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RESUMEN

Los nociceptores de las fibras de tipo C normalmente no disparan
potenciales de accién a menos que sean estimulados por estimulos
nocivos adecuados. Sin embargo, en estados patolégicos, los nocicep-
tores pueden volverse hiperexcitables y generan descargas ectépicas
espontaneas. El objetivo de este estudio fue comparar modelos de dolor
neuropatico en ratas y evaluar su idoneidad para modelar la actividad
espontanea de los nociceptores C que se encontrd en pacientes con
dolor neuropatico. Los estudios fueron realizados en ratas normales
(n=40), sujetos humanos sanos (n=15), pacientes con dolor neuropatico
periférico (n=20) y en cinco modelos de dolor neuropatico en ratas:
aplastamiento de nervio (n=24), sutura (n=14), lesién por compresién
cronica (n = 12), neuropatia diabética inducida por estreptozotocina
[STZ] (n=56) y neuropatia inducida por 2,3-dideoxicitidina [ddC] (n=15).
Los registros microneurograficos fueron combinados con la estimulacion
eléctrica para monitorear la actividad en multiples fibras de tipo C. La esti-
mulacion con 0,25 Hz permitié que los impulsos espontaneos puedan ser
identificados por las fluctuaciones de la latencia basal. Las fluctuaciones
anormales de la latencia podrian ser producidas por varios mecanismos.
La actividad espontanea fue identificada de manera mas fidedigna por la
presencia de incrementos inexplicables de la latencia, correspondientes
a dos 0 mas potenciales de accion adicionales. La actividad espontanea
estuvo presente en determinada proporcion de nociceptores de tipo C
insensibles a los estimulos mecanicos en los pacientes y en todos los
modelos en ratas. Los tres modelos animales de lesion traumatica focal
en nervios presentaron la proporcién mas alta (59,5%), mientras que los
dos modelos de polineuropatia tuvieron menos (18,6%), en tanto que los
pacientes mostraron unaproporciénintermedia (33,3%). No se registraron
nociceptores C sensibles a los estimulos mecanicos espontaneamente
activos. Los registros microneurograficos de la actividad espontanea
de los nociceptores C enfermos pueden ser de utilidad para el estudio
de drogas a corto y largo plazo, tanto en animales como en humanos.
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ABSTRACT

C-nociceptors do not normally fire action potentials unless chal-
lenged by adequate noxious stimuli. However, in pathological states
nociceptors may become hyperexcitable and may generate spon-
taneous ectopic discharges. The aim of this study was to compare
rat neuropathic pain models and to assess their suitability to model
the spontaneous C-nociceptor activity found in neuropathic pain
patients. Studies were performed in normal rats (n = 40), healthy
human subjects (n = 15), peripheral neuropathic pain patients (n =
20), and in five rat neuropathic pain models: nerve crush (n = 24),
suture (n = 14), chronic constriction injury (n = 12), STZ-induced
diabetic neuropathy (n = 56), and ddC-induced neuropathy (n = 15).
Microneurographic recordings were combined with electrical stimula-
tion to monitor activity in multiple C fibers. Stimulation at 0.25 Hz al-
lowed spontaneous impulses to be identified by fluctuations in baseline
latency. Abnormal latency fluctuations could be produced by several
mechanisms, and spontaneous activity was most reliably identified
by the presence of unexplained latency increases corresponding to
two or more additional action potentials. Spontaneous activity was
present in a proportion of mechano-insensitive C-nociceptors in the
patients and all rat models. The three focal traumatic nerve injury
models provided the highest proportion (59.5%), whereas the two
polyneuropathy models had fewer (18.6%), and the patients had an
intermediate proportion (33.3%). Spontaneously active mechano-
sensitive

C-nociceptors were not recorded. Microneurographic recordings of
spontaneous activity in diseased C-nociceptors may be useful for both
short- and long-term drug studies, both in animals and in humans.
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INTRODUCCION

Eldolor neuropatico es unade las principales causas
de sufrimiento humano, que afecta hastaaun 7% de la
poblacion general.” Los pacientes con dolor neuropatico
se quejan de dolores espontaneos, descritos como
ardor, dolor profundo o disestésico.?3 Los diferentes
mecanismos involucrados en las distintas sensaciones
de dolor siguen siendo pobremente comprendidos, pero
existe unaamplia evidenciaacercade que las descargas
anormales de las neuronas somatosensoriales enfer-
mas serian las responsables.1910.16.26.27 | 5 actividad
espontaneaen el sistemanociceptivo periférico también
puede provocar cambios en el sistema nervioso central
responsables de la hiperalgesia y alodinia.?**3 Por lo
tanto, los farmacos dirigidos a controlar los mecanismos
generadores de descargas espontaneas de los noci-
ceptores potencialmente podrian ofrecer un excelente
tratamiento para el dolor neuropético.

Previamente se ha argumentado que la microneu-
rografia nos provee la extraordinaria oportunidad de
evaluar la eficacia de los diferentes factores que con-
tribuyen a detener la actividad anormal en curso de los
nociceptores periféricos enfermos, tanto en modelos
animales como en pacientes humanos.3? Si bien es
cierto que la microneurografia no esta disefiada para
evaluar un gran nimero de factores, sin embargo, po-
dria proporcionar una prueba inicial de concepto? para
candidatos preseleccionados; de esta forma se evitaria
unatasa enormey costosa de fracasos en las fases | y
Il de los estudios clinicos debido a la falta de eficacia.?®

Aunque en humanos la microneurografia es la Unica
técnicadisponible pararegistrarlaactividad espontanea
de los nociceptores, paralos modelos animales existen
otras alternativas.'>2344 Pero la microneurografia en
los modelos de ratas tiene la ventaja de proporcionar
registros que pueden ser comparados directamente con
los obtenidos en pacientes humanos. Ademas, latécnica
es menos destructiva, lo que permite que los nervios
permanezcan indemnes, de modo que se puedan rea-
lizar dos o mas registros en el mismo animal.®® Mas
importante aun es el hecho de que la microneurografia
combinada con la estimulacion eléctrica proporciona
un método eficiente para categorizar a las fibras de
tipo C? seglin sus respuestas a la desaceleracion de
la velocidad de conduccion dependiente de la actividad
con 2 Hz%3* y también para identificar la actividad
espontanea a partir de las fluctuaciones de la latencia
durante la estimulacion basal con 0,25 Hz.2535 La efi-
ciencia depende de la manera en que las «imagenes
rasterizadas» («raster plots», eninglés)® de latencia vs
tiempo puedan ser utilizadas para monitorear simulta-
neamente la actividad en multiples fibras C, evitando
asi la necesidad de obtener registros precisos de una
sola unidad.
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El presente estudio se realizd para proporcionar in-
formacion importante antes de que la microneurografia
pueda ser utilizada sistematicamente en la evaluacion
de laactividad espontaneade los nociceptores. Ademas,
hemos intentado resolver las siguientes preguntas:
¢,Como las fluctuaciones de la latencia causadas por la
actividad espontanea de los nociceptores podrian ser
facilmente distinguidas de aquellas que se producen
normalmente en las fibras en reposo?, ; de qué mane-
ra los distintos modelos de dolor neuropatico difieren
cuantitativamente de los nociceptores C con respecto
ala generacion de la actividad espontanea?, ;pueden
distinguirse los patrones de descarga ectépica entre si
o de aquellos patrones vistos en pacientes con dolor
neuropatico?

Los principales hallazgos fueron: 1) las fluctuaciones
de la latencia normalmente no exceden del 0,3%, pero
tales incrementos de la latencia correspondientes a
dos o mas impulsos adicionales son suficientes para
proporcionar evidencia inequivoca de actividad es-
pontanea; 2) todos los modelos de dolor neuropatico
investigados produjeron tipos similares de actividad
espontanea, que también se parecian a la de los pa-
cientes con dolor neuropatico, y 3) todos los modelos
produjeron descargas espontaneas abundantes y de
larga duracion, por lo cual son aptos para su uso en la
evaluacion de drogas analgésicas.

METODOS

Los registros microneurograficos fueron obtenidos
de pacientes con dolor neuropatico y de ratas en
cinco modelos experimentales de dolor neuropético.
Los pacientes firmaron el consentimiento informado
de conformidad con el protocolo de estudio aprobado
por los comités de ética locales. Los procedimientos
experimentales con animales se efectuaron de acuerdo
con las recomendaciones de la Union Europea para
el cuidado y uso de animales de laboratorio y fueron
aprobados por los comités de ética de experimentacion
animal de la Universidad Autbnoma de Barcelonay la
Universidad de Barcelona.

