral del bulbo raquideo, al ntcleo del
tracto solitario o al nucleo central de la amigdala sugiere un papel en
las respuestas endocrinas, autonémicas y afectivo-emocionales al dolor

(135, 195, 196, 197).

Las evidencias anatomicas fueron corroboradas por experimentos
electrofisiologicos en los que se registraba activacion neuronal en el LPB

tras estimulos nociceptivos (195, 198).

Nuestros datos sobre el patron de distribuciéon de Fos en el LPB
de rata tras estimulacion nociceptiva somatica superficial, coincide
fundamentalmente con los resultados ofrecidos por Richard y cols.
(177). 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
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dorsolateral del PB intervendria en el circuito nociceptivo somatico

superficial.

Los resultados fueron muy similares cuando el estimulo aplicado
fue dolor neuropatico. En este caso no hemos encontrado en la
bibliografia ningin trabajo que estudiase la expresion de Fos inducida
por constriccion cronica del nervio ciatico en el LPB. Nuestros hallazgos
al aplicar dolor neuropatico volvieron a senalar a los subnucleos dIPB y

elPB como mas activos tras un estimulo doloroso neuropatico.

Estos datos, junto con los hallazgos previos de nuestro
laboratorio aplicando dolor nociceptivo visceral, confirman que el LPB
participaria en la transmision ascendente de la informaciéon dolorosa,
aunque con matices entre subnucleos del LPB dependiendo del

subnucleo.

La administracion de pregabalina nos ofrecio, al analizar el patron
de distribucion de Fos inducido en el LPB, un dramatico aumento de la
inmunorreactividad frente a Fos de forma bilateral, especialmente en la
mitad caudal o pontina del LPB, en la porcion externa del elPB. Este
incremento del numero de elementos marcados fue observado en todo
los grupos que recibieron pregabalina, independientemente de si fueron

estimulados o no de forma dolorosa posteriormente.

Tan so6lo hemos encontrado un trabajo en la literatura que
estudio el efecto que, sobre el patron de distribucion de Fos en el LPB
inducido por un estimulo algésico, tendria la administracion previa al
estimulo nociceptivo de una sustancia analgésica (199). Concretamente,
en este estudio se analiz6 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 LPB de la
rata inducida por el desplazamiento dental experimental. Sus

resultados claramente muestran como la morfina provoca un descenso
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en el numero de neuronas marcadas en el LPB 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 este trabajo que
dificulta la comparacion de sus resultados con los nuestros. Por un lado
existen diferencias metodologicas que por si mismas 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. (199) 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 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 LPB 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 tiinico comentario de los autores al efecto de la
morfina sobre la expresion de c-fos en el LPB fue para indicar que
“apoya la participacion de varias vias nociceptivas en la induccion de
neuronas inmunorreactivas frente a Fos en el LPB tras un movimiento
dental experimental”. En cualquier caso, la “excepcionalidad” de sus
resultados y la falta de argumentos metodologicos o de cualquier otro
tipo ofrecidos que los justifique, nos obliga a plantear reservas a los

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

respuestas fisiologicas de las neuronas del LPB.

El LPB esta estratégicamente situado desde el punto de vista
anatomico para influir en el circuito antinociceptivo descendente. A
modo de ejemplo, recordaremos que el LPB envia y recibe proyecciones
de la sustancia gris periacueductal (PAG) (93, 200), considerada la
principal estructura del circuito endogeno de modulacion de la
transmision nociceptiva (201). La relacion entre la PAG y el LPB queda
confirmada con el dato de que la estimulacion tanto eléctrica como

quimica de la PAG provoca incremento de Fos en el LPB (202).

Pero, la PAG no ha sido la Ginica estructura del circuito analgésico
endogeno que se ha relacionado con el LPB. Holstege (203) describio la
existencia de proyecciones desde el LPB hasta el nucleo del rafe magno,
otro de los centros principales del circuito antinociceptivo descrito por
Basbaum y Fields (48), 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 LPB con el sistema endogeno de
analgesia. Dicha hipoétesis se veria reforzada por los datos ofrecidos por
Katayama y cols. (204) quienes concluyen que la estimulacion del LPB
activaria el sistema descendente de supresion del dolor excitando las

neuronas del nucleo del rafe magno.

