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2. INTRODUCCION

El dolor crénico que puede inducir la inflamacion pulpar puede verse reflejada en
diferentes sitios del cerebro incluida la corteza del cingulo, que es una zona del
cerebro cada vez méas estudiada debido a su importancia en la percepcion del dolor,
asi como del manejo de las emociones y respuestas ante situaciones involucradas

con el miedo y la ansiedad.

Esta investigacion busca generar conocimiento acerca de cdmo las neuronas
piramidales en la corteza del cingulo expresan cambios morfolégicos ante un
estimulo doloroso constante, inducido por una inflamacion pupar provocada por un

lipopolisacéarido, en un molar de un modelo animal (Rata Sprague Dawley).

La informacion sobre los cambios en la plasticidad neuronal, inducidos por lesiones
periféricas, nos ayudan comprender la base neural del dolor y cémo el dolor crénico
afecta no sélo la parte fisica, si no la parte emocional, como es el estado de animo
y la funcién cognitiva en modelos animales y humanos en la Corteza Anterior del
Cingulo (CAC), junto con otras regiones del cerebro, las cuales manejan un papel

importante en el componente afectivo del dolor.

3. ANTECEDENTES GENERALES

Concepto de Dolor

El concepto del dolor ha sido una de las mas ambiciosas pretensiones del ser
humano, situacion que aun en nuestros dias no ha quedado totalmente clara. En un
primer momento se asumié un "modelo lineal" donde el dolor era un sintoma, sefal
de un proceso patolégico y manifestacion de una lesion. La intensidad del dolor, por
tanto, seria proporcional a la magnitud de la lesion producida y las respuestas del

individuo también tendrian que ser proporcionales a dicha lesién?.




Teoria multidimensional del dolor

En 1968, Melzack y Casey propusieron un modelo basado en la experiencia del
dolor, el cual consiste de componentes afectivos y sensoriales.? La teoria
multidimensional del dolor de Melzack y Casey, es uno de los modelos tedricos del
dolor més extendidos en la literatura psicoldgica; ésta teoria sugiere que el dolor es
una experiencia compleja producida por una neuromatriz Unica de una red neuronal

cerebral extendida, y que esta integrada por los siguientes tres componentes:

Cognitivo-evaluativo> Esta relacionado con experiencias anteriores de dolor,
creencias, expectativas, percepcion de control, etc. Cuando tenemos percepcion de
control ante el dolor el umbral de este aumenta.
Sensorio-discriminativo> Se refiere a los mecanismos anatomofisiologicos del
dolor.

Motivacional-afectivo> Son aquellos aspectos cualitativos de la experiencia
dolorosa (sufrimiento, agrado, emociones, etc.)

Estudios posteriores, siguen confirmando esta teoria multifactorial del dolor, donde
las variables de tipo afectivo y cognitivo (creencias, expectativas), contextuales y
conductuales (como mantenedores de la conducta de dolor) ejercen un importante
efecto en la intensidad percibida y en su mantenimiento. (Fordyce, 76; Craig, 80;
McGuire, 92; Turk y Rudy, 92; Ferrer y col., 94).

Por otro lado, hay estudios que nos indican que el dolor, principalmente el dolor
cronico (el cual perdura por mas tiempo aun sin la presencia de un estimulo),
provoca desoérdenes de tipo emocional y que la gravedad de éstos no correlaciona
con el tipo de lesion (Pilowsky, 71).1

Teniendo en cuenta el aspecto multidimensional del dolor, la Asociacion
Internacional para el estudio del dolor (IASP, por sus siglas en inglés), lo define
como: “una experiencia sensorial y emocional desagradable que se relaciona con
un dafo tisular real o potencial, o que se describe en términos de ese dafio”.2 La
definicion considera que el dolor puede producirse sin causa somatica que lo
justifigue y que no soélo es una respuesta sensorial al dafio tisular, sino que esta
integrado ademas por un componente emocional.




Inervacion de la pulpa dental.

La pulpa dental parece ser “insensible” ante estimulos externos en estados
normales, sin embargo, en estados patoldgicos los estimulos térmicos, mecanicos,
eléctricos y quimicos logran ser captados por los nociceptores presentes en este
tejido. Estos constituyen los componentes periféricos del mecanismo de dolor
pulpar. El tejido pulpar es ampliamente inervado por mas de 900 axones que
penetran el foramen apical y que tienen su origen desde el el Ganglio Trigeminal o

de Gaser.

Este tejido se caracteriza por tener una doble inervacién, sensitiva y autbnoma. La
inervacion esta a cargo de fibras nerviosas tambien conocidas como nociceptores,
tipo A (mielinicas) y C (amielinicas) que llegan a la pulpa junto con los vasos
sanguineos a través del foramen apical. Las pulpas en dientes primarios y
permanentes poseen 70%—-90% de fibras C; fibras mielinicas principalmente del tipo
Ad, y un menor numero de fibras mielinicas del tipo AB. La mayoria de fibras
nerviosas terminan en la region coronal de la pulpa, para dar origen al plexo de
Raskow (llustracion 1). Un 40% de éstas atraviesan los cuerpos de los
odontoblastos (fibras AB y Ad) y terminan entre los odontoblastos dentro de los

tubulos dentinarios.*%6
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llustracion 2. Inervacién pulpar. Plexo de Raschkow. (Tomado de Gomez y Campos, 1999)




Nocicepcion

El dolor por caries, es uno de los tipos mas comunes de dolor que se producen
como hiperalgesia y/o alodinia en el area orofacial. Un intenso dolor dental puede
ser causado por la inflamacion de la pulpa, e inducir alteraciones en las propiedades
neurofisiolégicas de diferentes sitios en el cerebro ya que el dolor no es sélo una
respuesta sensorial al dafio tisular, sino que esta integrado ademas por un
componente emocional.’

El dolor nociceptivo ocurre como consecuencia del funcionamiento normal del
sistema somatosensorial cuando se activan los nociceptores. En los tejidos
lesionados se liberan multiples sustancias; algunas de estas sustancias sensibilizan
a los nociceptores, mientras que otras los activan directamente.