Pacientes con dolor neuropatico

Los registros fueron obtenidos de veinte pacientes
consecutivos (de 26 a 67 afios; 13 pacientes femeninos
y 7 masculinos) referidos a nuestra clinica por dolor
neuropatico periférico. Uno presenté como anteceden-
te unalesion traumatica del nervio peroneo superficial.
Los otros diecinueve pacientes tenian neuropatia de
fibras pequefas: nueve presentaron neuropatia sen-
sorial idiopatica; tres, neuropatia diabética dolorosa;
uno, intolerancia oral a la glucosa; dos, enfermedad
de Fabry; dos, neuropatia sensorial hereditaria; uno,
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enfermedad de Lyme, y uno, enfermedad de Crohn.
Todos los pacientes fueron sometidos a una eva-
luacion clinica neurolégica acorde con los criterios
actuales.'822 E| dolor continuo en el momento del
examen microneurografico fue cuantificado empleando
una escala de valoracion verbal (EVV), con puntajes
de 0 a10.20

Modelos experimentales animales

El estudio fue realizado utilizando tres modelos de
lesién nerviosa focal (aplastamiento, n = 24; sutura, n
=14, y lesién por compresion cronica [LCC], n=12)y
dos modelos de polineuropatia generalizada (neuropatia
inducida por estreptozotocina [STZ], n = 56, y neuro-
patia inducida por 2,3-dideoxicitidina [ddC], n = 15) en
ratas Sprague-Dawley macho adultas (de 200-350 g).

Para los modelos de lesion focal, los animales
fueron sometidos a cirugia, paralo cual fueron anes-
tesiados con ketamina (90 mg/kg intraperitoneal) y
xilacina (9 mg/kg intraperitoneal); también se emple6
instrumental microquirdrgico y un microscopio para
la diseccién. Para producir una lesién por aplasta-
miento, se expuso el nervio ciatico a nivel de la mitad
del muslo y liberé de sus adherencias epineurales
a los tejidos circundantes, luego fue aplastado tres
veces consecutivas con un forceps Dumont N° 5
en un mismo punto, a 90 mm de la punta del tercer
dedo. Para producir el modelo de lesidn nerviosa
por sutura, el nervio ciatico fue cortado limpiamente
con una hoja de bisturi afilada y se suturaron los
extremos con seda 9/0. Para el modelo de lesion por
compresidn crénica,* el nervio ciatico fue expuesto
a nivel de la mitad del muslo de la rata, proximo a la
trifurcacion del nervio ciatico y se colocaron cuatro
ligaduras (con catgut crémico 4/0) a intervalos de 1
mm aproximadamente. A continuacion, la herida fue
suturada por planosy desinfectada coniodopovidona.
Alos animales se les mantuvo en un ambiente célido
hasta su recuperacion completa de la anestesiay se
les permitié que se recuperen de la lesidn nerviosa
durante al menos un mes.

Los registros fueron obtenidos en diferentes mo-
mentos, dependiendo de la recuperacién después
de la lesion focal del nervio. Las ratas con lesion por
aplastamiento fueron registradas entre los meses 2 y
3; las suturadas, entre los meses 3y 6 y aquellas con
lesién por compresidn crénica, entre los meses 1y 2.
Un subconjunto de ratas con lesion por aplastamiento
fue utilizado para estudios longitudinales repetidos
después de la lesion nerviosa (nueve ratas fueron so-
metidas a registro dos vecesy tres ratas, cuatro veces)
de 2 a9 meses. Un solo animal del grupo de lesion por
aplastamiento fue registrado 18 meses después de la
induccion de la lesion.

NEUROTARGET

Para el modelo de polineuropatia, se indujo la neu-
ropatia diabética con una inyeccion de estreptozoto-
cina intraperitoneal, a una dosis de 45 mg/kg de peso
corporal. Los animales fueron incluidos en el estudio si
los niveles de su glicemia eran mayores de 250 mg/dL
alas 72 horas después de la administracion de estrep-
tozotocinay en el dia mismo del registro. La neuropatia
antirretroviral fue inducida con ddC intraperitoneal (50
mg/kg) tres veces por semana durante 3 semanas.*°
Las ratas diabéticas fueron registradas a las 4, 8 y 12
semanas después de lainyeccion de estreptozotocinay
las ratasinyectadas conddC, 1,2y 3 semanas después
de finalizado el periodo de tratamiento.

Registros microneurograficos

La microneurografia®® fue utilizada en humanos
para registrar los potenciales de accion de las fibras
C del nervio peroneo superficial en el tobillo, utilizando
microelectrodos de tungsteno (de 200 um de didmetro,
con aislamiento de laca, con una impedancia nominal
de 1 MQ). Se insert6 en la piel un electrodo subcu-
taneo de referencia a 2 cm lejos del tronco nervioso.
Las sefales neurales fueron amplificadas con un
amplificador aislado, con impedancia de alta entrada
(Neuro Amp Ex, ADInstruments, Bella Vista, NSW,
Australia), con filtro paso banda® (con un rango maximo
de 50-5000 Hz), que alimentaba a un eliminador de
ruido (Hum Bug, Quest Scientific, North Vancouver,
BC, Canada) y a un monitor digital de audio (audio
monitor AM10, Grass Technologies, Astro-Med, Inc,
USA). La temperatura de la piel fue medida bien con
una termocupla colocada en la piel adyacente a los
campos de recepcién de las unidades bajo estudio
o con un teletermémetro infrarrojo (PCE-IR10, PCE
Ibérica, Espafia). Se dispararon estimulos eléctricos
y las respuestas a la estimulacion eléctrica fueron
digitalizadas con una tarjeta de adquisicion de datos
(PCI-6221, National Instruments, USA) y registradas
en una computadora personal. El filtrado digital (paso
banda, 0,3-2 kHz) y la determinacidon del nivel basal
se realizaron tanto en linea como durante el andlisis
fuera de linea, para una mejor visualizacion de los
potenciales de accion.

En los animales, los registros microneurograficos
fueron realizados con las ratas anestesiadas con ke-
tamina (90 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg), inyectadas
intraperitonealmente. El nervio ciatico fue expuesto a
nivel de la mitad del muslo y se efectuaron los regis-
tros intraneurales de acuerdo con un método recien-
temente descrito con detalle en un articulo nuestro
ya publicado.3® Con excepcion de los estimuladores
eléctricos, el equipo utilizado para los registros en los

animales fue exactamente el mismo que el utilizado
an Ine himanneg



VOL 8 2013

Analisis de las respuestas

Las respuestas fueron registradas con el software
QTRAC (Institute of Neurology, London, UK), que tiene
la capacidad de determinar multiples picos de latencia
e inmediatamente mostrarlos como «perfiles» de laten-
cia en un tipo de grafico conocido como «raster plot»
(imagen rasterizada). En las imagenes rasterizadas de
latencia, cada pico en la sefial de voltaje filtrada que
sobrepaso un nivel especifico previamente determinado
esta representado por un punto en la trama o grafica
en la cual la latencia corresponde al eje de las orde-
nadas y el tiempo al de las abscisas.3® Segun el nivel
elegido, los puntos podrian representar potenciales de
accion o ruido (interferencia). Para las imagenes raste-
rizadas mostradas aqui, las latencias de las unidades
seleccionadas con una adecuada relacion sefial/ruido®
fueron medidas nuevamente a partir de la informacion
pura (en bruto), de modo que cada punto representa
una sola unidad identificada. Estas figuras o imagenes
vueltas a medir se denominan imagenes rasterizadas
«modificadas».

