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2. INTRODUCCION

La IASP (Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor) define el dolor como
una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada o similar a la
asociada con dafio tisular real o potencial.! Durante décadas se ha encontrado dificil
estudiar de manera cuantitativa el dolor, ya que éste es subjetivo; la experiencia
dolorosa entre una persona u otra es distinta, sin embargo, se han desarrollado
estudios en modelos animales para entender la percepciéon del dolor, el cuadro de

desarrollo y como el organismo actia ante éste.

La sociedad posee un lema en todos los idiomas: “los dientes no duelen”, pero,
cuando éstos padecen algun malestar fisico que interviene su dia a dia, los
problemas recién comienzan. Se evita comer cosas frias, calientes, ciertas texturas
en los alimentos, y poco a poco se modifica la calidad de vida. Un dicho conocido
entre las madres mexicanas es “prefiero otro parto/cesarea a padecer un dolor
dental”, el conocimiento sobre el impacto del dolor en la conducta e interaccién

social entre las personas es un campo virgen, desconocido.

La percepcion de diferentes emociones como el miedo, ansiedad, estrés y depresion
son controlados y manejados por el sistema limbico (cuerpo calloso, area septal,
talamo, hipotalamo, hipocampo y amigdala); se ha demostrado la sobre excitacion
neuronal de estas estructuras cuando hay un proceso inflamatorio en el cuerpo,
pero, hasta el dia de hoy, no hay evidencia cientifica sobre las repercusiones de la
excitacion neuronal en corteza insular asociado a inflamacion pulpar y las
repercusiones de éste en la conducta social; con este estudio se busca enriquecer
la literatura actual y tener base cientifica para entender el papel del dolor dental a
nivel neuronal, la sobre excitacién posible de la corteza cerebral durante el evento
de inflamacién pulpar y como esta puede repercutir en el individuo en el ambiente

social.
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3. ANTECEDENTES GENERALES

Dolor

Hasta el dia de hoy, a pesar de diversos estudios para entender el dolor, se tiene
poco conocimiento de éste. Se ha definido como una sensacion no placentera y un
estado emocional, acompafiado o no de un dafio tisular; un fendmeno que causa la
sensacion fisica sufrimiento, ansiedad, depresion, pudiendo afectar la calidad de
vida de la persona. La palabra dolor engloba un significado diferente en diversas
areas; en psicologia se relaciona con ansiedad, depresion y estrés, en fisiologia se
describe como la sensacién evocada después de un evento nocivo, resultado de la
activacion de nociceptores periféricos por la liberacidbn de neurotransmisores en

cualquier parte del cuerpo que termina en la corteza cerebral.?
El dolor se puede clasificar en:

1. Dolor agudo. Es el dolor que se desencadena después de un dafio fisico a
cualquier tejido, la respuesta es moderada por nociceptores, sus conexiones
centrales y el sistema nervioso autbnomo; normalmente se describe como un
dolor fuerte. Este tipo de dolor es comun después de alguna intervencion
quirdrgica, trauma y enfermedades. La principal caracteristica es su
durabilidad, éste tiende a durar dias a semanas, desaparece después de
tratar y eliminar su factor etiolégico.

2. Dolor crénico. Se menciona como un malestar que se evoca después de un
dafio fisico que repercute a nivel de sistema nervioso central; en caso de
existir una herida hacia un tejido, éste puede ser tan grave que el cuerpo es
incapaz de curarse por si misma. La percepcion e intensidad de este dolor
puede ser influenciado por experiencias pasadas del paciente. La diferencia
de éste y el dolor agudo es la durabilidad, se considera que un dolor es
cronico cuando sobrepasa los 3 meses de aparicion.

3. Dolor emocional. Se describe a éste como la sensacién desagradable sin

relacién a dafio tisular, asociado o no a una experiencia previa no grata. 3
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Pulpa dental

La pulpa dental es un tejido conectivo laxo, siendo uno de los tejidos inmensamente
inervado (fibras A mielinicas y C amielinicas) y vascularizado en todo el cuerpo
humano; cuenta con células Unicas (odontoblastos), células formativas
(fibroblastos) y células defensivas (macrofagos, mastocitos), éste se localiza en el
centro del 6rgano dentario, recubierto por 3 tejidos duros (esmalte, dentina y

cemento). 4

Inervacion pulpar

La pulpa dental se encuentra inervada por fibras mielinicas Ay fibras amielinicas C,
teniendo éstas su origen en el ganglio de Gasser del nervio trigémino. Estas
ingresan a través del foramen apical de las raices dentales, ramificAndose en todo

el tejido pulpar. ®
Fibras

Ad

Se encuentran en la parte coronal pulpar, en la zona externa de los cuernos
pulpares, donde se encuentra su mayor densidad; penetran los tubulos dentinarios
a una profundidad de 150 a 200 um y la conductividad del estimulo es alta. Se
estimulan principalmente ante un estimulo hidrodinamico y la sensacién que

expresa es localizada, rapida, de corta duracion.®

C amielinicas

Estas son polimodales, se localizan en la zona rica en células, carecen de mielinay
se activan al contacto de un estimulo nocivo térmico o a la presencia de sustancias
como bradicinina, histamina, sustancia P y péptido relacionado al gen de la
calcitonina (cGRP), a diferencia de las fibras tipo A, cuando éstas se encuentran
ante un estimulo térmico, el dolor que se expresa es de tipo difuso y tardado; no

responden a estimulo hidrodinamico.’
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TIPO DE FIBRAS NERVIOSAS PRESENTES EN PULPA DENTAL

Tipo de fibras Activacion Caracteristicas
Mielinicas (20 — 25%) 1. Vibraciones Rapidas.

1. AB(7%) 2. Aire, frio y calor. Corta duracién.

2. A& (8.3%) 3. Mediadores Dolor agudo.

3. Ad lentas (10%) inflamatorios. Localizado
Amielinicas (75% - 80%) e Mediadores Espontaneo.

1. Fibras C inflamatorios. Dolor difuso.

e Cambios bruscos de | Pobremente localizado.
temperatura. Lento.

e Polimodales

Tabla 1, traducida de: Yu CY, Abbott PV. Pulp microenvironment and mechanisms of pain arising
from the dental pulp: From an endodontic perspective. Aust Endod J. 2018;44(2):82-98.