Los sentidos sométicos son los mecanismos nerviosos que recogen la informacion

sensorial del cuerpo y se clasifican en tres tipos:

1. Los mecanorreceptores, que comprenden las sensaciones de tacto y de posicién
(propiocepcion), que se estimulan por los desplazamientos mecanicos de
algunos tejidos corporales.

Los termorreceptores, que detectan el frio y el calor.

3. Los nociceptores, que se activan por cualquier factor que lesione los tejidos.

Los nervios periféricos cutaneos contienen uno o varios tipos de axones,
clasificados en tres grupos principales, dependientes de su diametro y grado de
mielinizacion: fibras AB, Ad y C. Las fibras AB tienen diametro grande (mas de 10
pm) y estan densamente mielinizadas, conducen a una velocidad de 30-70 m/seg,
incluyen mecanoreceptores cutaneos que responden al tacto ligero y estiramiento
de los vellos. En sujetos normales la actividad de estas fibras no produce dolor. Las
fibras Ad estan poco mielinizadas y tienen velocidad de conduccion media (12-30
m/seg), responden a estimulos térmicos extremos (>45°C y <5°C) y mecanicos
intensos (termonociceptores y mecanonociceptores). Las fibras C son amielinicas y
tienen una velocidad de conduccion lenta (0.5-2.0 m/seg), son nociceptores

polimodales que responden a estimulos nocivos térmicos, mecanicos y quimicos.




Las fibras Ad y C, son terminaciones nerviosas libres. En condiciones normales solo

las fibras Ad y C transmiten la informacion nociceptiva (Basbaum, 2000).

Via Ascendente del dolor

Periféricamente, el nervio trigéminal proporciona la entrada sensorial de la parte
anterior de la cabeza, incluyendo las estructuras intraorales. Los procesos que
conducen a la percepcion del dolor se inician por la activacion de receptores
periféricos, que detectan selectivamente estimulos que son dafinos al organismo.
Estos receptores periféricos (nociceptores), son dendritas de aferentes primarias
cuyos somas se encuentra en el ganglio de Gaser. Los impulsos aferentes de todas
las fibras sensoriales viajan desde la periferia a través del ganglio de Gasser, entran
en la protuberancia y descienden en el tracto para entrar al ndcleo trigeminal. Una
vez que las fibras han entrado en la protuberancia, estan en el SNC. El nucleo
trigeminal se subdivide en tres partes: el subnucleus oralis mas alto, el subnucleus
interpolaris medio y el subnucleus caudalis.

La mayoria de las fibras de dolor hacen sinapsis en el subnucleus caudalis. @

El dafio activa a estos nociceptores y las funciones primordiales son transducir el
estimulo nocivo a despolarizaciones que disparan potenciales de accién, conducir
los potenciales de accién de la periferia a la sinapsis en el sistema nervioso central
y convertir a los potenciales de accién en liberacion del neurotransmisor en la
terminal presinaptica. Estas terminales presindpticas contactan neuronas en
laminas especificas del subnucleo caudal trigeminal en el tallo cerebral donde
liberan Glutamato y péptidos para activar neuronas de segundo orden, cuyos
axones cruzan la linea media para formar el tracto trigémino talamico, el cual
termina en varias areas del tAlamo, en donde hacen contacto con neuronas de tercer
orden. Un subconjunto de estas neuronas de proyeccion transmite informacion a la
corteza somatosensorial a través del talamo, proporcionando informacién acerca de
la ubicacién y laintensidad del estimulo doloroso. Posteriormente, otras neuronas
de proyeccion se acoplan al Sistema Limbico, el cual contribuye al componente

afectivo de la experiencia del dolor, involucrando regiones que median diferentes




aspectos de la experiencia del dolor como la corteza anterior del cingulo y la corteza
insular a través de conexiones en el tronco del encéfalo (nucleo parabraquial) y la
amigdala.® (Figura 1)
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Figura 1. Anatomia de la via del dolor. (Basbaum A. 2009)

Corteza anterior del Cingulo

La corteza anterior del cingulo reside en una tira anular de tejido cerebral en el
pliegue central del neocortex que rodea los ventriculos laterales. La forma de esta
region del cerebro presumiblemente inspir6 a fisiblogos alemanes quienes la
descubrieron para nombrarla el "cingulo” derivado del cingulum latino, que significa

cinturén, que era usado por soldados romanos para proteger su ingle. Pero al igual




que muchos grandes descubrimientos, tomé mucho tiempo para que el cingulo
atrajera a la comunidad cientifica conservadora.

Desde el descubrimiento de esta pequefia zona del cerebro llamada corteza del
cingulo, desde principios del siglo XIX, han progresado en su investigacion. En estos
altimos afios, se ha encontrado que la corteza del cingulo desempefia un papel vital
en casi todas las emociones y comportamientos del humano, desde la prediccion
del error hasta la percepcion del dolor, desde la persuasion hasta el sentimiento de
optimismo.1°

Estas y varias lineas de evidencia indican que la corteza anterior cingulo (CAC) es
una regidn cerebral critica que es parte de la neuromatrix involucrada en el
procesamiento y el recuerdo del dolor, ademas es un area implicada en la

generacioén de la experiencia aversiva al dolor fisico y procesos de dolor crénico 1.

La corteza anterior del cingulo (CAC) consta de capas |, lI-lll y V-VI tanto en
roedores como en humanos; a diferencia de otras regiones corticales, el CAC
carece de una capa IV. La capa | contiene interneuronas y fibras de proyeccion de
otras regiones del SNC; algunos de estos forman conexiones con neuronas en las
capas mas profundas del CAC. Las capas lI-lll contienen predominantemente
células piramidales, las capas mas profundas del CAC contienen células
piramidales e interneuronas y muchas de ellas envian sus proyecciones a otras
areas corticales, como la corteza insular, y a las areas subcorticales y la médula

espinal.1?

Neuronas piramidales
Toda la informacion que se genera en la periferia y tiene destino en centros
superiores cerebrales es mediante comunicaciones celulares a nivel de la unidad

funcional del cerebro, la neurona.

Las neuronas de la corteza cerebral se clasifican sobre la base de criterios
estrictamente morfolégicos, como pueden ser la forma de su cuerpo, longitud de su

axon, amplitud y distribucién especial del arbol dendritico. De manera esquematica,




todas las neuronas de la corteza cerebral pueden distinguirse en dos grandes

familias, la de las neuronas piramidales y la de las neuronas no piramidales.