Procedimiento de busqueda de las fibras C
utilizando estimulacion eléctrica y natural

El territorio de inervacion del fasciculo que ha sido
atravesado por el microelectrodo fue buscado al tocar
o rascar suavemente la piel hasta que se pudiera escu-
char una respuesta audible caracteristica evocada por
contacto. Esta zona se buscé mediante la estimulacion
eléctrica con un par de electrodos aguja, utilizando
pulsos rectangulares de 0,25-0,50 ms en humanos
(DS7A, Digitimer, UK) y de 0,50-1 ms en ratas (A385,
WPI, USA). La velocidad de conduccion fue calculada
dividiendo la distancia de conduccion entre la latencia
basal, mientras que la tasa de estimulacion era de
0,25 Hz. Sélo fueron estudiadas las latencias de los
potenciales de accion evocadas compatibles con el
rango de la velocidad de conduccion en las fibras C (<
2 m/s). Las respuestas vinculadas con el tiempo y con
dichas latencias se muestran en las imagenes raste-
rizadas, generalmente como lineas rectas de puntos,
a diferencia de los puntos aleatorios originados por el
ruido de fondo.33.6

Evaluacion de los cambios de larga duracién de
la latencia en las fibras de los nociceptores C

Un potencial de accién propagado en un axén
desmielinizado provoca cambios en la velocidad de
conduccion tanto de corta (< 1 s) como de larga dura-
cion (hasta unos pocos minutos). Los cambios de corta
duracion pueden ser en direccion de la aceleracion
(supernormalidad) o la desaceleracién (subnormali-
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dad) y probablemente dependen de si el balance del
movimiento de la carga durante el potencial de accion
(primariamente causado por el ingreso de iones Na*y
Ca?"y la salida de iones K*) deja a la membrana des-
polarizada o hiperpolarizada al finalizar el potencial de
accion.b Los cambios de larga duracion normalmente
se dan en direccion de la desaceleracion y estan
causados probablemente por mdltiples factores que
interacttan, entre los cuales se encuentran la hiper-
polarizacion por la bomba electrogénica de sodio,*
la acumulacion intraaxonal de Na*'” y el proceso de
inactivacion parcial de los canales de Na*.!* Estos
cambios de larga duracion se acumulan durante las
series de potenciales de accion y proveen las bases
para el empleo de la desaceleracion dependiente de
la actividad con el propdsito de identificar los tipos de
las fibras. Para este fin, hemos utilizado la siguiente
secuencia: (1) estimulacion basal con 0,25 Hz durante
3 min; (2) pausa de 3 min; (3) 6 min con 0,25 Hz; (4)
serie de 2 Hz durante 3 min, y (5) retorno a la linea
basal con 0,25 Hz hasta que las latencias regresen a
sus valores originales.33-3 Este método ha demostrado
ser extremadamente valioso para diferenciar los «per-
files» de desaceleracion dependientes de la actividad
en determinados tipos funcionales de fibras C tanto en
humanos!?33:34 como en ratas.3® Asi, los nociceptores
son distinguidos por un progresivo incremento de la
latencia mayor del 10% durante la estimulacién con 2
Hz, mientras que la estimulacién con bajas velocidades
después de una pausa diferencia a los nociceptores de
tipo C sensibles a los estimulos mecanicos (mecano-
sensiblesodetipo 1A) delosinsensibles alos estimulos
mecanicos (tipo 1B) (es decir, a las unidades CM de
las CMi, respectivamente).33.3441

Evaluacién de los cambios de latencia que se
producen espontaneamente

Durante la estimulacion basal con 0,25 Hz, todas las
fibras C tienden hacia una latencia estable, por lo que
producen lineas casi planas en los imagenes rasteriza-
das de la latencia. Sin embargo, siempre hay algunas
pequefias variaciones de la latencia (por debajo de
milisegundos), debido a la interferencia eléctrica en el
sistema de registro y posiblemente también a causa de
otros factores tales como el comportamiento estocasti-
co’ de los canales de sodio,'® que creemos no ha sido
investigado previamente. Por otro lado, nosotrosy otros
investigadores hemos demostrado previamente que la
actividad espontanea de las fibras C induce cambios
en la latencia dependientes de la actividad que son
del orden de los milisegundos.11:12.26.27.35 Bajo estas
condiciones, la actividad espontanea de las fibras C
tipicamente produce imagenesrasterizadas de lalaten-
cia con la apariencia irregular de «dientes de sierra».
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Para evaluar si las fluctuaciones de la latencia pue-
den ser utilizadas para separar a los nociceptores C en
reposo de los activos espontaneamente, medimos la
variacién de la latencia entre los estimulos (Jsd),
definida como la desviacion estandar de los cambios
de la latencia de un estimulo al siguiente. También he-
mos medido la asimetria estadistica (tercer momento
estandarizado) de los cambios de la latencia como un
indice de la apariencia de «dientes de sierra». Los
cambios espontaneos de la latencia fueron medidos en
los nociceptores C de los controles humanos y las ratas
normales indemnes y luego comparados con aquellos
producidos en las ratas con lesiones nerviosas y en
pacientes con polineuropatia.

Ondas del potencial de accion

Las latencias de una sola unidad identificada que
fueron medidas nuevamente, fueron utilizadas para
alinear las ondas del potencial de accion de la unidad
al intervalo méas préximo de la muestra (50 ps) antes
de la superposicidn o el promedio.

RESULTADOS

En la primera seccion de resultados (comenzando
con la seccién 3.1) presentamos informacién sobre
las fluctuaciones normales y anormales de la latencia
empleadas para desarrollar los criterios de identifica-
cion de la actividad espontanea; en la segunda seccion
(iniciando con la seccion 3.2) utilizamos estos criterios
para comparar las descargas espontaneas de los
nociceptores en los pacientes con los encontrados en
los diferentes modelos de dolor neuropético en ratas.

Fluctuaciones normales y anormales de la latencia
no relacionadas con la actividad espontanea

Variacionde lalatenciaen nociceptores normales
El método de registro de las variaciones de la latencia
esta ilustrado en el grafico 1. Se trata de una unidad
de tipo 1B o CMi, tal como lo indica la desaceleracion
del 3,1% después de la pausa de la estimulacién (b)
y la desaceleracion mayor del 10% durante la estimu-
lacion con 2 Hz. Se seleccion6 una parte del registro
correspondiente al momento en que los cambios de la
latencia presentaron un patrén estable (a) y se hallé
que la distribucion de los cambios de la latencia estuvo
cercana a la curva de Gauss (B, C), con una desvia-
cién estandar (Jsd) de 0,07 ms, 6 0,1% de la latencia
basal. El cambio méaximo de la latencia entre barridos
sucesivosfue cercanoa0,14ms 6 0,2%, que fue mucho
menor de la mitad de los cambios de la latencia que
ocurrieron al inicio de la serie de estimulos con 2 Hz
debido a dos picos adicionales, es decir, 1,03 ms (c)

NEUROTARGET

0 1,46%. En este caso, por lo tanto, los cambios de la
latencia resultantes de los impulsos adicionales pudie-
ron ser claramente distinguidos de aquellos ocurridos
debido a las variaciones espontaneas de la latencia.La
variacion (fluctuacion) de la latencia, medida de esta
forma en cuatro clases de nociceptores C normales (es
decir, en humanos y ratas, de los tipos1Ay 1B), esta
representada en el grafico 2. El grafico 2Amuestra que
para todas estas clases de nociceptores existe una
fuerte correlacion lineal entre la Jsd (en milisegundos)
y la latencia de la conduccion. Asi, para las fibras de
tipo 1A de 21 ratas, el coeficiente de correlacion fue R
=0,756 (P = 9,3 x 10°); para las fibras 1B de 21 ratas,
R =0,739 (P = 1,6 x 10%); para las fibras 1A de 20
humanos, R = 0,889 (P = 3,2 x 10°7), y para las fibras
1B de 19 humanos, R = 0,851 (P = 6,1 x 10°5). Debido
a que la fluctuacion esta tan intimamente relacionada
con la latencia, generalmente presentamos a la Jsd,
al igual que a la desaceleracion dependiente de la
actividad, como un porcentaje de la latencia basal.
Los valores promedio de la Jsd en los nociceptores de
las ratas (media £ SD, 0,092 + 0,027%; n = 42) fueron
mayores que en los nociceptores humanos (0,061 +
0,017%; n = 39; prueba t Student para la diferencia de
medias, P < 0,0001). Todos estos valores para la Jsd
en los nociceptores normales fueron menores de 0,3
ms y del 0,2% de la latencia basal.