En el mismo sentido, Petrov y cols. (205, 206) demostraron la
existencia de conexiones reciprocas entre el LPB y el nucleo dorsal del
rafe, el cual también ha sido, posteriormente, implicado en el circuito de

control de la informacion nociceptiva (101).
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A las evidencias anatémicas se sumaron los estudios
electrofisiologicos que comprobaron en humanos (207) como la
estimulacion eléctrica de la region parabraquial provocaba supresion
del dolor. Posteriormente, también se observo en primates que la
estimulacion eléctrica de la region parabraquial-subcoerulea inhibia las
neuronas nocireceptoras espinotalamicas a nivel toracico (208).
Finalmente, tras la estimulaciéon mediante microelectrodos del LPB 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 (209, 210).

Ademas de los trabajos anatomicos y electrofisiologicos, los
estudios funcionales también han aportado datos apoyando el papel del
LPB en la modulacion de la informacion nociceptiva. De hecho, uno de
los primeros datos indirectos de la participacion del LPB en la
produccion de analgesia se obtuvo al comprobar que, la microinyeccion
de carbacol, un agonista de la acetilcolina, en el LPB 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 (211).

A pesar de que algunos trabajos previos senalaban la posible
participacion del LPB en el circuito analgésico mediado por opiaceos a
partir de datos tanto directos (199) como indirectos, tales como la
presencia en el LPB de neuronas enkefalinérgicas (212), para las que el
Fos parece no ser un factor de transcripcion crucial (213), y aunque no
podemos descartar que la morfina active las neuronas enkefalinérgicas
del LPB 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 LPB de los grupos tratados con morfina

apoyaria la teoria propuesta por Katayama y cols. (211) en relacion a la
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participacion del LPB dentro de un circuito antinociceptivo no mediado

por opiaceos.

Esta teoria seria ademas compatible con el resultado que
obtuvimos en los animales a los que se administr6 una dosis
intraperitoneal de 30 mg/kg de pregabalina. En todos ellos pudimos

observar una masiva expresion de Fos en el LPB.

Dadas las conexiones entre el NTS y el LPB, las explicaciones a
este fenomeno podrian ser las mismas: la estimulacion de territorios
inervados por fibras del vago que, via nucleo del tracto solitario,
alcanzaria el LPB; los posibles efectos hemodinamicos y respiratorios
que pudiera provocar la pregabalina sobre el animal de
experimentacion; y la presencia de anestésicos enmascarando los

resultados.

Tras una revision exhaustiva de la bibliografia ninguno de
los trabajos sobre pregabalina menciona o senala al LPB como
estructura que pudiera ser responsable de su actividad analgésica. Sin
embargo, la administracion de pregabalina en nuestro experimento
provoco claramente un aumento de expresion de Fos en el LPB, lo que
apoya la hipotesis de que el LPB mediaria, al menos en parte, el efecto

analgésico de la pregabalina.

Nuestro estudio, es el primero, segun la revision bibliografica, en
estudiar la repercusion que la administracion de pregabalina provoca

en el LPB.

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

pregabalina.
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5.- Locus Coeruleus.

El locus coeruleus (LC) es uno de los principales nucleos
noradrenérgicos del tronco de encéfalo. Conocido como A6, se localiza
en la parte dorsal de la protuberancia rostral, a ambos lados del suelo

del IV ventriculo.

Ha sido implicado en diversas actividades fisiologicas tales como el
sueno, la atencion, la memoria y la vigilancia, ademas de la analgesia

(para revision ver Aston-Jones y cols. (234)).

En relacion a este ultimo aspecto, son abundantes los trabajos que
destacan que la estimulacion eléctrica del LC produce un efecto
antinociceptivo en ratas anestesiadas (para revision ver Stamford (150)
y Willis y cols. (39)). Es considerado como el mas importante centro
noradrenérgico en el control descendente del dolor (150) y también es
uno de los centros troncoencefalicos de elevada expresion de la

subunidad 28 (98).