Las neuronas piramidales constituyen alrededor de tres cuartas partes de todas las
neuronas de la corteza y se localizan casi con exclusividad en los estratos II, Il y V
y VI. Desde el punto de vista morfolégico, como caracteristica principal su soma o
cuerpo celular es en forma triangular, lo que le da el nombre a la neurona. Como
funcidn, se especializan en la recepcion de un estimulo nervioso debido a la extensa
dendrita apical que poseen, multiples dendritas basales y la presencia de espinas
dendriticas que representan sitios de contacto sinaptico.'®

La capacidad de las neuronas de funcionar dentro de los circuitos neuronales es

mediada a través sitios de contacto denominados sinapsis.

Neuroplasticidad

La neuroplasticidad es la potencialidad del sistema nervioso de modificarse para
formar conexiones nerviosas en respuesta a la informacién nueva, la estimulacion

sensorial, el desarrollo, la disfuncion o el dafio.1*

Hay evidencia que demuestra que las neuronas pueden cambiar para adaptarse a
diversas circunstancias, no solo durante la infancia y la adolescencia, sino también
durante la edad adulta e incluso en situaciones de lesion cerebral, lo que significa
gue el cerebro es flexible y modificable. Existe discusion sobre la autoria original del
término neuroplasticidad, hay registros de Ernesto Lugaro, en el afio 1906, como
autor del término plasticidad cortical, referida a que el paso del impulso nervioso

probablemente deja una huella fisica o quimica en una célula nerviosa (neurona).*®

4. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

En un estudio de Yangxi Chen y cols. del 2014, trabajé con ratas macho Wistar,

aplico Lipopolisacarido (LPS) en la pulpa dental de un molar y comprob6 el aumento



en la expresion de receptores purinérgicos ionotropicos (p2X) en el ganglio
trigeminal de rata, TG (division V1-V2), el porcentaje de células c-fos-IR aumento
en el grupo LPS en comparacién con el grupo salino.® Evaluaron las alteraciones
en las propiedades neurofisiolégicas del Ganglio Trigeminal después de la
inflamacion pulpar. Sus resultados indican que la aplicacion de LPS a la pulpa dental
induce una mayor expresion de c-fos, un marcador de actividad neuronal, en el
subndcleo del trigémino. Concluyeron que el LPS también produce un

comportamiento nocifensivo y alodinia mecanica.

Los estudios realizados por Tarsa y colaboradores en el afio 2010, muestran que el
Factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) es un factor de crecimiento
neuronal que es expresado en neuronas aferentes de primer orden nociceptivas a
nivel del ganglio Trigéminal en ratas adultas. Tarsa utilizo ratas Sprague Dawley en
su experimento, a las cuales provoco necrosis pulpar en segundos molares. Se
compararon los niveles de BDNF a nivel del subnucleo caudal a los 7 y 28 dias
después de haber realizado la comunicacién pulpar, en grupo control y
experimental. Se observé un aumento en los niveles del BDNF en el grupo
experimental en comparacion con el grupo control, ante estos resultados se
concluye que el BDNF tiene un papel muy importante ante los cambios
neuroplasticos en las neuronas nociceptivas de primer orden periféricas a nivel del

ganglio trigéminal durante la inflamacién crénica.*’

Kim et al., 2011, en un estudio para determinar el papel de la CAC en la ansiedad,
microinyectaron muscimol, un potente agonista del receptor GABA selectivo
(inhibor) en la Corteza Anterior del Cingulo de ratones, en los cuales posteriormente
fueron se les realizaron pruebas conductuaes en el laberinto elevado, sus resultados

mostraron que en los ratones, se redujo el comportamiento similar a la ansiedad.

En el estudio de Ballintine et al. (1967), se muestran estudios de imagenes
cerebrales de pacientes con dolor de cancer terminal, que reportaron
consistentemente un aumento de la actividad neuronal en la corteza anterior del

cingulo precedente y durante la presentacion de un estimulo agudo nocivo o durante




condiciones de dolor persistentes. 22 de los 35 pacientes con dolor de cancer
terminal estudiados, obtuvieron un alivio significativo del dolor después de ser

intervenidos con la cingulotomia.®

Los mecanismos sensoriales del procesamiento del dolor son claramente
importantes, pero no ponen de relieve los mecanismos subyacentes al afecto.
Clinicamente, la sensacion de dolor puede ser tratada mediante la reduccion de la
entrada sensorial, asi como mediante la manipulacién de factores afectivos-

motivacionales y cognitivos.®

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El dolor crénico que puede inducir la inflamacion pulpar puede verse reflejada en

diferentes sitios del cerebro.

El dolor dental por infeccién pulpar es una de las principales causas de visita
odontoldgica de pacientes pediatricos. Estos estimulos nocivos generan impulsos
dolorosos que son enviados como informacién a diferentes sitios del cerebro a
través de la via trigeminal, incluyendo el sistema limbico, el cual es el encargado de
darle una interpretacién subjetivo-emocional a todas las sefiales dolorosas
provenientes de la periferia. La corteza anterior del cingulo forma parte del sistema
limbico, que cada vez es mas estudiada debido a su importancia en el manejo de

las emociones y respuestas ante situaciones involucrando la ansiedad.

Actualmente se conoce la ubicacion del area pulpar representada en la corteza
somatosensorial primaria que se refiere a la ubicacion e intensidad del estimulo, sin
embargo, los cambios neuronales a nivel de la corteza anterior del cingulo
asociados con el componente emocional, ante una lesion pulpar crénica no han sido

reportados.




6. JUSTIFICACION

Debido a que el cingulo es un area en donde se procesan emociones, puede verse
modificada la plasticidad neuronal en esa zona ante la estimulacion dolorosa
cronica, alterandose la percepcion del dolor.

Es necesario comprender mejor la expresion del dolor pulpar y las estructuras que
se ven involucradas en la trasmision, percepcion y modulacion de este, por lo que
surge la necesidad de evaluar en el presente trabajo los cambios morfolégicos en
las neuronas piramidales en la corteza anterior del cingulo y asi contribuir al
conocimiento cientifico para mejorar el entendimiento de la captacion e

interpretacion del dolor pulpar en cada individuo.