La variacién de la latencia en las fibras normales
puede surgir en el sitio mismo de la estimulacion, a lo
largo del trayecto del axon debido al comportamiento
estocastico de los canales de sodio responsables de
la conduccion 1° o en el sitio del registro a causa de
una interaccion entre la forma del pico y el ruido de
fondo. Para evaluar si el aumento de la variacion de la
latencia fue debido a la acumulacién de fluctuaciones
en el trayecto de una distancia de conduccién mas
larga, evaluamos las correlaciones entre la Jsd en el
tiempo (milisegundos) y la distancia. Encontramos que
no hubo una correlacion significativa para ninguna de
las cuatro clases de nociceptores C (todos R < 0,3,
todos P > 0,18). Por otra parte, en cada clase hubo una
relacion inversa significativa entre la Jsd y la velocidad
de conduccion (VC) (grafico 2B). Al combinar la infor-
macion obtenida de ratas y humanos, encontramos que
la Jsd en las fibras de tipo 1B se habia incrementado
bruscamente casiel doble de veces abajas velocidades
en comparacion con la de las fibras de tipo 1A (lineas
de regresién para Jsd vs VC: 1A, Jsd = 0,134-0,081
VC; 1B, Jsd = 0,216-0,154 VC; prueba t Student para
la igualdad de las pendientes: P = 0,028).

Para tener una idea de como surgen las fluctua-
ciones, el grafico 2C ilustra las ondas de potencial de
accion superpuestas de tres unidades humanas muy
diferentes, en las cuales la fluctuacién variaba en mas



VOL 8 2013

MICRONEUROGRAFICA DE LAACTIVIDAD ESPONTANEA DE LOS NOCICEPTORES C

39

Ly

il

70 3

Latencia >
ms
=
o o S

AT

( 100—-
t :

Probabilidad
acumulativa (%)

.980 —I-
- oo ; jC
bve™ = e
S $g 3 ]
g £ 10~
gk 38 3
2 P
E 0 n
S e
5 1_ [
0-—

0 Tiempo transcurrido (min)

Cambio de latencia (%)

Grafico 1. Fluctuacién de la latencia en una fibra de tipo 1B en una rata normal. A: Panel superior: Seleccion comprimida
de una de tres senales durante la estimulacién cutanea con el protocolo «pausa», es decir, estimulacién basal con 0,25 Hz,
una pausa de 2 a 5 minutos y estimulacion con 2 Hz entre los minutos 11 y 14, delos cuales sélo se muestra el comienzo.
Panel medio: Imagen rasterizada modificada, mostrando cada aparicién de una unidad seleccionada como un punto simple;
la flecha doble (b) indica una desaceleracion del 3,1% luego de la pausa, la cual junto con la desaceleracién mayor del 10%
durante los 2 Hz permite clasificara la unidad como del tipo 1B (nociceptor insensible a los estimulos mecanicos). Panel in-
ferior: Los cambios de la latencia entre los barridos sucesivos. La caja a indica un periodo de latencia estable seleccionado
para las mediciones de la fluctuacion en B; la flecha (c) indica un incremento de la latencia de 1,03 ms posterior a los primeros
dos estimulos con 2 Hz. B: Panel superior: Distribucion acumulada de los cambios de latencia en la caja a, con una curva
ajustada normal (Jsd = 0,10%). Panel inferior: Histograma de los cambios de latencia en la caja a, expresados en porcentajes

de la latencia basal, mostrando una simetria de aproximadamente cero.

de seis pliegues: la unidad 1A con una VC mas rapida
y fluctuacion baja (a), la unidad 1A con la VC mas baja
y fluctuacion baja (b) y la unidad 1B con VC baja y
fluctuacién mas alta (c).

Cambios de la latencia causados por picos
adicionales estimulados

El cambio de la latencia al inicio de la serie con
2 Hz que se muestra en el grafico 1 fue de 1,03 ms
0 1,46% de la latencia basal. Debido a que esto fue
registrado después de un segundo de la serie, luego
de dos picos adicionales, esto nos proporciona un
estimado de la desaceleracion adicional resultante de
los potenciales de accién adicionales, ya sea de los

receptores o de los generadores ectépicos, por enci-
ma de los estimulos basales. Esta estimacion es sdlo
aproximada, ya que no permite larecuperacién parcial
de la velocidad entre los picos, lo que depende de la
coordinacién precisa de los impulsos. Sin embargo,
el primer cambio de la latencia con 2 Hz proporciona
una calibracién aproximada que nos permite inferir si
cierto cambio de lalatencia fue causado por uno o mas
potenciales de accion. En las fibras de tipo 1B de 19
ratas normales, estadesaceleracion que resulté de dos
picos adicionales tuvo un valor promedio de 1,24%,
con un valor maximo de 2,2%. Estas observaciones
se utilizaron para inferir un limite sobre el cual los
incrementos de la latencia puedan ser atribuidos con
certeza a mas de un pico (ver seccion 4).
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Gréfico 2. Variacion de la latencia
en fibras nociceptivas normales
relacionada con la latencia, veloci-
dad de conduccién y ondas en pico.
o A: Relacion entre la fluctuacion de la
latencia (expresada como la desviacion
estandar de los cambios de la latencia

, Sl entre sucesivos barridos, en ms) y la
;.-. " ~ latencia paralos nociceptores de tipo 1A
o (circulos rojos) y 1B (triangulos azules)

2 5 25 de humanos (simbolos rellenos, lineas

o so B solidas) y ratas (simbolos abiertos,

_"’1‘\‘? 3 lineas discontinuas). Para todas estas
= NG cuatro clases de nociceptores existe
T T una tendencia similar de incremento de
1 lafluctuacion de la latencia. B: Relacion
entre la fluctuacion de la latencia (Jsd)
y la velocidad de conduccion (VC), los
simbolos son iguales y significan lo
C mismo que en A. Letras a, b, ¢ indican
las unidades seleccionadas en C. C:
Ejemplos de ondas en pico por encima
de los histogramas de las fluctuaciones
representados en la misma escala de
tiempo y con las amplitudes del ruido
(basura) ajustadas para dar conteos
similares de la basura. Amplitud de la
barradelaescala=3uV(a), 3,4uV (b),
4,5 uV (c). La unidad de alta velocidad
(a) (Jsd = 0,043 ms, VC = 1,02 ms™)
tiene una mejorrelaciéon senal/ruido
que la unidad de conduccién lenta (b)
(Jsd = 0,170 ms, VC = 0,14 ms™), lo
que ayuda a explicar las diferencias
en la fluctuacion, pero la unidad c (Jsd
=0.27 ms, CV = 0,14 ms™) tiene una
fluctuacién mucho mayor que b pese a
tener similares relaciones sefal/ruido y
velocidades de conduccion.

Velocidad (ms)

0 1

Fluctuaciones anormales de la latencia
no relacionadas con la actividad espontanea
de los nociceptores C

Aungue, como se mostrara en la siguiente seccion, la
actividad espontanea de los nociceptores C esta eviden-
ciada con cierta precision por las fluctuaciones anormales
delalatenciaenlasimagenesrasterizadas, existen varios
otros fenémenos patoldgicos y no patolégicos que generan
cambios de la latencia por fuera de los limites normales.

Saltos de latencia

Un fenébmeno bien conocido hallado en la micro-
neurografia de los nociceptores es que el potencial de
accion registrado puede cambiar entre dos latencias
diferentes, presumiblemente debido a que los axones
estan ramificados y el fracaso intermitente para exci-
tar una rama puede resultar en una conduccién a lo
largo de una rama mas larga que tiene un umbral mas
bajo.2538 Las dos (0 mas) latencias involucradas en los
saltos de latencia normalmente estan bien separadas,

lo que da origen a dos lineas distintas en las imagenes
rasterizadas, pero ocasionalmente pueden estar lo su-
ficientemente cerca que llegan a verse como una sola
linea, amplia y fluctuante. En el grafico 3 se muestra
un ejemplo en una rata control. En este caso, la Jsd =
0,31%, esta fuera del rango normal, pero la distribucion
de los cambios de la latencia es simétrica, como lo es
siempre en el caso de los saltos de latencia, de modo
que la fluctuacion anormal facilmente se distingue de
la actividad espontanea.