Inflamacion pulpar

Se ha demostrado que la inflamacién es un proceso degenerativo. Durante la
inflamacion, se da lugar a una serie de eventos; el brote de fibras aferentes e
incremento de moduladores inflamatorios (liberacion de neuropéptidos e induccion
de la inflamacion). El dolor no depende directamente del grado de inflamacion, al
contrario, se ha comprobado que, al comenzar el cuadro de inflamacion en pulpa,
ésta comienza a degenerarse a raiz de los eventos celulares. A nivel celular, en el
momento que las toxinas bacterianas (LPS, acido lipoteicoico) esta en contacto con
los odontoblastos, éstos lo reconocen por su receptor TLR4 y hay sefializacion de
moléculas (quimiotaxis de células pro inflamatorias); se reclutan mastocitos,
neutréfilos, macrofagos que se encuentran en el tejido pulpar, y éstos liberan
mediadores de la inflamacion (citocinas) causando quimiotaxis de células
proinflamatorias, potencializando ain mas su accién y otros eventos; hay presencia
de bradicinina, histamina; estas, indirectamente, estimulan a las fibras amielinicas

C, éstas segregan los neuropéptidos: sustancia P, cGRP y neuropéptido Y, éstos
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viajan a través del axon de la fibra nerviosa en sentido antidrémico y afectando
directamente a las vénulas y arteriolas pulpares al causarles vasodilatacion,
vasoconstriccion causada por el neuropéptido y aumento en la temperatura, Los
neutrofilos llegan a pulpa a través de torrente sanguineo y, al acabar su corto tiempo
de vida, liberan enzimas lisosomales, éxido nitrico y radicales libres que afectan al

tejido pulpar.®

El cambio brusco de temperatura y de presion en la pulpa dental, causa
inflamacion, presion directa a las fibras sensitivas y, por ende, dolor. Si éste avanza,

se presentan 2 signos clinicos:

1. Alodinia. Percepcion de dolor tras un estimulo que normalmente no lo
causaria, debido a una sensibilizaciéon de los receptores del dolor en la
periferia.

2. Hiperalgesia. Sensacion de dolor que es mayor de lo que normalmente
deberia ser, debido a la hipersensibilizacion del SNC. °

Via ascendente del dolor

La region orofacial se encuentra inervada por el V par craneal (nervio trigémino); se
ha descrito con anterioridad que, las fibras nerviosas peptidérgicas aferentes que
inervan los érganos dentarios, se originan desde el ganglio de Gasser de este
nervio. Al momento que existe una agresion nociva térmica, mecdanica, biolégica
sobre las fibras nerviosas Ad y C en el tejido pulpar, éste dara lugar a diversos
potenciales de accidén que viajan a través del axon de las fibras, éstas se conocen
como neuronas de primer orden, las primeras en traducir el estimulo a una
sensacion, la informacién ingresa por la protuberancia y ahora se encuentra en

SNC. Se recibe la informacién en nucleo espinal.t°
El ntcleo espinal del nervio trigeminal, a su vez, se subdivide en 3 secciones:

1. Subnucleo oral.
2. Subndcleo interpolar.

3. Subnucleo caudal.
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En esta ultima, se conoce como neurona de segundo orden, recibe la informacién
nociceptiva dolorosa desde los nociceptores primarios aferentes. Se da lugar a
varios potenciales de accion vy liberacion de neurotransmisores en la hendidura
postsindptica, de los cuales destaca el glutamato por parte de las fibras Ag; una
vez ocurrido, viaja desde el nucleo trigeminal a la extension del tronco encefalico de

la asta dorsal.!

La informacion asciende al tracto espinotalamico, ingresando al hipotalamo y
talamo, siendo aqui la neurona de tercer orden; se transmite la informacion hacia la
corteza somatosensorial, se recibe el estimulo y se expresa dolor; la corteza puede
identificar donde y a qué intensidad se modera el dolor. El estimulo es percibido en
sistema limbico, encargado de procesar emociones con base en experiencias

fisicas o subjetivas.'?
Corteza insular

La corteza insular humana fue descrita por Johann-Cristian Reil en 1796, éste se
localiza en lo profundo del surco de Silvio, delimitada desde los opérculos
frontoparietal y temporal por el surco periinsular, dividiéndose en I6bulos posterior y
anterior por el surco central insular.!® En el I6bulo posterior se encuentran 2
circunvoluciones extensas y, en el l6bulo anterior, 3 circunvoluciones cortas,
ademas de 1 giro accesorio que corresponde a la ubicacion de la corteza

frontoinsular. A su vez, ésta se clasifica, con base en sus conexiones, en:

e Insula posterior. Posee comunicacion con areas posteriores temporales,
parietales, y sensoriomotor.

e Insula anterior. Estrechas conexiones con cingulo anterior, frontal y
orbitofrontal.

e Insula media. Comparte relacion con cortezas insulares anterior y posterior.

Por las diversas funciones que éste desempefia, se propuso la siguiente

subclasificacion:

1. insula media-posterior. Region sensoriomotora.

2. Centro insular. Region olfatoria-gustativa.
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3. Insula antero-dorsal. Region cognitiva.

4. Insula antero-ventral. Region socioemocional

Vascularizacion

La aportacion sanguinea que recibe la corteza insular proveida por el segmento
medio de la arteria cerebral media, a través de venas que nacen desde la parte
inferior de la insula, siguiendo el surco insular. La sangre venosa drena a la vena

cerebral media profunda.t*
Funciones
Interocepcion

Se ha hipotetizado que la corteza insular posee un rol importante en la condicién
fisiologica del cuerpo mismo (interocepcion); se ha reportado la activacion de ésta

cuando hay nocién de sed, cansancio, aumento de ritmo cardiaco.*®
Procesamiento emocional y social

La corteza insular se activa como resultado a actividades sociales con expresiones
faciales y reconocimiento de voz. Durante experiencias de dolor fisico y emocional,
asi como durante la empatia hacia el dolor de otros, la corteza insular anterior se
activa juntamente con otras areas somatosensoriales. Ademas, las alteraciones
negativas en el estado afectivo pueden influir en la toma de decisiones y en la
regulacién del comportamiento social al modular la actividad de esta region cerebral.

Al resultarse algun dafio o reseccion de la corteza insular puede resultar en la

inhabilidad del reconocimiento facial, emociones y toma de decisiones.®®

Funciones quimico-sensoriales

Se piensa que la insula esta involucrada en la intensidad, calidad, sabor del

estimulo; sin embargo, a la localizacion precisa de la funcidn gustativa en la corteza
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insular es complicado, debido a que dicha regién también se involucra en el

procesamiento somatosensorial oral. 1617

Por ultimo, forma parte de una red denominada “matriz del dolor”, acompafado de
otras estructuras anatdémicas como cortezas somatosensoriales primarias y
secundarias, cingulo anterior, cortezas prefrontales, tadlamo vy cortezas

cerebelares.18 19
Dolor emocional

El dolor es un término multidimensional usado para clasificar las situaciones que
enfrentamos, desde trauma fisico o al sufrimiento psicolégico de la vida, hasta el dia
no hay literatura que apoye la relacion del dolor fisico con el dolor emocional. Al
hablar de dolor el primer pensamiento que se cruza es agresion fisica a un tejido,
pero, el dolor emocional desencadena estados de &nimo desagradables:
Incertidumbre, miedo, ansiedad, estrés. En la actualidad se ha desestimado la
importancia del dolor emocional, ya que hay ausencia de dafio fisico, pero, debido
a las circunstancias actuales a nivel internacional, es obligado comprenderle. El
dolor fisico se procesa a nivel de corteza cerebral, por parte del sistema nervioso
central, después de sinfin de potenciales de accion y sinapsis a nivel de talamo,
amigdala, corteza cingular y corteza prefrontal (sistema limbico), interesantemente,
existe evidencia sobre cambios bioquimicos en esas estructuras cuando hay tristeza
y ansiedad; a su vez en esas estructuras como la corteza prefrontal, se procesa el

dolor fisico con base en experiencias subjetivas pasadas.?°

Dragos y Talbot investigaron la influencia del estrés emocional y la actividad
cerebral; demostrando que hay relacion con el comportamiento suicida y niveles de
IL-6, IL-8, IL-2, IL-10 y TNF-o0, las mismas citocinas proinflamatorias que se

segregan durante inflamacién pulpar aguda y crénica.??
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Neuronas von Economo