Es importante para el area estomatoldgica conocer el origen del dolor, asi como el
proceso a nivel fisioloégico y del SNC, para lograr modular esta experiencia en el
area orofacial y proveer informacién para el futuro desarrollo de estrategias tanto

farmacolégicas como dinamicas en la practica profesional.

7. PREGUNTA CIENTIFICA

¢ Los estimulos nocivos en la pulpa dental inducen cambios morfologicos en las

neuronas de la corteza anterior del cingulo?



8. HIPOTESIS

HI: “Los estimulos nocivos en la pulpa dental si inducen cambios morfolégicos en

neuronas de la corteza anterior del cingulo”

HO: “Los estimulos nocivos en la pulpa dental no inducen cambios morfologicos en

neuronas de la corteza anterior del cingulo”



9. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Analizar los cambios morfolégicos (longitud y arborizacién) en las
neuronas de la CAC después de un estimulo nocivo (LPS) en un érgano

dentario en un modelo animal (rata Sprague Dawley).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la longitud de las dendritas de las neuronas piramidales en la
corteza anterior del cingulo.
e Determinar el grado de arborizacion por orden dendritico en las neuronas

piramidales de la corteza anterior del cingulo.



10.MATERIAL Y METODO

DISENO DEL ESTUDIO

e Analitico, prospectivo ex-vivo.

UBICACION ESPACIO-TEMPORAL

e Bioterio Central de la BUAP “Claude Bernard”
e Laboratorio de Fisiologia de la FEBUAP.

ESTRATEGIA DE TRABAJO

1. Empleo de un modelo animal (Rata Sprague Dawley) para estudiar
plasticidad neuronal inducido por LPS en pulpa dental.

Inducir un estimulo nocivo pulpar en los individuos de experimentacion.
Realizar técnica de Golgi Cox, para tefiir el tejido neuronal.

Obtencion de imagenes neuronales en papel con cdmara Itcida.

Analizar los datos morfoldgicos por el método de andlisis de Sholl.

o gk Wb

Obtencién y discusién de resultados.

MUESTREO

DEFINICION DE LA UNIDAD DE POBLACION

¢ Neuronas de la corteza anterior del cingulo de roedores.




Ratas de la cepa Sprague Dawley del Bioterio Central de la
BUAP “Claude Bernard”.

SELECCION DE LA MUESTRA

Ratas machos de la cepa Sprague Dawley del bioterio
central de la BUAP “Claude Bernard”

Se mantuvieron en condiciones ambientales de temperatura
y humedad controladas (18-23°C 'y 50-60%
respectivamente), con ciclo de luz-oscuridad de 12 horas y
con libre acceso a alimento y agua.

Los animales fueron agrupados en un grupo experimental
de 8 roedores (Comunicacion pulpar y LPS) y otro grupo
control de 6 roedores.

Se realiz6 un muestreo aleatorio simple.

CRITERIOS DE SELECCION DE LAS UNIDADES DE MUESTREO

CRITERIOS DE INCLUSION

Ratas machos de la cepa Sprague-Dawley de 28 dias de edad, con

un rango de peso de 40 a 100 gr.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Ratas de menos peso de 40 gr

Ratas que no cumplan con la edad.

CRITERIOS DE ELIMINACION




¢ Animales que muestren signos de desnutricion.

e Animales que expiraron durante el desarrollo experimental.

CRITERIOS DE SELECCION DE LAS NEURONAS

CRITERIOS DE INCLUSION

¢ Que la neurona se encuentre bien tefida.

e Que la neurona no esté fragmentada.

¢ Que la neurona se encuentre lo suficientemente aislada como
para poder distinguir las dendritas de la neurona elegida.

¢ Que la neurona se encuentre en la lamina Il y 11l (exhitatorias)

CRITERIOS DE EXCLUSION

e Que la neurona no sea piramidal
e Que la neurona esté fragmentada.
e Que la neurona se encuentre en laminas diferentes (inhibitorias o

interneuronas)

DISENO Y TIPO DE MUESTREO

Muestreo aleatorio simple.

TAMANO DE LA MUESTRA

Poblacién finita de 140 neuronas de 14 Ratas.




DEFINICION DE LAS VARIABLES Y ESCALAS DE MEDICION

DEFINICION DEFINICION . ESCALA ANALISIS
VARIABLE CATEGORIA , .
CONCEPTUAL OPERACIONAL DE MEDICION | ESTADISTICO
Amplitud de las i
_ Numero de
prolongaciones _ _ o ; )
) o Medir la longitud Cuantitativa circulos (micras) o
Longitud protoplasmicas _ ) _ Estadistica
o - de las dendritas discreta, interceptados -
Dendritica ramificadas del _ _ descripitiva,
por cada 10 micras | dependiente. por cada
soma de la ) t de Student
dendrita. (Sholl)
neurona.
] ] Numero de
Numero de Evaluar a través

orden dendritico

Estadistica

L ramificaciones del andlisis de Cuantitativa _ o
Arborizacion » ) repetido por descriptiva, t de
o dendriticas por Sholl el grado de discreta i
Dendritica L _ cada circulo de | Student
cada cuerpo arborizacion de las | dependiente o
_ la lamina de
celular neuronal. dendritas.
Sholl
Sefial externa o t de Student
) interna capaz de Provocar dolor por | Nominal
Estimulo _ _ L .
_ producir un dafioy | exposicion pulpary | dicotomica SI/NO
nocivo

activar los

nociceptores

aplicacion de LPS.

independiente.




METODO DE RECOLECCION DE DATOS

e Prospectivo

TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

ESTIMULO NOCIVO PULPAR.

Los roedores se prepararon con ayuno de 12 horas previas.