Potencial de accién de doble pico

Elgrafico 4 ilustra otro fendmeno que también puede
dar lugar a una distribucion simétrica de los cambios
de latencia (D). En este caso, la imagen rasterizada
de alta resolucion en B muestra que dos picos pueden
presentarse muy juntos; esto es debido a que el poten-
cial de accion tuvo dos picos (E). En este caso, la Jsd
anormal de 0,51% fue causada por el efecto del ruido,
que algunas veces causa que el primero y otras veces
el segundo pico tenga la mayor amplitud.
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Graico 3. Fluctuaciéon anormal debido
a los saltos de latencia en una fibra
de tipo 1B en una rata normal. A:
Seleccion comprimida de datos, imagen
rasterizada modificada y secuencia de
los cambios de la latencia (véase Fig.
1A) de una unidad en la que existe una
tendencia a fluctuar entre dos latencias,
0,45 ms aparte, probablemente a causa
de la excitacion de las diferentes ramas
terminales con longitudes similares. B:
Distribucién acumulada e histograma de
los cambios de la latencia (véase Fig.
1B). Los saltos pequefios de latencia se

venmas claramente en el histograma de
los cambios de la latencia. La fluctuacion
de lalatencia estéa fuera del rango normal
(Jsd =0,31%), pero la distribucion es
simétrica (asimetria = 0,002).
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Gréfico. 4. Fluctuacion anormal debido
al potencial de accion de doble pico.
Un eferente simpatico registrado de una
mujer normal de 37 afios de edad. A: La
latencia hasta el pico del potencial de
accioén es mas fluctuante de lo normal.
B: Imagen rasterizada detallada de
los dos picos mas altos, mostrados en
negro y gris, que lucen como «rieles de
tranvia» debido a estos dos picos simi-
lares se encuentran entrelazados en el
tiempo. C: Cambios de la latencia entre
picos sucesivos. D: El histograma de
los cambios de la latencia muestra una
fluctuacién anormal (Jsd = 0,51%) pero
con la apariencia simétrica similar al de
el gréafico 3. E: Ondas de potenciales de
accion superpuestas que muestran un po-
tencial de accién anormal de doble pico.

Picos multiples

La figura 5 ilustra multiples picos, un fendmeno co-
mun en registros de pacientes con dolor neuropético
y en modelos animales de esta misma patologia.®3’
Los picos dobles, y ocasionalmente triples, se cree que
ocurren cuando se excitan dos ramas de un axon y hay
un bloqueo unidireccional en un punto de la rama, de
modo que el primer impulso que lo alcanza no invade
la rama mas lenta y por lo tanto falla en colisionarse
con un segundo impulso y evitar que este alcance la
médula espinal.*? Los picos multiples pueden causar

perfiles de latencia con aparienciade «dientes de sierra»
similares a los producidos por la actividad espontanea,
porque en cada caso un potencial de accion adicional
es transmitido a lo largo de una importante longitud
del axon hasta el sitio de registro. En el ejemplo de el
grafico 5, fue posible identificarlos segundos picos, que
se presentaron aproximadamente 70 ms después de
los primeros (grafico 5A, panel central). Se observaron
dos patrones de doble pico en esta fibra. En el primer
patron (a), los picos dobles aparecieron en el lapso de
aproximadamente un minuto, de modo que produjeron
una desaceleracion dependiente de la actividad que
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Gréfico 5. Fluctuaciéon anormal debido a picos dobles. A: Panel superior: Perfil de latencia de alta resolucion con la apariencia de
«dientes de sierra» que muestra picos adicionales intermitentes, registrado de una fibra de tipo 1B de una rata, 170 dias después de la lesién
nerviosa por aplastamiento. Panel 2: Imagen rasterizada de baja resolucién que muestra los segundos picos intermitentes, aproximadamente
70 ms después, lo que explicaria la desaceleracion dependiente de la actividad. Panel inferior: Cambios de la latencia entre los sucesivos
potenciales de accién mostrados en el panel superior. Ba, Bb: Histogramas de los cambios porcentuales de la latencia durante dos periodos
indicados por las cajas a y b en A. Los histogramas son asimétricos hacia la derecha, como en la actividad espontanea, pero los cambios
de la latencia nunca alcanzaron el 1,5% (lineas verticales), pues nunca hubo mas de un solo pico adicional. La barra clara indica el periodo

de estimulacion con 1/30 Hz.

dur6 varios milisegundos; mientras que después de la
pausa, los picos dobles se presentaron individualmente
(b) y produjeron «dientes de sierra» de baja amplitud
(poco menos de 1 ms), correspondiente a la desacele-
racion dependiente de la actividad causada por un solo
impulso adicional. Las distribuciones de los cambios de
latencia (grafico 5B) tuvieron una asimetria positiva, a
semejanza de lo observado en una auténtica actividad
espontanea.

Fracasos de la estimulacion

Una limitacion del registro simultaneo de multiples
fibras C dentro de una imagen rasterizada es que se
debe emplear el nivel de un solo estimulo para todas
las fibras y que puede haber fibras con umbrales muy
cercanos al nivel del estimulo que se activen soélo
intermitentemente. Esto puede producir una onda de
latencia que es una version invertida de los «dientes
de sierra» causada por un pico doble e intermitente. Un
ejemplo se muestra en el grafico 6. En esta situacion,

la distribucion de los cambios de latencia es asimétrica
negativa (figura 6C). Cuando se registran los perfiles
rasterizados de las fluctuaciones de este tipo, alaumen-
tar el estimulo (flecha en la figura 6B) usualmente se
eliminan los fracasos de la estimulacién y se normaliza
la fluctuacion (figura 6D).

La naturaleza complementaria de los cambios de
la latencia resultantes de los fracasos de estimulacion
y los picos dobles estan bien ilustrados en el registro
de el grafico 7. En el grafico 7A, la sefal inferior de
la imagen rasterizada muestra un patrén irregular en
«dientes de sierra», que sugiere descargas espontaneas
en estallido; debido ala presencia de otras unidades de
amplitud similar, no fue posible identificar a partir de los
registros si se estaban presentando multiples picos. Sin
embargo, dos consideraciones proporcionan unafuerte
evidencia de que los cambios de la latencia no fueron
debido a la actividad espontanea. En primer lugar, las
fluctuaciones de la latencia se hicieron mucho mayores
cuando el estimulo aumenté (flecha), lo cual, como se
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Gréfico 7. Imagen de los cambios de la latencia en «dientes de sierra» en espejo causados por fracasos de la respuesta y picos
dobles. A: Dos fibras mas registradas de la misma lesion nerviosa por aplastamiento, que muestran que los cambios de la latencia en
«dientes de sierra» no siempre son causados por la actividad espontanea. El cambio de los perfiles de latencia que ocurre en el momento
sefialado por la flecha (~95 min) evidencia que los cambios de la latencia fueron dependientes del estimulo. La unidad de latencia mas grande
(senal superior, en rojo) exhibié cambios de la latencia en «dientes de sierra» hacia abajo durante el periodo contenido en la caja roja (a).
Los descensos de la latencia (B) siempre siguieron a un fracaso de la excitacién (D), y se evitaron al aumentar la intensidad del estimulo en
el momento sefialado por la flecha. A la inversa, la unidad de latencia mas corta (sefial inferior, en azul) exhibi6 cambios de la latencia en
«dientes de sierra» hacia arriba, que fueron una reminiscencia de aquellos causados por la actividad espontanea, pero siempre fueron de la
misma amplitud (C), lo que indica que todos fueron causados por un solo pico adicional. El aumento de la frecuencia de esos picos adiciona-
les, cuando el estimulo se incrementé (flecha), indica que estaban relacionados con la excitacion de una segunda rama, una caracteristica
de los picos dobles, aunque en este caso no fue posible identificar los picos dobles en el registro, debido a la descarga de otras fibras. Los
histogramas de los cambios de la latencia en E (Jsd = 0,34%, asimetria =-1,94) y F (Jsd = 0,34%, asimetria = 1,82) muestran que todos los
incrementos de la latencia fueron menores del 1,5%.
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describié previamente,” incrementa la cantidad de
picos multiples al activar mas ramas. Este incremento
de la actividad de la sefial inferior (unidad de latencia
mas corta, en azul) fue complementario a la abolicion
de las fluctuaciones de la latencia en la senal superior
(unidad de latencia méas grande, enrojo), que fueron cau-
sadas por los fracasos de la estimulacion. La segunda
caracteristica que argumenta en contra de la actividad
espontaneaes que losincrementos de latencia siempre
fueron cercanos a los 0,8 ms, que corresponden a un
solo pico adicional (grafico 7F). Nunca se dio el caso de
gue se presentaran dos o mas picos adicionales dentro
de un solo intervalo de 4 segundos. Esto contrasta con
las descargas espontaneas verdaderas mostradas en
el gréfico 9, en donde los incrementos de la latencia en
varios milisegundos se presentaron ocasionalmente.
Las lineas verticales del 1,5% de incremento de la la-
tencia en los histogramas de las fluctuaciones que se
observan en los graficos 5, 7 y 9 representan un limite
gue es sobrepasado solamente por las unidades que
descargan espontaneamente (ver seccion 4).