Mencionadas y descritas en 1925 por Constantin Alexander von Economo y George
Koskias como células bipolares, con forma de huso o de varilla (resaltando su
variacion morfologica).??2 Estas se caracterizan por su cuerpo delgado y elongado
(méas largas que las neuronas piramidales), proyecciones dendriticas desde
terminales basales y apicales; se encuentran en la corteza fronto-insular y en la
corteza anterior del cingulo (con mayor densidad en elefantes, cetaceos y primates
hominidos)?3; sin embargo, con lo reportado en la literatura, los estudios sobre cuél
es la funcion especifica de estas neuronas son escasos, debido a que aun no se
sabe con claridad cual es su funcion especifica pero, por estar ubicadas en cortezas
encargadas del proceso de emociones, se hipotetiza que cumplen un papel en la
integracion de emociones (armonizacién social, equilibrio emocional),
comportamientos basados en entornos sociales diferentes. Se ha reportado que un
dafio en las cortezas previamente o alguna enfermedad neuropsiquiatrica puede
causar una destruccion o degeneracion de las neuronas von Economo y, a su vez,

puede causar una reduccion en la sensacion del dolor, empatia o conciencia de la

emocion.?*

Figura 1. Microfotografia de neurona Von Economo, notese
la forma del soma. Reproduccion en digital de la misma
neurona. Imagenes tomadas de Watson et al. Dendritic
architecture of the von Economo neurons. Neuroscience.
2006;141(3):1107-12.

23



Ansiedad durante la consulta dental

La ansiedad y miedo son las razones principales de posponer la consulta dental, lo
gue conlleva a una salud bucal pobre y reducida calidad de vida, el hecho de pensar
en la anestesia, el ruido de la pieza de alta, ultrasonido, la etiologia del dolor dental
puede pasar desapercibida a causa de esto. Klingberg y Broberg describieron por
primera vez la ansiedad dental como un estado de aprension, pensar en lo peor y
que algo malo ocurriria durante la consulta dental; la ansiedad es mas evidente

después de tener experiencias pasadas.?®

El estado de ansiedad dental se desarrolla en el cerebro, en particular en la corteza
insular. Se ha demostrado la relacién con la hiper actividad de corteza insular
durante el proceso del estimulo del tratamiento o la ansiedad dental ruidos o videos
de la pieza dental de mano, ademas, cabe resaltar que ésta tiene relacién con el
procesamiento afectivo, en especial el disgusto; y, por lo tanto, la correlacién entre
la sensacion desagradable y el miedo.

3. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Hay diversos estudios donde evaluaron la activacion de la corteza cerebral ante
estimulos dolorosos en diferentes partes del cuerpo, pero, Jantsch et al.26, en el afio
2005, evaluaron la activacion de la corteza cerebral ante un estimulo doloroso
experimental en tejido pulpar humano, con la hipétesis que, debido a que, la
estimulacién no nociva dental provoca activacion bilateral de la corteza insular. Los
estimulos se realizaron a través de descargas eléctricas a frecuencia de 5 Hz, lo
suficiente para activar a fibras Ad y fibras C amielinicas para percibir la sensacion.
Analizaron los cambios mediante imagenes por resonancia magnética funcional
(fMRI) y, observaron actividad incrementada causado por dolor dental en las areas
anterior, media y posterior de la corteza insular izquierda, en la corteza insular
derecha sélo se observo en la parte media, concluyeron que el dolor dental activa

la red cortical.
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Afos posteriores, Gustin et al.?” el 2011 realizaron un estudio, encontrando que, la
materia gris insular anterior se redujo y, a su vez, éste aumenté en zona posterior
insular en pacientes con dolor neuropatico trigeminal. Gracias a sus hallazgos se
infirié que el dolor neuropético puede inducir cambios en la morfologia, densidad y
volumen de la corteza insular, y que éstos pueden afectar y variar en diferentes

regiones de ésta.

Los estudios de Gutzeit et al.?®2 2011 demostraron las respuestas especificas de la
corteza insular debido al dolor dental. Determinaron si el dolor dental incita a
cambios cuantitativos de las sustancias cerebrales en corteza insular después de la
estimulacién. Indujeron sensaciones dolorosas eléctricas en dientes caninos
humanos por 15 minutos, se estimo la intensidad del dolor a través de una escala
anéloga, por ultimo, se valoraron los cambios de neurotransmisores en la corteza
insular izquierda a través de resonancia magnética espectroscéopica (MR); Se
document6 el aumento de glutamina (+55.1%), glutamina/glutamato (+16.4%) y
mioinositol (-9.7%) durante la induccion del dolor en pacientes sanos. Establecieron
la relacion estrecha del dolor agudo dental y la sintetizacion de éste a nivel

molecular.

La ex alumna de maestria, Paulina Aguirre (datos no publicados), presentd los
cambios morfoldgicos en neuronas de la corteza anterior del cingulo inducidos por
estimulo nocivo por exposicion de tejido pulpar e induccion de lipopolisacarido
(Escherichia coli) en roedores, se eutanizaron y se obtuvieron los tejidos nerviosos
de éstos. Realiz6 tincion de Golgi-Cox y se analizo, a través del microscopio, la
morfologia de las espinas dendriticas neuronales. Demostré que, después de la
exposicion pulpar e induccién del LPS, hubo mayor arborizacion de longitud

dendritica de las neuronas de diversos 6rdenes.?®

Ese mismo afio, otro ex alumno de maestria, Alfredo Luna (datos no publicados),
estudi6 los cambios en la densidad de espinas dendriticas y la plasticidad neuronal
en dolor inducido por estimulo nocivo en tejido pulpar en roedores mediante la
comunicacion a dicho tejido pulpar y la induccion de una endotoxina
(lipopolisacarido), eutaniz6 a los roedores y obtuvo el tejido nervioso de éste.
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Mediante la tincion de Golgi-Cox Yy la visualizacion directa de éste al microscopio,
encontré 2 formas de espinas dendriticas (forma filopodio y copa) posterior al

estimulo nocivo y una constante en la densidad de espinas en neuronas de diversos

ordenes. 0
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La literatura sugiere que la corteza insular juega un rol en la toma de decisiones con
base en experiencias subjetivas emocionales, en este caso dolor; sin embargo,
existe poca evidencia sobre la influencia del dolor causado por inflamacién pulpar

gue se asocie con la funcién de la corteza insular, que es parte del circuito limbico.