Ciertamente, el LC es uno de los principales centros relacionados
mas recientemente en la bibliografia con el efecto antihiperalgésico de la
pregabalina, mediante la inhibicion del trafico de la subunidad a2d-1
hacia los terminales (215, 216). El desplazamiento de esta subunidad
proteica de los canales de calcio voltaje-dependientes desde el
citoplasma hacia los terminales presinapticos es uno de los principales
fenomenos que tienen lugar en el dolor neuropatico y ha sido

relacionado con la hiperalgesia.

Por todo ello, el LC era, de todos los centros troncoencefalicos
incluidos en este trabajo de investigacion, el que a priori resultaba mas

interesante.
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Previamente, el LC ya habia sido sennalado como lugar de accion del
efecto en la inhibicion del dolor neuropatico de la gabapentina (217,

218).

La hipotesis de estos autores seria que la gabapentina (y por
analogia la pregabalina) se uniria a la subunidad a20-1 de los canales
de calcio voltaje-dependientes situados en la presinapsis de las
neuronas GABAérgicas que mantienen inhibidas a las neuronas
noradrenérgicas del LC. El farmaco de esta forma bloqueria el efecto de
las neuronas GABAérgicas sobre las noradrenérgicas provocando la
“desinhibicion” de estas ultimas, que incrementarian la liberacion de
noradrenalina en la meédula lo que daria como resultado una

disminucion del dolor neuropatico (fig. 5.1).
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Fig. 5.1. Esquema que ilustra la hipétesis propuesta por Bauer y cols. (217) sobre el
efecto que la pregabalina tendria en el locus coeruleus.

En nuestro estudio analizamos el LC en dos niveles rostrocaudales
diferentes y, efectivamente, la administracion de pregabalina provoco
una intensa induccion de la expresion de Fos, especialmente en el nivel
caudal del LC. Esta elevada inmunorreactividad frente a Fos se observo

en los ejemplares de todos los grupos que recibieron pregabalina,
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independientemente de la aplicacion o no posterior de un estimulo

doloroso.

Nuestros resultados serian coherentes con la hipoétesis del grupo
japoneés, ya que la “desinhibicion” de las neuronas del LC por efecto de
la pregabalina supone de hecho una activacion de las mismas
compatible con el incremento de Fos observado en nuestro estudio.
Seria muy interesante confirmar la naturaleza noradrenérgica de la
neuronas Fos-positivas detectadas en el LC de los animales que
recibieron pregabalina mediante técnicas de doble marcaje

inmunocitoquimico Fos-TH (tirosinhidroxilasa).

Del mismo modo, estos resultados son compatibles con el hecho de
que en un trabajo previo de nuestro laboratorio, la administracion de
morfina no provocé inmunorreactividad frente a Fos en el LC. Este
hecho podria ser explicado porque, ciertamente, el efecto analgésico del
LC dependeria, como hemos comentado, de la activacion de receptores

no-opiaceos.

Nuestros resultados ofrecieron, ademas, evidencias de Ila
participacion del LC en la transmision nociceptiva somatica superficial,

no asi de la neuropatica.

Existen, en efecto, trabajos previos en la literatura en los que se ha
podido comprobar que diversos estimulos nociceptivos son capaces de
activar las neuronas del LC (90, 219). En consonancia con estos datos,
en nuestro grupo control nociceptivo (CNC) pudimos comprobar que la
aplicacion del test de la formalina fue capaz de inducir la expresion de
Fos en el LC, especialmente en su mitad mas caudal, sugiriendo la
participacion del LC en el circuito de transmision ascendente de la
informacién dolorosa de, al menos, naturaleza nociceptiva somatica

superficial.

VICENTE LUIS VILLANUEVA PEREZ TESIS DOCTORAL



306 DIScUSION

6.- Nucleo del Rafe Dorsal.

El DR ha sido relacionado con la regulacion de diversas funciones
tales como la temperatura corporal, el sueno, la actividad
cardiovascular, la secrecion hormonal, el comporatamiento sexual y
motor, asi como la modulacion del dolor (para revision ver Wang y

Nakai (101)).