NEUROTARGET

3.2.Descargas de los nociceptores enlos pacientes
y modelos de dolor neuropatico en ratas

3.2.1. Actividad espontanea de los nociceptores
C en los pacientes y estados de dolor neuropatico.
La actividad espontanea observada tanto en los noci-
ceptores de los pacientes y las ratas normalmente se
presenta de manera erratica, o que genera perfiles
de latencia irregulares en «dientes de sierra». En el
grafico 8A mostramos un ejemplo de un paciente con
sensacion de ardor en el pie y neuropatia de fibras
pequefas de causa desconocida. Esta unidad tiene el
perfil caracteristico de la desaceleracién dependiente
de la actividad de un nociceptor de «tipo 1», cuando
posteriormente es estimulado con 2 Hz (grafico 8B)
después de haber cesado la actividad espontanea. El
hecho de que estafuese lamisma unidad fue confirmado
por las similares ondas promediadas, que se muestran
en el grafico 8C. Aparte del salto de latencia al inicio de
la serie de 2 Hz (acompafiado por un salto hacia atras
al final), la latencia se increment6 debido a dos picos
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Gréfico 8. Descargas espontdneas de los nociceptores C de tipo 1B de un paciente con dolor neuropatico. Se trata de un varén de 33
afios de edad, quien se quejaba de sensacion de ardor en el pie. La tasa de estimulacion basal fue de 0,25 Hz. A: Arriba: Perfil de latencia
en «dientes de sierra» de la unidad C que inicialmente conducia a 0,38 ms™. Abajo: Cambios de la latencia desde un barrido al siguiente,
que muestra incrementos superiores al 2%. B: Arriba: Desaceleracion dependiente de la actividad registrada después de la misma unidad
en respuesta a la serie de 2 Hz. Notese bien que el eje de la latencia esta comprimido en comparacién con el que se muestra en A. Abajo:
Cambios de la latencia que han sido presentados de manera semejante que en A. Aparte del salto inicial, los incrementos de la latencia a
causa de dos picos adicionales por segundo durante la estimulacion con 2 Hz estan limitados al 0,5% aprox., indicado por la linea gris en la
imagen rasterizada inferior. C: Las ondas promedio de las ondas de los potenciales de accion registrados durante los periodos sefialados por
las cajas en A (negra, un promedio de 240 sefiales) y B (gris, 60 sefiales). D: Histograma de los cambios de la latencia durante el periodo
comprendido por la caja en A, que muestra una distribucion asimétrica y los multiples incidentes de incrementos de la latencia correspondientes
a dos o mas picos adicionales (linea gris vertical).
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adicionales por intervalo de muestreo de un segundo
que no excedieron los 0,5 ms. Este limite, sefialado
por las lineas grises horizontales en los gréaficos 8A'y
8By la linea vertical en el grafico 8D, fue ampliamente
sobrepasado por los incrementos espontaneos de la
latencia en el grafico 8A, lo que confirma que estos no
podrian ser explicados por los picos mdltiples. Esta
unidad fue clasificada como correspondiente al tipo
1B basados en su baja velocidad de conduccién (0,38
ms™1) y una lenta recuperacion lenta luego de los 2 Hz
(185 s para una recuperacion del 50% de la latencia,
comparado con los rangos normales de 15-63 s para
las fibras del tipo 1A'y 35-190 s para las del tipo 1B)3*
y el fracaso para activarla mediante los estimulos me-
canicos, que si activaron siete fibras 1A registradas
simultaneamente.
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En el grafico 9 se ilustran ejemplos de actividad
espontanea en los cinco diferentes modelos de dolor
neuropdtico en ratas. En cada caso se muestran las
descargas espontaneas que se presentaron en una
fibra de tipo 1B, aunque la desaceleracién caracteris-
tica posterior a una pausa de la estimulacion se ilustra
solamente en la segunda imagen (sutura). La desace-
leracion adicional causada por los dos picos que se
observa al inicio de las series de 2 Hz estuvo cercana
al 1,5%, y en cada caso hubo aumentos espontaneos
de latencia por encima de este valor, de modo que los
picos multiples pueden ser excluidos como un factor
de confusion.

Elmodoen que el perfil rasterizado de lalatencia esta
relacionado con la actividad espontanea de la unidad lo
podemos apreciar con detalle en el grafico 10, lamisma
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que corresponde a la primera unidad (aplastamiento)
mostrada en el grafico 9. El periodo de registro de 6
minutos de el grafico 10C corresponde al periodo de
13 a 19 minutos de el gréafico 9A. La sefial superior
(gréfico 10A) muestra cinco artefactos de estimulo y
los registros de 4 s entre los estimulos. La unidad se
mantuvo excitada durante casi 140 ms después de
cada estimulo y, adicionalmente, descargd 3 veces,
0 veces, 4 veces y una vez durante los periodos de
intervencion. Estas sefiales se observan comprimidas
en la figura 10B, que corresponde a la porcién central
del perfil de latencia en C. Asi, los primeros tres cam-
bios de la latencia con respecto a su basal durante este
periodo en D muestran los incrementos de la latencia
correspondientes a los picos espontaneos 1, 3y 4. El
ritmo aleatorio de las descargas se combina con lades-
aceleracion dependiente de la actividad para generar
las caracteristicas imagenes rasterizadas en «dientes
de sierra» y la distribucion asimétrica positiva de los
cambios de latencia que se observan en la figura 10F.

NEUROTARGET

3.2.2. Incidencia de la actividad espontanea en
diferentes modelos animales y tipos de nocicepto-
res La tabla 1 muestra la proporcion de nociceptores
espontdneamente activos de diferentes tipos en los
cinco modelos de dolor neuropético en ratas y en los
pacientes con neuropatia de fibras pequenas. Los
nociceptores fueronidentificados como deltipo 1A (nor-
malmente sensibles alos estimulos mecanicos) odel 1B
(generalmente insensibles a los estimulos mecanicos)
basados en la desaceleracion que ocurre luego de una
pausa de 3 minutos en la estimulacion. Sin embargo,
en una minoria de casos no fue posible obtener una
medicion adecuada de la desaceleracion luego de la
pausa, por ejemplo cuando hubo actividad espontanea
durante este mismo momento. Estos receptores sin
clasificar son designados como pertenecientes al tipo
1. La proporcion de fibras activas de tipo 1B fue mas
alta en los modelos de lesion nerviosa traumatica que
en los modelos de neuropatia téxica, mientras que el
valor para los pacientes fue intermedio.
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Gréfico 10. Relacion entre la actividad espontdnea y los cambios de latencia en una sola fibra de tipo 1B de una rata después de la
lesién nerviosa por aplastamiento (55 dias, la misma fibra que se expuso en la Fig. 9A). A: Neurograma puro (en bruto), que muestra un
artefacto de estimulo cada 4 s, seguido inmediatamente por una respuesta evocada eléctricamente y luego una cantidad variada de impulsos
espontaneos, como lo indican los nimeros (3, 0, 4, 1). B: Igual que en A, pero comprimido para mostrar los impulsos espontaneos durante
2 min. C: Latencias de las respuestas evocadas eléctricamente. D: Cambios de la latencia entre las sucesivas respuestas evocadas eléctri-
camente. Los incrementos de la latencia en C y D claramente estuvieron relacionados con la cantidad de impulsos espontaneos en B, lo que
confirma que las respuestas eran de la misma unidad. E: Histograma de los cambios de la latencia en D, expresados como % de la latencia
basal (Jsd = 0,97, asimetria = 1,7). F: Distribucién acumulada de los cambios de la latencia, comparada con una curva de Gauss ajustada



VOL 8 2013

MICRONEUROGRAFICA DE LAACTIVIDAD ESPONTANEA DE LOS NOCICEPTORES C

47

Tabla 1. Proporciones de los nociceptore activos espontaneamente en pacientes y modelos de dolor

Animals or patients (n) Tvpe 1A Tvpe 18 Type 1* All nociceptors
N fibers T Active Nhibers ¥ Active N fibers X Active N fibers % Active

Rits

Crush 24 39 0 100 580 20 5.0 159 a3a

Suture 14 18 0 £ 6313 7 714 55 436

ca 12 7 0 13 606 10 Q00 50 4s.0

All traumatic 50 64 0 163 545 37 54.1 264 443

S1Z 56 215 0 314 210 as B3 574 14.1

&iC 14 108 0 175 143 13 80 296 88

Al 1oxdc 70 E 0 489 186 58 6 870 123

All rat 120 387 0 652 288 95 379 1134 198

Humans

SPN 20 53 0 E <] 333 10 80.0 102 206
CCI = Lesion por compresion cronica; STZ = neuropatia diabética inducida por estreptozotocina; ddC = neuropatia inducida por 2,3-di-
deoxicitidina; SFN = neuropatia de fibras pequefias. 2Tipo 1 indica nociceptores sin clasificar (1A61B).