Por lo que el principal objetivo del presente proyecto es generar evidencia de
cambios morfologicos en las neuronas de Von Economo (VEN), las cuales son
células grandes y bipolares que se encuentran en la corteza fronto-insular y la
asociacion del dolor dental. Para lo cual se reproduce el modelo de Tarsa et al.3%,
en donde se muestra que, a los animales (de 28 dias de edad) a los cuales se les
realizd comunicacién pulpar, expresan un incremento de Factor Neurotrofico
Derivado del Cerebro (BNDF) en el ganglio trigeminal. Se investigara la asociacion
entre nocicepcion por inflamacién y neuroplasticidad de la corteza insular. Esto

repercutira en una mejor atencion de los profesionales del area a sus pacientes.
Pregunta de investigacion

¢La inflamacion pulpar induce cambios morfolégicos de las neuronas de Von

Economo (VEN) en corteza insular?
5. JUSTIFICACION

La corteza insular posee diversas funciones, de las cuales destaca la asociacion
entre percepcion y emocion. Gracias a esta region cerebral, sabemos interpretar la
parte afectiva hacia un sentir segun nuestro estado corporal, ademas de estar
implicada en procesos emocionales como amor, felicidad, miedo, tristeza,
ansiedad, dolor (sensaciones asociadas a la consulta dental) entre otros.
Existen diversos estudios que asocian la activacion de la corteza insular ante
estimulos emocionales asociados a dolor; el dolor pulpar causado por inflamacion
es el principal motivo de consulta en endodoncia. A pesar de la creciente
comprension del dolor pulpar y su impacto en el sistema nervioso central, los

mecanismos subyacentes en la corteza insular siguen siendo poco estudiados.
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6. HIPOTESIS

Hipotesis cientifica

Los estimulos nocivos en la pulpa dental, que desencadenan un proceso de
inflamacion, inducen cambios morfologicos en las neuronas Von Economo (VEN)

en la corteza insular.
Hipodtesis nula

Los estimulos nocivos en la pulpa dental, que desencadenan un proceso de
inflamacion, no inducen cambios morfoldgicos en las neuronas Von Economo (VEN)

en la corteza insular.

7. OBJETIVO GENERAL

Examinar los cambios morfolégicos de las neuronas Von Economo de la corteza
insular para encontrar una posible correlacién con un proceso inflamatorio en la

pulpa dental.

8. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Reproducir el modelo de comunicacién pulpar en el primer molar unilateral
en rata.

Evaluar la sensibilidad del tejido periférico ante estimulos nociceptivos.
Diseccién de tejido nervioso para fijarlo en fresco.

Revelar las muestras con la técnica de tincion negra de Golgi-Cox.

o bk 0N

Analizar el arbol dendritico y la morfologia de las neuronas Von Economo.
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9. MATERIALES Y METODOS
DISENO DEL ESTUDIO
e Analitico, prospectivo ex -vivo.

UBICACION ESPACIOTEMPORAL

e Bioterio Central de la Benemérita Universidad Autdbnoma de Puebla “Claude
Bernard”

e Laboratorio de Fisiologia de la Facultad de Estomatologia BUAP.
ESTRATEGIA DE TRABAJO

1. Utilizacibn de un biomodelo (ratas Sprague Dawley) para investigar la
neuroplasticidad causada por la administracion de LPS en la pulpa dental.

2. Provocacion de un estimulo doloroso en la pulpa dental en biomodelos
experimentales.

3. Aplicacion de la técnica de tincién negra de Golgi-Cox para la coloracion del
tejido neuronal.

4. Captura de microfotografias de las neuronas y reproduccién bidimensional
en hojas de papel, mediante el uso de una camara lucida.

5. Evaluacién de los datos sobre la morfologia neuronal, utilizando el método

de analisis de Sholl. Interpretacién y discusién de los resultados obtenidos.

MUESTREO
DEFINICION DE LA UNIDAD DE POBLACION

e Neuronas en el nucleo de interés de los roedores (corteza insular).
e Ratas de la cepa Sprague-Dawley del bioterio central de la BUAP “Claude

Bernard”.

29



SELECCION DE LA MUESTRA
CRITERIO DE SELECCION DE LAS UNIDADES DE MUESTREO

Se empled el siguiente criterio de seleccidn con base en la estandarizacion usada

por Tarsa et al.3!
CRITERIOS DE INCLUSION

e Roedores macho de la cepa Sprague-Dawley de 28 dias de edad, con un

rango de peso de 40 — 100 gr.
CRITERIOS DE EXCLUSION

e Ratas de menor peso de 40 gr.

e Ratas que no cumplan con el rango de edad.
CRITERIO DE SELECCION DE NEURONAS

e Neuronas con tincion adecuada.
e Neuronas completas, con morfologia sin interrumpir.
¢ Neuronas lo pertinentemente aisladas para poder dibujarlas a través de una

camara lucida.
CRITERIOS DE EXCLUSION
e Otra clase de neuronas de diferentes estructuras del sistema limbico.

e Neuronas sin continuidad (fragmentada).

DISENO Y TIPO DE MUESTREO

e Muestreo aleatorio simple.

TAMANO DE LA MUESTRA
e Poblacion finita de 200 neuronas de 20 ratas.

e Ratas macho cepa Sprague-Dawley del biotero “Claude Bernard”.
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DEFINICION DE LAS VARIABLES

VARIABLE

Longitud en

dendritas

Arbol neuronal

Estimulo nocivo

Algesia

DEFINICION
CONCEPTUAL

Desarrollo de las
ramificaciones

protoplasmicas que
se inician en el
cuerpo celular de la

neurona.

NUmero de
ramificaciones

protoplasmicas que
se originan de cada

soma neuronal.

Estimulo externo

capaz de inducir
dafio y activar
receptores de

dolor.

Sensacion de
dolor que se
experimenta en
respuesta a un

estimulo.

DEFINICION
OPERACIONAL

Determinar la
extension de las
dendritas en
intervalos de 10

micras.

Examinar mediante

el analisis
morfoldgico de
Sholl en la

ramificacion de las

dendritas
Causar dolor
mediante la

exposicion de la

pulpa y la
aplicacion de LPS.

Medir

cronbmetro el

con un

tiempo que tarda el
animal en retirar la
cola del estimulo
térmico (prueba de

analgesia).

CATEGORIA

Cuantitativa
discreta,
dependiente.

Cuantitativa
discreta
dependiente.

Nominal
dicotdmica

independiente.

Continua,

cuantitativa.

ESCALA DE
MEDICION
Numero de
anillos (en
micras) que
cada dendrita

cruza, segun el
analisis de Sholl.
Cantidad de
veces que se
observa una
disposicién

dendritica

particular en
relacion con
cada anillo en la

lamina de Sholl.

SI/NO.
Cantidad de
tiempo que

toma el roedor
para retirar la
cola ante
estimulo

nociceptivo (en

segundos).

ANALISIS
ESTADISTICO

Estadistica
descripitiva,
T de Student.

Estadistica
descriptiva, T de
Student.

Estadistica
descriptiva, T
de Student.

Estadistica
descriptiva, T
de Student.
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METODO DE RECOLECCION DE DATOS

e Prospectivo.