Al igual que el resto de centros troncoencefalicos incluidos en este
trabajo, mostré una elevada inmunorreactividad frente a la subunidad

025-1 (98).

La estimulacion eléctrica del DR se ha observado que produce una
potente analgesia (150). También la administracion sistémica (220) o la
microinyeccion en el DR de morfina provocaron la aparicion de

comportamientos antinociceptivos (101, 150, 221).

En nuestro estudio, los datos observados en los grupos a los que
se aplicé un estimulo doloroso mostraron diferencias dependiendo de la
naturaleza de dicho estimulo. De esta forma, en el grupo CNC se
observé una intensa inmunorreaccion frente a Fos, mientras que en el

grupo CNP la inmunorreactividad fue mucho menor.

Esta disparidad en la actividad del DR segun la naturaleza del
estimulo algésico aplicado seria compatible con los escasos trabajos

previos hallados en nuestra revision de la bibliografia.

Porro y cols. (137) observaron tras aplicar el test de la formalina un
aumento en el consumo de 2-desoxiglucosa en el DR a los 2-3 minutos
del estimulo algésico, aunque no a los 60 minutos. Lantéri-Minet y cols.
(139) no apreciaron expresion de Fos en el DR tras estimulo nociceptivo

visceral.
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En principio, nuestros resultados sugieren que el DR tendria un
papel importante en el circuito nociceptivo somatico superficial, cosa

que no podemos asegurar en el caso del dolor neuropatico.

Por otro lado, y a pesar de los antecedentes que implican al DR en
el control del dolor, no hemos encontrado en la literatura estudios
previos en los que se analice la expresion de Fos en el DR tras la

administracion de analgésicos.

Nuestros resultados apuntan en la direccion de los trabajos
previamente comentados, ya que la administracion de la pregabalina
provoco un incremento claro de los niveles de inmunorreactividad frente

a Fos en el DR.

Estos resultados serian compatibles con otros previos procedentes
de un experimento similar en el que se comprobo que también el

metamizol era capaz de inducir Fos en el DR.

Curiosamente, y a diferencia de lo apreciado en alguna de las otras
estructuras incluidas en el presente trabajo, la administracion previa de
pregabalina bloqueé la expresion de Fos inducida por el test de la

formalina, limitandola a niveles similares a los del grupo CPG.

De los datos obtenidos podemos, por tanto, concluir que el DR
estaria involucrado, tanto en los circuitos ascendente de transmision
del dolor nociceptivo somatico superficial, como descendentes de

control del dolor.
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1.- La pregabalina bloquea tanto la transmision dolorosa nociceptiva

somatica superficial como la neuropatica.

2.- El estudio de la expresion de c-fos a nivel de la médula espinal es un
buen método para evaluar tanto la capacidad algésica de una sustancia
o proceder como la potencia analgésica de un farmaco como la

pregabalina.

3.- El nucleo del tracto solitario participa en el mecanismo de accion de
la pregabalina, principalmente por medio de los subnucleos medial (m),
central (ce) y ventral-lateral (vl). Sin embargo, tiene poco protagonismo
en la transmision ascendente de los estimulos dolorosos de naturaleza

nociceptiva somatica y neuropatica.

4.- La porcion lateral del nucleo parabraquial participa en el mecanismo
de accion de la pregabalina, principalmente por medio de los
subnucleos externo (elPB) y central (clPB). Asimismo, también

desempena un papel en los circuitos nociceptivo somatico superficial y
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neuropatico, principalmente por medio del subnucleo dorsal (dIPB) y el

area que queda por fuera del subnucleo central (cIPB).

5.- El locus coeruleus participa en el mecanismo de accion de la
pregabalina, especialmente su porcion caudal. También forma parte del

circuito nociceptivo somatico superficial, pero no del neuropatico.

6.- El nucleo dorsal del rafe participa en el mecanismo de accion de la
pregabalina y en el circuito nociceptivo somatico superficial pero no en

circuito doloroso neuropatico.
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