Los cambios enlaproporciéondefibras activas detipo 1B
en el transcurso del tiempo después de la lesion nerviosa
se ilustran en el grafico 11, correspondientes a todos los
modelos en ratas. La proporcién de fibras activas en el
modelo de lesién por aplastamiento no varia de manera
significativa con el tiempo, segun muestran los primeros
registros efectuados entre el dia 20 y una fecha posterior
mayor al afio desde el aplastamiento (pruebas x? para la
comparacién de proporcionesy paraevaluar tendencias).
Los registros de los otros modelos de lesion traumatica
fueron menos extensos, perotampoco evidenciaron algu-
na tendencia con el tiempo. En los modelos de toxicidad,
la Unica evidencia de cambio fue la ausencia de actividad
espontanea en el modelo de neuropatia inducida por
2,3-dideoxicitidina [ddC] durante una sola semana, un
periodo no investigado con los otros modelos.

3.2.3 Comparacion entre las fibras de tipo 1B es-
pontaneamente activas y enreposo. Enlos pacientes
y en todos los modelos en ratas, algunas fibras de tipo
1B se activaron espontaneamente, mientras que otras
estuvieron inactivas. Para determinar si estos dos gru-
pos pueden ser distinguidos mediante sus propiedades
de conduccién, comparamos la desaceleracion depen-
diente de la actividad y la velocidad de conduccién en
ratas y humanos (grafico 12). No fue posible obtener
comparaciones fiables para el tiempo de recuperacion
luego de la estimulacién con 2 Hz, pues la actividad
espontanea interfirid con el proceso de recuperacion.
La unica diferencia estadisticamente significativa que
se hall6 fue una velocidad de conduccion mas lenta en
las fibras espontaneamente activas tanto en las ratas
como enlos pacientes humanos. Se esperanbajastasas
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Gréfico 11. Cambios en la actividad espontanea en diferentes modelos en ratas con el tiempo. La proporcion de fibras de tipo 1B activas espontaneamente, agrupadas segtin el
numero de dias desde la lesion (en el caso de la neuropatia inducida por 2,3-dideoxicitidina [ddC], los dias desde la tltima inyeccién). Nétese las diferentes escalas de tiempo para los

diferentes modelos en ratas.



48 J. SERRAETAL NEUROTARGET
0.25Hz 2Hz cv
10= 100 P < 0.0001
o 8+ .- 1.5
= - .
é —% N -.:=:::.= u oty
[1'4 ; 4+ : ..;::'.
© 2+ 1 B %
am .:. L ] .‘:’:::::E‘m:
T T 0 T T 0.0 T T
Espontanea En reposo Espont'nea En reposo Espontdnea  En reposo
159 80+ P=002
1
. 60+ o l:
4 L 0.8 as®
8 . --..I . -.I P ' -
s 2 P N == = .- . -
E 2 o = w = ¥
> [ . ad ut . =
I %) . . 02 .
O 0 L3 T - L L 0.0
Espontanea En reposo Espont'nea En reposo Espo'nténea En réposo

Grafico 12. Desaceleracion dependiente de la actividad en axones espontaneos y en reposo. Izquierda: Porcentaje de desaceleracion con
0,25 Hz luego de una pausa de 3 minutos, que compara las fibras de tipo 1B activas espontaneamente (Spont) con las inactivas (Resting) en
modelos de dolor neuropatico en ratas (panel superior) y pacientes (panel inferior). Centro: Porcentaje de desaceleracion luego de 3 minutos
con 2 Hz. Derecha: Velocidades de conduccién [CV]. No hubo diferencias estadisticamente significativas con respecto a la desaceleracion
dependiente de la actividad. La tnica diferencia entre las fibras activas espontaneamente y las inactivas fue que las fibras activas tendieron

a conducir mas lentamente que las inactivas.

* CV Slowing (%) = Desaceleracion de la velocidad de conduccion (expresada en porcentaje).

de actividad para una conduccion lenta en las fibras
de tipo 1B, pero las diferencias entre las velocidades
de las fibras espontaneas y las que estaban en reposo
(las fibras activas condujeron un 46% mas lento en los
humanos) fueron demasiado grandes como para que
puedan ser explicadas solamente por este efecto.

En los pacientes, también se ha investigado la rela-
cion entre el porcentaje de fibras activas y la escala de
valoracién verbal del dolor (EVV). Hubo una proporcién
ligeramente mayor de fibras activas de tipo 1B en los
pacientes que manifestaron mayor dolor (EVV 5-8:
34,3%) que en el grupo con menor dolor (EVV 1-4:
31,7%), pero esta diferencia no fue significativa.

DISCUSION

En el presente estudio se encontro que los registros
de los pacientes con dolor neuropatico, y de cinco
modelos diferentes de dolor neuropético en ratas, se
caracterizan por una actividad espontanea de las fibras
de los nociceptores C mucho mayor de lo normal. Aqui
se discute acerca de como la actividad espontanea
puede ser distinguida en las imagenes rasterizadas
de otras causas de fluctuaciones de la latencia, donde
surge laactividad espontaneay cual es larelevanciade
las mediciones de la misma para el dolor neuropatico
y la busqueda de nuevos tratamientos farmacologicos.

Fluctuaciones de la latencia en los nociceptores
normales

Al principio se supuso que podria ser posible identifi-
carlas unidades espontaneamente activas simplemente
a partir de la amplitud de sus fluctuaciones de laten-
cia, por lo que se evaluaron los limites de la variacion
normal de la latencia, medida como la desviacion
estandar de los cambios de latencia entre barridos
sucesivos (Jsd). En todos los tipos de nociceptores,
la Jsd (en milisegundos) tiende a incrementar con el
aumento de la latencia y a disminuir con el incremento
de la velocidad (grafico 2A). Las caracteristicas de las
ondas mostradas en la figura 2C proporcionan cierta
evidencia sobre la fuente de la variacién (fluctuacion)
normal. Paralas unidades ay b de «baja variacion», las
fluctuaciones de la latencia fueron proporcionales a la
propagacion de los potenciales de accién alrededor del
pico, sugiriendo que en estos casos la variacion surgié
simplemente de la interaccion de la onda del potencial
de accion con el ruido del registro. Para tales unidades
puede surgir unarelacion con lavelocidad debido a que
los axones mas veloces propenden a tener potenciales
de accién mas cercanos y mas amplios. Por otro lado,
la unidad ¢ tuvo una variacion mucho mayor de que la
que se podria explicar de esta manera. Debido a que
la fluctuacién en dichas unidades de «alta variacion»
también tiene una relacion inversa con la velocidad,
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puede originarse en el sitio de la estimulacion, debido
a la variabilidad del sitio de inicio del impulso. Una va-
riabilidad de 0,1 mm en el punto de excitacion podria
dar lugar a una variacion de la latencia de 0,1 ms para
unavelocidad de 1 ms™ pero 0,5 ms para unavelocidad
de 0,2 ms. La falta de correlacion entre la Jsd y la
distancia es un argumento en contra de una contribu-
cion significativa del comportamiento estocastico de los
canales de sodio.'® Cualquiera que haya sido la causa
de las fluctuaciones de la latencia, la Jsd en todos los
nociceptores normales fue menor de 0,3 ms o menor
del 0,2% de la latencia basal.

Criterios para identificar la actividad espontanea
a partir de las fluctuaciones de la latencia

Aunqgue los limites ya mencionados son Utiles para
distinguir silas fluctuaciones espontaneas de lalatencia
estan dentro de los limites normales o no, se encontré
que, especialmente en las fibras patoldgicas, la variacion
podria incrementarse muy por encima de lo normal
debido a varios otros factores diferentes de la actividad
espontanea. Cuando una variacion anormal es causada
por la actividad espontanea, los cambios de la latencia
siempre son asimétricos positivos (graficos 8 y 9). La
asimetria positiva separa la variaciéon causada por los
impulsos adicionales de la variacion causada por los
saltos de latencia (grafico 3), potenciales de accion
de doble pico (grafico 4) y fracasos de la estimulacion
(grafico 6).