METODOS, ESTRATEGIAS Y RECURSOS DE RECOLECCION

Se sometid el protocolo de investigacion previamente autorizado por parte de CIFE
BUAP al CICUAL (Cuidado y uso de animales de laboratorio) de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla; donde se especificaron la especie de los
biomodelos (20 ratas macho cepa Sprague — Dawley), los objetivos del estudio y el
protocolo a seguir del proyecto. Todos los procedimientos descritos en el presente
estudio fueron aprobados por el Comité de Cuidado Animal de la BUAP y las lineas
gubernamentales (Norma Oficial Mexicana NOM-062-z00-1999). De acuerdo con
los lineamientos establecidos por parte del CICUAL, para poder realizar un proyecto
gue implique animales de laboratorio, se tomé el curso denominado “Manejo y vias
de administracion en rata de laboratorio” en el Bioterio “Claude Bernard” de BUAP,
donde se estandariz6 al equipo de trabajo, para el manejo correcto de los
biomodelos a emplear.

Una vez obtenidos los biomodelos de cepa Sprague-Dawley, éstos se prepararon
con ayuno de 12 horas previas, se aleatoriz6 la asignacién de los roedores a grupo
experimental (n=10) y grupo control (n=10).

Preparacion de endotoxina

Se obtuvo la endotoxina E. coli O55:B5. L2880 — 25 MG (Sigma Aldrich) y ésta fue
pesada en una balanza analitica para obtener 22 mg y se disolvieron en solucién de
0.9% NaCl en un Vortex (figura 2).
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Procedimiento

Se administré el anestésico para roedores (Ketamina/Xilacina) a una dosis de 0.2
ml/100 mg de peso corporal por via intraperitoneal, siguiendo una secuencia
numerada del 1 al 10 previamente marcada (figura 3). Una vez alcanzado el efecto
deseado, los animales del grupo control fueron colocados en una cama térmica para
su recuperacion (figura 4); mientras que, al grupo experimental, se le procedio con
la apertura bucal (figura 5) e identificacion del primer molar superior.
Posteriormente, se realizo la comunicacion pulpar utilizando una pieza de mano
dental de alta velocidad (W&H, Austria) y una fresa dental de ¥ de bola de carburo
con acceso oclusal (SS White, EUA) (figura 6). Después de verificar el
procedimiento, se administré LPS de E. coli en una dosis de 25 mg disueltos en
0,9% NaCl en el tejido pulpar de los primeros molares izquierdos del grupo
experimental. (figura 7), los cuales fueron posteriormente obturados con teflon
(Truper, CDMX, México). La técnica de trabajo se realiz6 a 4 manos para el cuidado
y la conservacion de tejidos blandos. Después del procedimiento quirdrgico, se
espero la recuperacion total de los animales para ser devueltos al bioterio.

Los roedores, tanto del grupo experimental como el grupo control, fueron pesados
3 veces a la semana durante 28 dias. Después de este periodo, se llevo a cabo la
prueba de analgesia, utilizando la técnica de movimiento de la cola (figura 8a 'y 8b).
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Figura 2. Lipopolisacarido de Escherichia

Figura 3. Anestesia intraperitoneal (fuente propia).
coli O55:B5 (fuente propia).

Figura 4. Biomodelos en recuperacién (fuente propia).
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Figura 5. Aoertura bucal e identificacidon de primer molar superior izquierdo (fuente propia).

Figura 6. Comunicacion con el tejido pulpar (fuente propia).

Figura 7. Inoculacidn de endotoxina hacia el tejido pulpar (fuente propia).
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Figura 8a, 8b. Prueba de analgesia mediante movimiento de cola (flip tail test) (fotografias cortesia: L.E. Edith
Rodriguez).

OBTENCION DEL TEJIDO NERVIOSO

a) Se administré una sobredosis de Ketamina-Xilacina a los biomodelos.

b) Se efectud perfusion con solucion de NaCl al 0.9% por medio del ventriculo
izquierdo para limpiar el tejido nervioso de sangre y se facilitd su drenaje

mediante un corte en la auricula derecha.
c) Se luxo el craneo del biomodelo y se obtuvo el tejido nervioso (figura 9).

d) Los cerebros fueron removidos y posteriormente se fijaron en 20 ml de
solucién de Golgi-Cox (figura 10).
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Figura 10. Cerebro en solucién de Golgi-Cox (fotografia cortesia de: L..E Edith
Rodriguez).

TINCION DE GOLGI-COX

Camilo Golgi ide6 un método para impregnar células nerviosas que sigue siendo
fundamental en el ambito de la descripcion morfofuncional del sistema nervioso.
Este método permite la impregnacion selectiva de células nerviosas y sus

prolongaciones mediante el uso de una reaccién con nitrato de plata y dicromato de

37



potasio o de sodio. La técnica de Golgi-Cox representa un procedimiento histologico

simple que revela la morfologia neuronal completa en tres dimensiones.3?
Dicho pigmento negro estd compuesto por:

e Dicromato de potasio (K2Cr207)170mM.
e Cloruro de mercurio (HgClz2) 200mM.
e Cromato de potasio (K2CrO4) 200mM.

IMPREGNACION

El tejido nervioso se mantuvo en total oscuridad durante 2 semanas, después se
cambio por una solucidén de sacarosa al 30% (figura 11a) y se almaceno una vez
mas en la oscuridad por 5 dias mas. El tejido se limpi6é y se montd en la platina del
vibratomo motorizado modelo MA752, y se sumergié en una solucién de sacarosa
a una temperatura de 40°C hasta cubrir el tejido (figura 11b). Se seccioné el tejido
en orientacion coronal de cada hemisferio con un grosor de 200 um y se fij6 en

laminillas previamente gelatinizadas al 2% bajo presion. (figuras 11cy 11d).

»

Figura 11a. Solucién de sacarosa al 30%.
11b. Vibratomo con tejido nervioso montado.
11c. Tejido nervioso seccionado.
11d. Tejido nervioso fijado en laminillas previamente gelatinizadas.
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Las laminillas se dejaron en una camara humeda y se revelaron conforme a este

orden (figura 12):

1. Lavado con agua destilada por 1 minuto.

2. Sumersién en hidréxido de amonio durante 30 minutos (figura 13.1).
3. Enjuague con agua destilada por 1 minuto.

4. Fijacion en fijador Kodak ® al 50% en un lapso de 30 minutos (figura
13.2).

5. Lavado con agua destilada por 1 minuto (figura 13.3).

6. Deshidratacion de tejido con concentraciones crecientes de etanol, 70

y 95% (60 segundos en cada uno), para finalizar con 5 minutos en alcohol
absoluto (2 veces) (figura 13.4).

7. Sumersion del tejido en xileno por 15 minutos (figura 13.5).

8. Se recubrieron las laminas con tejido con resina sintética (al 60% en
xilol, marca Hycel)

Por ultimo, se resguardaron las laminillas en oscuridad para su secado.
- —— —~ -

Figura 12. Laminillas con tejido nervioso en camara humeda.
13.1. Hidréxido de amonio empleado.
Figura 13.2. Concentrado del fijador Kodak®©.
Figura 13.3, 13.4 y 13.5 Secuencia de liquidos empleados para revelar y fijar el tejido nervioso. 39



ANALISIS MORFOLOGICO NEURONAL

En 1998, Kolb sugirié los siguientes estdndares para seleccionar neuronas con el

fin de representarlas y examinarlas.3?

e La neurona debe hallarse bien pigmentada.

e La neurona debe encontrarse completa.

e La neurona debe estar aislada para poder distinguir con
claridad las dendritas emergentes del soma.

e Se escogieron 10 neuronas, para realizar la reconstrucciéon
bidimensional y visualizar el nicleo de interés, y se emple6 el

microscopio Leica, ICC50 y camara lacida. (figura 14 y 15).