Se inici6é el procedimiento con la administracién del anestésico para rata
(Ketamina/Xilacina) con una dosis de 0.2 ml/100 mg de peso vivo via
intraperitoneal con una secuencia del 1 al 10 previamente marcadas, en

intervalos de tiempo de 5 minutos. (Figura 2)

Al obtener el efecto esperado se prosiguioé a la comunicacién pulpar con pieza
de mano dental de alta velocidad y fresa dental de ¥ de bola de carburo de
la 2da molar superior derecha con acceso oclusal en el laboratorio de
Fisiologia de la FEBUAP (Figura 3); una vez cohibido el sangrado, se
introdujo Lipopolisacarido (Escherichia coli, Sigma, St. Louis, Missouri, EU)
con una dosis de 6-10 mg disueltos en 0,9% NaCl y posteriormente se
obturaron las molares con una resina fluida Filtek Z350XT Flow fotocurable
(3M). Este procedimiento requirié de una técnica de trabajo a 4 manos para

el cuidado y la conservacion de tejidos blandos.

Todo el procedimiento requirié de conservar la temperatura de los roedores
impidiendo su descenso por efecto de la droga administrada hasta su

completa recuperacion.

Todos los procedimientos descritos en este trabajo de tesis fueron aprobados
por el Comité de Cuidado Animal de la BUAP vy las lineas gubernamentales
(Norma Oficial Mexicana NOM-062-z00-1999).




Posterior al procedimiento quirirgico se esperd la recuperacion total de los
animales para ser devueltos al bioterio Claude Bernard, donde fueron

cuidados por personal capacitado.

Las ratas tanto del grupo experimental como control fueron pesadas tres

veces a la semana durante 28 dias.

Figura 2. Anestesia intraperitoneal (fuente propia)




Figura 3. Procedimiento para realizar acceso oclusal en la molar con pieza dental de alta velocidad. (fuente propia)

OBTENCION DEL TEJIDO NERVIOSO

a) Las ratas fueron anestesiadas con una sobredosis de Ketamina-
Xilacina.

b) Se perfundié con solucion de cloruro de sodio al 0.9% por el ventriculo
izquierdo con la finalidad de limpiar tejido nervioso de tejido sanguineo
y por medio de un corte a la auricula derecha se favorecio su drenaje.
(Figura 4).

c) Se procedié a remover los cerebros para ser fijados en 20 ml de la

solucion de Golgi-Cox (Figura 5).
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Figura 4. Atlas de Histologia Vegetal y Animal. Técnicas histolégicas, métodos de fijacion.
Universidad de vigo.2018

Figura 5. Encéfalo obtenido. (fuente propia)




TINCION DE GOLGI

Camilo Golgi ide6 uno de los métodos de impregnacion de células nerviosas, que
aun mantienen un sitio de honor dentro del campo de la descripcion morfofuncional
del sistema nervioso. Este método permite la impregnacién selectiva de las células
nerviosas y su prolongacion con la reaccion del nitrato de plata y el dicromato de
potasio o de sodio. La técnica de Golgi-Cox es un procedimiento histolégico sencillo
qgue revela la morfologia neuronal completa en tres dimensiones. La técnica de
Golgi-Cox es sencilla en su ejecucion y generosa en la informacion que proporciona.
Ademas de que nos permite establecer la relacion morfolégica-conductual que se

presenta en los individuos de interés (en nuestro caso ratas). 2°

Solucién de Golgi-Cox

La solucion de Golgi-Cox esta compuesta por:

Dicromato de potasio (K2Cr207)170mM

Cloruro de mercurio (HgCl2) 200mM

Cromato de potasio (K2CrO4) 200mM

Misma que se almacend en un recipiente de vidrio &mbar por 5 dias,

después de este tiempo se filtr6 para retirar el precipitado que se formo.

IMPREGNACION DE CEREBRO CON LA SOLUCION DE GOLGI-COX
a) Los cerebros se almacenaron en total oscuridad durante 14 dias,
después de este tiempo la solucion de Golgi-Cox fue reemplazada por una
solucién de sacarosa al 30% (Figura 6 a), y se almacenaron nuevamente en
total oscuridad por 5 dias mas, antes de seccionarlos; (este ultimo paso por
sacarosa confiere al tejido flexibilidad, por lo que es menos propenso a la

fractura cuando se corta y se seca).

b) Se retir6 el exceso de solucion de sacarosa del cerebro para ser

montado en la platina del vibratomo motorizado modelo MA752, y se




sumergi6 en solucién de sacarosa a una temperatura de 40°C hasta cubrir el
tejido. Figura 6 b)

c) Se secciono el tejido en orientacidn coronal de cada hemisferio con un

grosor de 200um y se fij6 en laminillas previamente gelatinizadas al 2% bajo

presion. Figura 6 c)

d) Las laminillas se mantuvieron en una cdmara humeda y se procedio a

revelar la tincion en total obscuridad, de la siguiente manera: Figura 6 d), e)

1.

ok~ 0N

6.

Enjuague con agua destilada, 1 minuto.
Hidroxido de amonio, 30 minutos.

Enjuague con agua destilada, 1 minuto.
Fijador rapido de kodak al 50%, 30 minutos.
Enjuague con agua destilada, 1 minuto.

Deshidratacion de tejido con concentraciones crecientes de etanol, 50,

70 y 95% 1 minuto en cada uno, para finalizar con 5 minutos en alcohol

absoluto (2 veces).

7.

15 minutos en xileno.

8. Se cubrio el tejido con resina sintética (al 60% en xilol, marca Hycel) y

se resguardaron las laminillas en oscuridad para su secado.
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Figura 6. Fuente propia
a) Solucién de Sacarosa al 30%
b) Vibratomo
c)Laminilla con cortes
d)Rejilla con laminillas en camara humeda
e) Tren de soluciones para revelado

ANALISIS MORFOLOGICO

Kolb (1998) propone los siguientes criterios para la eleccion de neuronas
para dibujar y analizar:

* Que la neurona se encuentre bien tefida.




Que no esté fragmentada.

Que se encuentre lo suficientemente aislada como para poder

distinguir las dendritas de la neurona elegida.

Después de localizar el area de interés de acuerdo a las coordenadas
establecidas por Paxinos y Watson 1998, se seleccionaron 10
neuronas por nucleo cerebral, para su reconstruccion bidimensional e
inferir posible neuroplasticidad utilizando una camara licida a un

microscopio Leica, DMSL. (Figura 7 y 8)

Figura 7. Observacion mediante microscopio. (Fuente propia)

AT N ] >

Figura 8. Localizacion de la corteza media prefrontal. Corte coronal de cerebro de rata, donde podemos
localizar perfectamente la CmPF a Bregma 3.20mm (Paxinos y Watson, 1998)

Fuente Bringas Tobdn M.E. “Tesis Maestria” 2012.