Sinembargo, los impulsos adicionales también pue-
den presentarse debido a picos multiples inducidos por
los estimulos, los cuales generalmente se encuentran
en las fibras patologicas.3” Los picos mdltiples pueden
producir perfiles de latencia irregulares en «dientes de
sierra», con cambios de latencia asimétricos positivos,
imitando a los de las unidades espontaneas. Cuando
se sospecha, los picos multiples a menudo pueden
ser confirmados al alterar la intensidad del estimu-
lo (grafico 7). Sin embargo, incluso con estimulos
constantes, una caracteristica distintiva de los picos
multiples fue que de un barrido al siguiente jamas se
volvié a presentar méas de un solo pico adicional. La
desaceleracién adicional promedio causada por dos
picos adicionales al inicio de una serie de 2 Hz para
las ratas de tipo 1B fue de 1,24%, y la desaceleracion
adicional causada por picos multiples tipicamente fue
aproximadamente la mitad de aquella (figuras 5B y
7F). Dado que la desaceleracién maxima producida
por dos picos adicionales fue del 2,2%, inferimos que
un solo pico podria incrementar la latencia en no mas
del 1,1%. Debido a que las fibras patoldgicas pueden
comportarse de manera diferente, se establecio que el
1,5% seria el limite mas conservador para el aumento
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de la latencia con el cual podriamos estar seguros
de que por encima de este valor ya no habria ningin
otro pico adicional (graficos 5, 7, 9 y 10). En pacientes
humanos, la desaceleracion adicional causada por dos
picos adicionales puede ser mucho menor que esto y
es medida mejor en cada fibra (grafico 8).

En resumen, para estar seguros de que un perfil
de fluctuacion anormal de la latencia en una imagen
rasterizada es causado por la actividad espontanea,
el histograma de los cambios de la latencia entre los
barridos sucesivos deberia ser asimétrico positivo y
extenderse hacia a el aumento de la latencia espera-
do para dos picos adicionales. Estos criterios fueron
utilizados en la segunda parte de este estudio cuando
fueron necesarios para ayudar en la identificacion de
fibras C activas espontaneamente en los diferentes
modelos de dolor neuropaticoy en pacientes con dolor
neuropatico. Esimportante distinguirlas fluctuaciones
de la latencia debido a la actividad espontanea de
aquellas generadas por los picos multiples que se
presentan tanto en las fibras de tipo 1A como en las
de tipo 1B;%” no obstante, en este estudio nunca se
observo una actividad espontanea incuestionable de
las fibras de tipo 1A. Debemos hacer notar que un
patron regular de «descarga espontanea» previamente
reportado teniendo en cuenta una imagen rasterizada
de un paciente con dolor neuropatico (grafico 5A, en
Ochoa et al)?® no satisfaceria este criterio. No hemos
observado estas descargas espontaneas regulares
en el presente estudio y es posible que una unidad
de doble pico por error no haya sido identificada en
este caso.

4.3. Origen de los impulsos espontaneos

Los dos principales hallazgos en este estudio rele-
vantes paraelmecanismo de laactividad espontaneade
los nociceptores C son: 1) que la actividad espontanea
estuvo confinada a las fibras con patrén de tipo 1B o
de desaceleracion dependiente de la actividad, que
(por lo menos en humanos) corresponde a la clase de
nociceptores normalmente insensibles a los estimulos
mecanicos o «silentes», y 2) que, en cinco modelos
diferentes de dolor neuropatico en ratas (grafico 9) y
en pacientes (grafico 8) se registraron patrones apa-
rentemente similares a los de las descargas esponta-
neas. Para saber qué tan similares son los patrones
de descarga y si estos proporcionan evidencia de un
origen comun (por ejemplo, de brotes neuronales),
se requiere registros con una relacion sefal/ruido lo
suficientemente alta para determinar el ritmo de todos
los potenciales de accién de una sola unidad sin am-
bigiedades, pero aun no tenemos datos suficientes
para presentar dicho analisis.
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La restriccion de la actividad espontanea a los noci-
ceptores detipo 1B también fue reportada en un estudio
microneurografico de pacientes con eritromelalgia.?8
No toda actividad esponténea de los nociceptores en
los estados de dolor surge de las fibras de tipo 1B; sin
embargo, previamente hemos reportado el caso de un
paciente con alodinia al frio® en el cual indiscutible-
mente las fibras de tipo 1A descargaban de manera
espontanea.®® Laactividad espontanea estuvo asociada
con una sensibilidad anormal al frio y al mentol que se
manifesté en ambos nociceptores, 1Ay 1B.

La asociacion de la actividad espontanea con una
menor velocidad de conduccién, tanto en pacientes
humanos como enratas (grafico 12), puede parecer pa-
raddjica, pues se esperaria que una fibra mas excitable
condujera mas rapido. Sin embargo, si la conduccion
lenta estaba relacionada con un diametro reducido,?®
entonces la paradoja estaria resuelta, porque un pe-
quefio diametro puede incrementar la probabilidad de
descargas ectopicas espontaneas.!®

Papel funcional de la actividad espontanea
de los nociceptores C y sus implicancias
para las pruebas de drogas

Este estudio ha confirmado, con la evidencia pre-
via microneurografica, que los nociceptores de tipo C
generalmente son mas activos en los pacientes con
dolor neuropético que en los sujetos sanos.%26:28.35
Puesto que la estimulacion selectiva intraneural de los
nociceptores C evoca una percepcion de ardor o dolor
profundo en los sujetos control,24 es razonable asumir
gue la actividad espontanea en los pacientes con dolor
neuropatico contribuye a su dolor espontaneo (a condi-
cion de que se satisfagan ciertos requisitos temporales
y espaciales sumatorios). De esto se deduce que la
deteccion y cuantificacion de la actividad esponténea
delos nociceptores C pueden proporcionar una medida
objetiva (til de la fuente de las sensaciones dolorosas.

Aqui se ha restringido el andlisis de la actividad
espontanea a un simple recuento de la cantidad de
nociceptores activos e inactivos. Seria claramente
deseable proporcionar indices mas precisos de la ac-
tividad espontéanea, teniendo en cuenta la frecuencia y
extension delos cambios de lalatenciadependientes de
la actividad. Un «indice optimizado de ectopia» tendria
gue considerar también las consecuencias sensoriales
del patrén temporal de los impulsos ectopicos asi como
la tasa global de generacion de impulsos y deberia,
en el futuro, incrementar considerablemente el poder
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de la microneurografia para evaluar la actividad de
los nociceptores y los tratamientos que los afectan.
Sin embargo, la validacion de estas medidas tomaria
tiempo. Los presentes resultados ya muestran que las
descargas espontaneas de los nociceptores C pueden
ser cuantificadas en los cinco modelos de dolor neu-
ropatico estudiados, empleando el sencillo método de
calcular la proporcion de fibras activas en lasimagenes
rasterizadas de la microneurografia.

Hay una escasez de farmacos analgésicos satisfacto-
rios para el dolor neuropatico, por lo que consideramos
gue estos nuevos resultados son relevantes para la
blusqueda de mejores tratamientos. Las limitaciones
de los estudios preclinicos previos han dado lugar a
un nuevo y ambicioso proyecto de la Unién Europea
«Iniciativa para Medicamentos Innovadores», con la
finalidad de determinar el valor predictivo de los dife-
rentes modelos animales de dolor neuropatico (http://
www.imi.europa.eu/). Una limitacion pudo haber sido el
énfasisinapropiado en las medidas del comportamiento
del dolor evocado, como la hipersensibilidad relacio-
nada con el reflejo de retirada de la extremidad.®31
Estos pueden modelar la hiperalgesia y alodinia que
se observan en los pacientes; pero los pacientes con
neuropatia de fibras pequefias con mayorfrecuencia se
guejan de sensacion de ardor o dolores profundos. Por
consiguiente, se han propuesto medidas del compor-
tamiento del dolor espontaneo, como el levantamiento
del pie,*13 que se ha relacionado con la frecuencia de
disparos de los nociceptores C.1° El presente estudio
ha demostrado que la actividad espontanea de los
nociceptores C también puede ser identificada de ma-
nerafiable y consistente mediante la microneurografia,
tanto en los pacientes con dolor neuropatico como en
los modelos de dolor neuropatico en ratas, y que esto
puede proporcionar un enfoque mas directo para la
evaluacion de potenciales tratamientos.
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