Figura 14. Visualizacion del nucleo de interés mediante microscopio (fuente propia).
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Figura 15. Localizacidn de corteza de interés. Imagen tomada y modificada de Paxinos y Watson (1997).

ANALISIS MORFOLOGICO DE SHOLL

Ya obtenidas las reproducciones bidimensionales de las neuronas, éstas

fueron analizadas con elmétodo de Sholl 34 35, el cual consta de:
1. Sobre posicionar una placa transparente con una serie de
circulos concéntricos,equivalente de 10 um de separacion y seran
colocadas sobre el dibujo.
2. La longitud dendritica total se estimara por el nUmero de
circulos que intercepte cada dendrita.
3. Arborizacion dendritica: se empled la metodologia de
marcado por colores de las dendritas conforme a sus
bifurcaciones (técnica propuesta por Flores y Juéarez), lo que
permite la identificacion del numero total de ramificaciones
dendriticas distanciados del soma neuronal, incluyendo primer,

segundo, tercer, cuarto y quinto orden.



ANALISIS DE DATOS

Ya contando con los resultados del analisis morfolégico de Sholl, éstos se
recopilaron por medio de una tabla de calculo disefiada en Microsoft Excel,

posteriormente se capturaron en el programa GraphPad Prism, para presentar los
resultados graficados.

DISENO ESTADISTICO
Prueba estadistica

e Prueba T de Student para grupos independientes, para las variables de
longitud dendritica, arborizacion y algesia.

BIOETICA

e Norma Oficial Mexicana NOM-062-z00-1999.
e Norma NOM-087-ECOL-94

e Ley General del Equilibrio ecolégico y la Proteccion al Ambiente.

42



10.RESULTADOS
A continuacion, se muestra la representacion en tres dimensiones de una
neurona von Economo hallada en la corteza insular de un modelo

Sprague-Dawley perteneciente al grupo de control de este estudio,

acompafiada de su representacion en dos dimensiones.

Coordenadas 2
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Figura 16.1 Microfotografia obtenida a través del microscop LEICA ICC50. Neurona von Economo localizada en la
corteza insular del roedor I, grupo CONTROL. Laminilla VII corte 4 hemisferio derecho. Tincién negra de Golgi-Cox.
Figura 16.2 Reproduccién en 2 dimensiones de la neurona von Economo previamente identificada. Notese la
codificacién en colores de los drdenes dendriticos en relacidén con su bifurcacion.
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Se examinaron 200 neuronas obtenidas de 20 ratas, las cuales fueron distribuidas
al azar en dos grupos de estudio (SHAM y LPS-PULPA). Los biomodelos del grupo
experimental (LPS-PULPA) fueron expuestos a un estimulo nocivo en la pulpa

dental.
Arborizacion dendritica

Se compararon las medias entre ambos grupos de estudio; empleando la prueba de
T de Student con un nivel de confianza del 95%, los resultados indicaron un
aumento en la ramificacion dendritica de las neuronas Von Economo en la

region cercana al soma celular.

ARBORIZACION DENDRITICA DE NEURONAS VON ECONOMO
3 12-
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Figura 17. Se presentan los datos de arborizacion y su desviacién estandar. Se observaron diferencias
significativas (p=0.0458) entre el grupo LPS-PULPA, representado en rosa, y el grupo SHAM, representado en
morado (fuente propia).
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NUmero de orden

Al realizar el andlisis de la longitud dendritica conforme al orden, se encontraron
cambios en los segmentos 2 y 3; demostrando que los segmentos de las neuronas
analizadas del grupo LPS-PULPA incrementaron su longitud dendritica con

respecto al grupo SHAM.
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Namero de orden dendritico.

LONGITUD DENDRITICA EN MICRAS (i

Grafica 1. Andlisis de la longitud dendritica por nimero de orden, donde se observa una
diferencia estadisticamente significativa en los segmentos 2 y 3. (p= 0.013) (fuente propia).

Longitud total

Se observa que, al contrastar la longitud total de las neuronas entre ambos grupos,

no se evidencia una disparidad estadisticamente significativa.
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Grafica 2. Comparacion de la longitud total de las neuronas de ambos grupos; no se muestran un cambio

estadisticamente significativo (p=0.2043) (fuente propia).
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Prueba de analgesia

Se muestran los resultados de algesia, la cual fue evaluada con la técnica de
movimiento de cola (tail flick test), al graficar y realizar la prueba de T-student, se
demostré que el grupo LPS-PULPA presentd una latencia menor para retirar la cola

del estimulo nociceptivo comparado con el grupo SHAM.

PRUEBA DE ANALGESIA
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Grafica 3. Comparacion del movimiento de la cola al estimulo térmico nocivo; se muestran un cambio

estadisticamente significativo (p= 0.0057) (fuente propia).

11.DISCUSION

El dolor es una sensacion reconocible comdn tanto en humanos como en animales,
pero su origen es un proceso complejo que implica la integracién de experiencias
emocionales y sensoriales, asi como informacién nociceptiva percibida por diversas
areas cerebrales. La percepcion del dolor es un proceso que implica la actividad de
una red de areas corticales y subcorticales conocida como la red neuronal del dolor.
Esta red incluye estructuras como el talamo, la corteza somatosensorial primaria y
secundaria, la corteza anterior del cingulo, la insula y el prosencéfalo. Se ha
planteado que la red neuronal del dolor puede estar dividida en un sistema lateral,
involucrado en la percepcion de los aspectos sensoriales del dolor, y un sistema

donde se procesan los componentes afectivos de la experiencia del dolor.%¢ La

46



corteza insular es una estructura anatomica compleja y altamente inervada que
recibe proyecciones aferentes del talamo. Esta estructura participa en un sistema
afectivo del dolor, junto con la amigdala del sistema limbico y areas corticales
asociadas, facilitando la integracion de informacién sensorial y emocional.3”:
38, la IASP (Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor) define el dolor como
una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada o similar a la
asociada con dafio tisular real o potencial®; el dafio causado por un proceso carioso
en un organo dentario y éste llegue al tejido pulpar, puede desencadenar una
experiencia sensorial y emocional adversa. La pulpa dental es un tejido conectivo
altamente inervado y vascularizado, rodeado de tejido duro para su proteccion
(esmalte y dentina), éste puede llegar a destruirse gracias a la caries, una
enfermedad dindmica, multifactorial (causada primariamente por bacterias) que
resulta en la desmineralizacion de los tejidos duros, si las bacterias y sus productos
llegan a tocar al tejido pulpar, desencadenan un proceso de inflamacion pulpar y a