ANALISIS MORFOLOGICO DE SHOLL

Una vez obtenidas las reproducciones bidimensionales de las neuronas, éstas
fueron analizadas con el método de Sholl?}, el cual consiste en sobreponer una
placa transparente con una serie de circulos concéntricos con un equivalente de 10
pum de separacion, la cual fue colocada sobre el dibujo, centrando el soma en el
circulo del centro. El nUmero de circulos que intercepte cada dendrita es usado para
determinar la longitud dendritica total. Para obtener el estimado de arborizacion
dendritica, el niamero total de ramificaciones dendriticas (indicado por ordenes),
consiste en iluminar por colores las dendritas de acuerdo a sus bifurcaciones, y asi
ser contabilizados para cada orden que se aleje del cuerpo celular (primer, segundo,

tercer, cuarto y quinto orden).(Figura 9)

FIGURA 8. Neurona observada en el microscopio, reproduccidn en papel con colores por nimero de orden dendritico, y placa de
andlisis de Sholl (Fuente propia)

ANALISIS DE DATOS

Una vez obtenido los resultados del analisis de Sholl, estos datos se recopilaron por
medio de una tabla de calculo disefiada en el programa de Microsoft Excel,
posteriormente estos se capturaron en el programa GraphPad Prism, para presentar

los resultados en graficas.




DISENO ESTADISTICO

6.9.1 Prueba estadistica
e Prueba T de Student para grupos independientes, para las variables

Longitud dendritica y arborizacion.



BIOETICA

¢ Norma Oficial Mexicana NOM-062-z00-1999
e Norma NOM-087-ECOL-94, asi como a la Ley General del Equilibrio.
Ecoldgico y la Proteccion al Ambiente.



11.RESULTADOS

Se estudiaron 140 neuronas de 14 ratas las cuales se dividieron al azar en grupos,

a las ratas del grupo experimental se les provocé un estimulo nocivo pulpar.

Utilizando el andlisis estadistico de la pruebat de Student se compararon las medias
de los dos grupos, el control y el experimental, y utilizando un valor de confiabilidad
del 95%, los resultados mostraron que no habia diferencias significativas en cuanto
a la longitud total dendritica entre los dos grupos, pero en cuanto a la arborizacion,
si se mostraron diferencias significativas a nivel de cuarto y quinto orden dendritico
en el grupo experimental, sin embargo no hubo diferencia significativa en el segundo

ni tercer orden.

En la imagen 1, se muestra el grado arborizacion total de los dos grupos.
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Imagen 1. La grafica expresa los datos obtenidos de arborizacion y desviacion
estandar. No se encontr6 diferencia significativa con p<0.05 del grupo experimental
identificado en color rosa. En comparacién con el grupo control mostrada en color

azul. (Fuente propia)
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Gréfica 1. La grafica muestra la longitud total dendritica comparando el grupo
control con el grupo experimental. No se observa un aumento estadisticamente

significativo en la longitud dendritica en el grupo experimental, con respecto al grupo

LONGITUD TOTAL

Bl Control
@l Experimental

control y p<0.05 con andlisis estadistico de t de student. (Fuente propia)
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Gréafica 2. La grafica muestra la longitud de segundo orden dendritico del grupo
control en color azul, en comparacion con la longitud de segundo orden dendritico
del grupo experimental en color rosa. No se observan diferencia estadisticamente

significativa p<0.05 con el analisis estadistico de t de student. (Fuente propia)



LONGITUD DENDRITICA DE TERCER ORDEN EN NEURONAS DE CAC
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Gréfica 3. La grafica muestra la longitud de tercer orden dendritico del grupo
control en color azul, en comparacién con la longitud de tercer orden dendritico del
grupo experimental en color rosa. No se observan diferencia estadisticamente

significativa p<0.05 con el analisis estadistico de t de student. (Fuente propia)



LONGITUD DENDRITICA DE CUARTO ORDEN EN NEURONAS DE CAC
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Gréfica 4. La gréfica muestra la longitud de cuarto orden dendritico del grupo
control en color azul, en comparacion con la longitud de cuarto orden dendritico del
grupo experimental en color rosa. Se observa que la longitud dendritica del cuarto
orden del grupo experimental es estadisticamente significativa p<0.05 con el

analisis estadistico de t de student. (Fuente propia)
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Grafica 5. La grafica muestra la longitud de quinto orden dendritico del grupo
control en color azul, en comparacion con la longitud de quinto orden dendritico del
grupo experimental en color rosa. Se observa que la longitud dendritica del quinto
orden del grupo experimental es estadisticamente significativa p<0.05 con el

andlisis estadistico de t de Student. (Fuente propia)



12.DISCUSION

El propdsito del presente trabajo, es la generacion de nuevo conocimiento acerca
de la plasticidad neuronal inducida por estimulos nocivos en tejidos periféricos, para
lo cual, se indujo un estimulo nocivo en la pulpa dental de un modelo animal (rata
Sprague Dawley), a través de la inoculacion de una endotoxina (LPS Escherichia
Coli Sigma Aldrich).

Los lipopolisacaridos (LPS), son endotoxinas y constituyentes de la mayoria de las
bacterias gramnegativas, se utilizan para inducir inflamacién periférica una vez en
contacto con la pulpa dental, la cual esta exclusivamente inervada por aferentes
nociceptivos. La inflamacion puede iniciar un proceso de decodificacion celular para
generar la respuesta eléctrica por parte de las neuronas aferentes primarias del
quinto par craneal (Trigémino) en V2. Al arribo del LPS a la pulpa, esta endotoxina
es detectada a través de receptores tipo Toll presentes en la superficie celular de
los macréfagos, dando inicio a un proceso proinflamatorio, en el cual los macréfagos
sintetizan y liberan citosinas proinflamatorias tales como, TNF-a e Interleucina 1y
8, lo que da pie al proceso de diapédesis para la infiltracion de Polimorfonucleares
(PMN’s) (neutrofilos). Con todos estos acontecimientos, se induce el incremento de
la presion intrapulpar, temperatura y de sefiales quimicas, que en conjunto son

estimulantes de las terminaciones nerviosas libres de las fibras tipo C (Polimodales).