su vez, dolor pulpar, ya que causan cambios en los mediadores inflamatorios.3°

En la pulpa dental humana se identifican dos tipos de terminaciones nerviosas: las
fibras Ad y tipo C. Los cuerpos celulares de estas fibras se localizan en la asta dorsal
de la médula espinal, donde liberan neurotransmisores excitadores como glutamato,
sustancia P, péptido relacionado con el gen de la calcitonina y otros péptidos; estas
fibras se conocen como neuronas de primer orden, ya que son las primeras en
traducir el estimulo en una sensacion. La informacion ingresada por estas fibras
llega a la protuberancia y luego al sistema nervioso central (SNC). La informacion
es recibida en el nucleo espinal del nervio trigémino y se recibe subnucleo caudal,
donde se encuentran las neuronas de segundo orden, las cuales reciben la
informacion nociceptiva dolorosa proveniente de los nociceptores primarios
aferentes. Los aferentes primarios establecen sinapsis con neuronas nociceptivas
especificas y penetran en el sistema nervioso central a través de la comisura ventral,
ascendiendo luego por el tracto espino talamico lateral hasta alcanzar los nucleos
posterolaterales ventrales del tAlamo. Los tractos espinoreticulares transportan la

informacion dolorosa, mientras que la proyeccién supraespinal involucra estructuras
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como la corteza anterior del cingulo, la corteza insular, la corteza somatosensorial

primaria y secundaria, asi como el ntcleo accumbens.*°

El objetivo de este estudio fue evaluar los cambios en la morfologia de las neuronas
von Economo en la corteza insular después de someter un estimulo nocivo a la
pulpa dental. Para ello, se aplic6 un estimulo nocivo en la pulpa dental de un
biomodelo (rata Sprague Dawley), empleando la inoculacién de una endotoxina
(LPS de E. coli). Brodzikowska et al.*! desglosan en una revision sistematica que,
dependiendo el enfoque del estudio, es el tipo de endotoxina que se puede emplear,
en el caso de inflamacioén pulpar, reportan el uso de LPS de E. coli O55:B5 y como
éste pudo inducir a las células similares a odontoblastos a la liberacién citocinas y
quimiocinas inflamatorias; con base en estos hallazgos, se demostré que se causo
un estimulo nocivo pulpar causada por una endotoxina bacteriana. Una vez
gue los animales se recuperaron de la anestesia general y se observd que la
intervencién no dificulté su capacidad de hidratarse y alimentarse, estos fueron
alojados en el bioterio. Transcurrido el tiempo experimental, se permitié que hubiera
una respuesta inflamatoria por activaciéon inmunolégica ante la endotoxina y los
biomodelos mostraran signos de dolor como la presencia de pelo erizado,
aislamiento, conducta agresiva y morderse la cola; para lo cual, durante todo el
tiempo que duro el experimento, se acudié a observar a los biomodelos y se pesaron
cada tercer dia para evitar sufrimiento animal innecesario y evitar que sufrieran de
pérdida de peso a causa del dolor dental; la principal preocupacién fue saber si el
estimulo generado en la pulpa dental del roedor indujo algin cambio conductual que
se pudiera asociar con la respuesta psicosocial al dolor, como lo han reportado

algunos cientificos.

En la literatura se han documentado las neuronas von Economo en varias especies,
incluyendo humanos, grandes simios, cetaceos, elefantes y manaties; sin embargo,
se ha refutado la idea de que los roedores posean estas neuronas. Pellicer et al.*?
emplearon la evaluacion de la actividad de la enzima NADPH-d para sugerir una
estrecha proximidad anatémica entre ciertas células con caracteristicas similares a

las neuronas von Economo; los hallazgos del presente estudio son consistentes
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con los de ellos, ya que, a diferencia de ellos, se empled la técnica de de
impregnacion de células nerviosas Golgi-Cox y asi se logro visualizar neuronas
con las caracteristicas descritas previamente por Constantin von Economo.
El método de Golgi-Cox continla siendo el mas confiable, ya que este método
permite examinar la arborizacién dendritica y la densidad espinal de manera precisa
y confiable®?; se empleé dicho método ya que, algunos de los objetivos especificos

de este estudio, fue analizar la arborizacion y longitud dendritica.
ESTIMULO MECANICO

Hanamori et al.*3 estudiaron el rol de la corteza insular durante la administracién de
un estimulo nocivo (pellizco de cola) en roedores Sprague-Dawley; la actividad en
la corteza insular se registrd utilizando microelectrodos de vidrio llenos de
pantamina azul cielo, se amplificaron las respuestas neuronales y se mostraron en
un osciloscopio; se identificaron 43 neuronas a lo largo de la corteza insular, siendo
la respuesta excitatoria la méas predominante; con estos hallazgos se infiere que la
corteza insular tiene un papel en la recepcion de informacién ante estimulo nocivo
mecanico; sin embargo, en la corteza insular hay poblacion celular de neuronas
piramidales y neuronas Von Economo, no se puede saber cudles fueron las
neuronas que registraron dicha respuesta excitatoria; en nuestro estudio, a
diferencia de ellos, se obtuvo una vision directa de la neurona y corteza de
interés, lo que permiti6 observar detalladamente los cambios que
experimentaron en respuesta al estimulo nociceptivo. Esta proximidad directa
con el fendmeno brindé una perspectiva Unica y una comprension mas profunda de
la dindmica neuronal subyacente, posibilitando una inferencia mas precisa sobre las

adaptaciones y respuestas neuronales ante estimulos nocivos.

ESTIMULO TERMICO

En el 2010, Peltz y et al.38 examinaron la estructura citoarquitecténica particular de
la insula, que presenta una regién posterior caracterizada por granularidad y una

region anterior sin granularidad, cada una vinculada a diversas areas corticales. Los
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estudios de neuroimagen funcional aportan indicios sobre la funcion de la insula en
la representacion objetiva de la intensidad del calor nocivo y del frio inocuo
graduado; plantearon que la insula podria tener un papel modulador en la
percepcion del dolor, aunque aun no se comprende completamente su conectividad
funcional durante distintos perfiles térmicos. Los hallazgos del estudio revelaron que
la insula anterior (aINS) demostro una conectividad funcional con areas cerebrales
implicadas en la interpretacion del componente afectivo-motivacional del dolor, tales
como la corteza cingulada anterior (ACC) y la corteza prefrontal. Por otro lado, la
insula posterior (pINS) exhibié una conectividad funcional con regiones cerebrales
relacionadas con la percepcion de caracteristicas sensoriales discriminativas del
dolor, como las cortezas somatosensoriales primaria y secundaria; al igual que el
estudio de Hanamori et al.*® los hallazgos exhiben similitud en relacién con el
estimulo nocivo; no obstante, no revelan la tipologia neuronal que fue activada
durante dicho periodo. Este vacio de informacion surge de restricciones éticas que
impiden la realizacion de enfoques experimentales especificos. Como resultado, la
evidencia cientifica concerniente a los cambios morfoldégicos es escasa. El
presente estudio, por ende, constituye uno de los primeros informes