Fisiologicamente, el dolor no es un fendmeno pasivo de transferencia de una
informacion nociceptiva desde la periferia hasta la corteza; sino un proceso activo,

generado parte en la periferia y parte en el SNC por multiples cambios neuronales
y de su entorno. Se inicia en terminales periféricas (nociceptores), en donde se

origina una corriente de despolarizacion en respuesta al estimulo nocivo, que puede
ser quimico, térmico o mecanico (Reichling DB 1999). Esta despolarizacion, si es lo
suficientemente intensa, origina un potencial de accion, que se propaga hacia el
SNC y origina la liberacion del neurotransmisor (Glutamato) a nivel del asta dorsal

de la médula espinal.




Con esta sefial dentro del asta dorsal de la médula espinal, un subconjunto de
neuronas de proyeccion transmite el impulso nervioso a la corteza somatosensorial
a través del talamo, proporcionando informacién sobre la ubicacion y la intensidad
del estimulo doloroso fisico. Otras neuronas de proyeccion se acoplan ala CACy a
la corteza insular a través de conexiones en el tallo cerebral (nucleo parabraquial) y
la amigdala, lo que contribuye al componente afectivo de la experiencia del dolor.
(Basbaum, 2009).

Chen Y. y cols. 2014, evaluaron las alteraciones en las propiedades
neurofisiolégicas del ganglio trigeminal después de la inflamacién pulpar. En este
estudio, los resultados indican que la aplicacion de LPS a la pulpa dental induce una
mayor expresion de c-fos, un marcador de actividad neuronal, en el subnucleo del
trigémino (Chen Y. Et al 2014); lo que quiere decir que, a mayor estimulo, mayor
liberacion de neurotransmisor, por lo que aumentara la actividad en las neuronas.
También el grupo de Chen Y., demostré que el LPS induce los fendmenos de
comportamiento nocifensivo y alodinia mecanica en sus sujetos experimentales
(ratas Wistar). Por lo que podemos decir que nuestros resultados son congruentes
con lo reportado por este grupo, en el sentido de que el modelo experimental si
genera estimulos nociceptivos que viajan a través de las vias ascendentes
termoalgésicas. (Espinotaldmica y Espino Reticulotalamica). Sin embargo, no
existen estudios que muestren la respuesta de la corteza del cingulo ante estos
estimulos. Por lo anterior, el presente estudio investiga los cambios morfolégicos
gue pueden presentar las neuronas de estructuras del sistema limbico como lo es
la corteza anterior del cingulo, que participa en la interpretacion del recuerdo del

dolor y su procesamiento.

Para poder investigar los posibles cambios morfolégicos en las neuronas
piramidales de la region de interés, en sus estructuras dendriticas, se produjo el

protocolo experimental utilizado por los autores Chen (2014) y Tarsa (2010).




En cuanto a la plasticidad neuronal, como lo report6 Fiala 2008, se conoce que la
forma, ramificacion y extension del arbol dendritico, asi como la cantidad de
espinas, son parametros de la morfologia neuronal que se encuentran en constante
cambio debido a la influencia del medio que rodea a las neuronas; al evaluar dichos
parametros, podemos inferir su plasticidad y la cantidad de conexiones neuronales.
En base a lo anterior, nuestros grupos experimentales de presentan un aumento
gradual de la arborizacion y de la longitud dendritica, ante un estimulo doloroso

crénico.

Como lo mencionan Williams S., Stuart G. 2002, las neuronas han desarrollado
mecanismos que podrian actuar para equilibrar los efectos de la ubicacion de las
sinapsis (mas alejada del axén), de esta forma poder modular la informacion que
llegard al soma. Por lo tanto, el papel principal del arbol dendritico es captar,
modular y canalizar la informacion sinaptica. La parte anatémica de la neurona que
es plastica es la dendrita, por lo que la longitud de las dendritas es fundamental para

modular la recepcion de la informacion que puede llegar al soma.

Para cumplir con este objetivo, recordemos que se evaluaron neuronas piramidales
de la CAC de animales inoculados con LPS en la camara pulpar. Los datos
obtenidos del analisis morfoldgico de las neuronas a través del método de Sholl en
la presente investigacién, nos muestran que existen cambios morfoldégicos en
cuanto a la longitud dendritica en las neuronas de la CAC ante un dolor crénico
provocado por un estimulo nocivo (LPS) aplicado a la pulpa dental de los roedores

del grupo experimental en comparacion con el grupo control.

Nuestros resultados histol6gicos de morfologia de longitud dendritica, obtenidos a
traves de la técnica de analisis de Sholl, muestran que no existe diferencia
estadisticamente significativa al evaluar como variable de interés a la arborizacion
dendritica de las neuronas analizadas de los animales experimentales comparado
con las neuronas de los animales control, como lo muestra nuestra imagen 1 en su
grado de arborizacién total. Sin embargo, se observan pequefios cambios en la
parte media de la gréfica, por lo que decidimos realizar el analisis por orden




dendritico. Encontramos diferencias significativas en dos o6rdenes dendriticos
(cuarto y quinto) como se muestra en la grafica 4 y 5; fueron analizados con la
prueba estadistica de T de student para muestras no pareadas, con un nivel de
confianza del 95% con ayuda del programa GraphPad Prism, lo que nos permite
inferir que la experiencia aversiva que llamamos "dolor" resulta de la activacion
coordinada de multiples areas del cerebro, cominmente descrita como una "matriz
del dolor". Esta no es una disposicion fija de estructuras, sino mas bien un sistema
fluido compuesto de varias redes interactuantes: una “matriz nociceptiva® que
incluye regiones que reciben informacion de sistemas nociceptivos ascendentes y
asegura las caracteristicas corporales del dolor fisico. Un conjunto adicional de
estructuras del cerebro que reciben informacion secundaria respalda los atributos
de los estimulos nocivos, disparan controles cognitivos descendentes y, lo que es
mas importante, garantiza el paso de la nocicepcién preconsciente al dolor
consciente. Las expectativas y las creencias que llegue a presentar el paciente con
dolor pulpar, todavia pueden modular la experiencia consciente del dolor a través
de la actividad en regiones supramodales con proyecciones corticales diseminadas,
como el area tegmental ventral en donde se libera dopamina, entre otras, la cual
interviene en el proceso del recuerdo y memoria. Las respuestas de EEG
(Electroencéfalograma) intracorticales en humanos muestran que el procesamiento
cortical nociceptivo se inicia en paralelo en areas sensoriales, motoras y limbicas;
progresa rapidamente hacia el reclutamiento de las redes insular anterior y
Frontoparietal, y finalmente a la activacién de estructuras como la corteza Cingular

e Hipocampal, entre otras.

La conectividad funcional entre las redes sensoriales y limbicas aumenta
inmediatamente posterior al estimulo, lo que puede ser determinante para el acceso
a la conciencia. Se describe un modelo que avanza desde el sensoriomotor
inconsciente y el procesamiento limbico de la entrada espinotalamica y espino
parabraquial, hasta un sentido inmediato de conciencia, respaldado por una
actividad coordinada en redes sensoriomotoras y frontoparietoinsulares y que

conduce a una conciencia declarativa plena, es decir en donde el individuo puede




describir lo que siente mediante la integracion con recuerdos autobiograficos
(experiencias) y autoconciencia (nivel cognitivo), que involucran areas cinguladas
posteriores y temporales medias. Esta secuencia completa solo esta presente
durante los estados de consciencia. Sin embargo, afirmamos que incluso en
pacientes conscientes con dolor pulpar cronico, se logra la activacion repetida
limbica y vegetativa (Sistema Nervioso Autbnomo) por estimulos dolorosos a través
de vias espino-amigdalas que puede generar recuerdos de memoria implicitas y
conductas anormales de estimulo-respuesta, posiblemente contribuyendo a la
ansiedad prolongada durante la consulta dental con posibles sindromes

hiperalgésicos.

También se encontré una diferencia al comparar las dendritas de 5to orden en las
mismas neuronas piramidales de la CCA, por lo que nos atrevemos a pensar que
las neuronas sufren cambios morfolégicos a lo que la comunidad neuro-cientifica
llama plasticidad neuronal, y se expresa primero para adecuarse y si el estimulo se
mantiene se induce adaptacion y probablemente se geste potenciacion a largo plazo

para mantener eficiencia en la neuromatrix cerebral.

Segun Williams y Stuart 2002, coincidiendo con nuestros datos, una posible razén
por la cual la longitud y arborizacién de las dendritas se expandieron, es porque
aumenta significativamente el area de la superficie de la neurona, lo que permite el
establecimiento de un mayor nimero de contactos sinapticos en donde la
informacion que llegue podra ser captada por un mayor nimero de receptores.
Aunque se necesitan estudios mas finos como estudiar a nivel de espinas
dendriticas para complementar nuestros hallazgos morfologicos de plasticidad

neuronal.



13.CONCLUSION

Los datos obtenidos del andlisis morfologico de las neuronas a través del método
de Sholl en la presente investigacion, nos muestran que existen cambios
morfologicos en cuanto a la arborizacion en las dendritas de cuarto y quinto orden
(mas distales) en las neuronas piramidales de la corteza anterior del cingulo ante
un dolor crénico provocado por un estimulo nocivo (LPS) aplicado a la pulpa dental

de los roedores del grupo experimental en comparacion con el grupo control.

Con estos datos podemos concluir que debido a que las areas mas distales del arbol
dendritico permiten modular mejor la informacién que llegara al soma, se
arborizaran de manera mas significativa. Entre mas alejada se encuentre la
disposicion de las arborizaciones con respecto al soma, la informacion tendré la

oportunidad de modularse de mejor manera sin saturar a la neurona.



14. ANEXOS

Estandarizacion

El experto es el responsable del proyecto, el cual realiz6 estudios de maestria,
doctorado y pos doctorado, en los cuales realizé estudios de morfologia neuronal
en el laboratorio de Neuropsiquiatria del Instituto de Fisiologia de la BUAP, en lo
que se logré publicar en revistas arbitradas e indexadas, tales como Synapse,
Journal Comparative Neurology. Y actualmente se encuentran 2 trabajos en revision
en Synapse y Schizophrenia Research. Y el responsable del proyecto sera el
encargado de estandarizar a los investigadores que realizan los proyectos en el

laboratorio de Fisiologia de la FEBUAP.

Se expresa a continuacion la forma en la que el experimentador (estudiante que
realizé el proyecto) fué estandarizado para realizar la obtencion de dibujos en papel
con la ayuda de una camara lucida (de dibujo) acoplado a un microscopio simple de

luz marca Leica DM500. Para lo cual se procede de la siguiente manera:

1. Se cuenta con laminillas de estandarizacion. Las cuales fueron obtenidas de
proyecto de posgrado en Ciencias Fisiologicas de la BUAP, y fue publicado
en la revista “Journal of Comparative Neurology”, revista reconocida
mundialmente en el area de morfologia.

2. El investigador (Responsable del proyecto) selecciona la laminilla y las
coordenadas en las que se encuentra la célula de interés.

3. Se le pide al investigador encargado de realizar los dibujos que realice la
obtencion del dibujo y se compara con un dibujo realizado por el experto

(responsable del proyecto).




4. Para comprobar que se ha logrado la estandarizacion se sobreponen los
dibujos del experto con los del investigador encargado de los dibujos.
5. El realiza el numero de ensayos necesarios hasta que el investigador

encargado reproduzca el dibujo igual que el experto.

Se practicé la reproduccion bidimensional de la neurona y sus dendritas hasta

lograr un duplicado lo mas idéntica posible a la neurona observada.

Ejemplo 1

1er dibujo de neurona
2do dibujo de neurona
3er dibujo de neurona

Los trazos no coinciden, el alumno debe
continuar perfeccionando la técnica




Ejemplo 2

~—ee1er dibujo de neurona
2do dibujo de neurona
3er dibujo de neurona

Ejemplo 3

1er dibujo de neurona
2do dibujo de neurona
3er dibujo de neurona

|

Los trazos coinciden medianamente, el
alumno debe seguir perfeccionando la técnica

Los trazos coinciden completamente, el
alumno esta estandarizado para realizar la
técnica



ANALISIS DE SCHOLL




Formatos de captura de datos.

(Fuente propia)
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