cientificos en este campo.
ALGESIA

Para evaluar la respuesta a un estimulo térmico nociceptivo, se llevo a cabo la
prueba de analgesia descrita por D’Amour y Smith#4, que implica sujetar un pafio
alrededor del roedor y permitir que su cola quede expuesta para sumergirla en agua
caliente a 45°C. El método de movimiento de la cola (tail flick, en inglés) es una
forma de evaluar la sensibilidad al dolor sin necesidad de lesionar al animal, ésta
consiste en sumergir los dos tercios distales de la cola de una rata o ratén en un
bafio de agua a 52 °C. Se registra el tiempo que tarda en retirar la cola (movimiento
rapido) antes de cualquier tratamiento (valor inicial) y se compara entre los
diferentes grupos de tratamiento. Se establece un limite de tiempo de 10 segundos
para evitar dafios en la cola. Se pueden ajustar las temperaturas y los limites de

tiempo, pero no se deben superar los 55 °C, ya que esto podria causar dafo tisular
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si la cola permanece en el agua durante 10 segundos.*®; La prueba se llevé a cabo
con el proposito de determinar si hubo alguna diferencia entre el grupo experimental
y el grupo de lesion podria atribuirse al estimulo nocivo en el tejido pulpar; se
observé que los animales con pulpitis mostraron una menor latencia para retirar la
cola en comparacion con el grupo control. Al graficar los resultados, se evidencio
gue los animales inoculados con LPS en la camara pulpar mostraron una menor
latencia para retirar la cola del estimulo nociceptivo (2.4 s en promedio) en
comparaciéon con el grupo de control del estudio (3.9 s); se puede inferir que las
fibras nerviosas aferentes primarias presentes en la cola del roedor fueron capaces
de detectar la sefial térmica de manera en un corto lapso debido a la actividad
constante generada por el estimulo LPS. Dado que este estimulo fue constante (no
necesariamente crénico), se presume una activacion constante del receptor TRPV1
(activado por los cambios térmicos, en este estudio, el calor), la activacion del
receptor TRPV1 en neuronas sensoriales induce la generacion de sefiales que se
transmiten al sistema nervioso central, donde se interpretan como dolor. TRPV1 al
ser activados induce la generacion de potenciales de accion (despolarizacion de la

fibra nerviosa) que llevan informacién nociceptiva. 464

Esto sugiere que se logré inducir sensibilidad periférica a estimulos dolorosos,
aungque no se concluye si se trata de alodinia o hiperalgesia. Entonces, en un
siguiente paso de investigacion, se podria examinar los nudcleos corticales
relacionados con las respuestas emocionales al dolor y determinar qué cambios

podrian haber experimentado.
MORFOLOGIA, ARBORIZACION Y LONGITUD

Alexander Constantin von Economo describié a estas células neuronales como tipo
bipolar y tamafio considerable, localizadas en la capa 5 de dos areas cerebrales
especificas: la corteza anterior del cingulo (ACC) y la corteza frontoinsular (F1)*8,
estas neuronas han sido vinculadas con la evaluacién intuitiva y la generacién de
respuestas rapidas en entornos sociales dinamicos, debido a sus caracteristicas
morfologicas y su ubicacion anatomica. Se ha sugerido que podrian desempeiiar un

papel funcional amplio, que abarca desde la generacion de respuestas autbnomas
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hasta funciones corticales complejas, como la cognicién social.*® En 2006, Watson
et al.>%realizaron un estudio morfolégico de las neuronas Von Economo, ademas de
describir su arborizacion dendritica en el tejido nervioso de la corteza fronto-insular
y la corteza anterior del cingulo en un hombre fallecido a causa de un infarto; esto
se llevé a cabo mediante la técnica de tincion Golgi y el analisis de Sholl. Los
hallazgos indicaron que la arborizacién dendritica de las VEN era menos abundante
en comparacion con las células piramidales; sin embargo, al analizar la distancia
desde el soma en términos del orden dendritico de segundo y tercer orden, se
observo una diferencia estadisticamente significativa, que se puede atribuir al
estimulo nocivo constante. Es importante volver a resaltar que, hasta la fecha,
s6lo existen estudios sobre estas células nerviosas en humanos % 52 53 primates y
no primates.>* Con este estudio, se proporciona la primera evidencia sobre la
actividad de las neuronas von Economo frente a un estimulo nocivo pulpar en
tejido dental pulpar de roedor; su exclusiva ubicacion topogréafica dentro de la
corteza frontoinsula (FI) y la corteza anterior del cingulo (ACC) sugiere un posible
papel en la funcién socioemocional, que incluye la cognicién social y las funciones

autébnomas relacionadas.>®

Al llevar a cabo el analisis de Sholl, se determiné que la longitud total de las
neuronas en los biomodelos con pulpitis irreversible no experiment6 alteraciones
significativas en comparacion con los animales de control. Esto inicialmente
sugiri6 que la accion del LPS en la cadmara pulpar fue agresiva ante el tejido
conectivo y fibras nerviosas, posiblemente resultando en una situacién celular
similar a una necrosis pulpar, comparable a cuando el proceso carioso es tan
extenso y lleva cierto tiempo actuando sobre el tejido pulpar, causando un degenere
de éste. Sin embargo, surge la interrogante: ¢ Por qué se observan diferencias en la
prueba de algesia? Al examinar la representacién grafica de la arborizacion
dendritica, se observé aumento en la longitud en los puntos cercanos con respecto
a los controles, y al realizar el analisis estadistico, se confirmd una diferencia
significativa; esto sugiere que los cambios son localizados, quizas inicialmente
sutiles, pero lo suficientemente significativos para alterar la forma en que este

nucleo cortical modula los estimulos dolorosos bucodentales.
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Numerosos estudios han sefialado que los trastornos dolorosos pueden tener un
impacto negativo en la calidad de vida de quienes los padecen, llevando a una
disminucién en la calidad de vida y a pérdidas econdémicas debido a la posible
incapacidad laboral. Sin embargo, sélo recientemente ha surgido un interés en
comprender la relacion entre el dolor constante, a veces cronico, y la respuesta
emocional del individuo. Hasta la fecha, hay una escasez de literatura que explora
especificamente el dolor odontolégico y su posible asociacion con cambios
conductuales inducidos por neuroplasticidad en regiones como la corteza insular.
Por lo tanto, el objetivo principal de este estudio fue investigar las posibles
alteraciones morfologicas de las neuronas Von Economo en la corteza insular de
ratas Sprague-Dawley de 56 dias de edad. Uno de los desafios fue la poblacion
reducida de neuronas Von Economo en comparacion con las neuronas piramidales.
A pesar de ello, se logro identificar y mapear las neuronas en el area de interés que

cumplian con los criterios establecidos por Kolb et al.3® en 1998.

Dada la implicacion de las VEN en estos aspectos de la funcion neuropsiquiatrica,
es comprensible establecer una conexion entre alteraciones en el numero, la
estructura o la funcion de las VEN y trastornos neuropsiquiatricos como la
esquizofrenia. Abordar de manera adecuada esta conexion implica una
investigacion exhaustiva sobre los mecanismos subyacentes que vinculan las
alteraciones en las VEN con trastornos neuropsiquiatricos.>® Se requiere no sélo
identificar posibles correlaciones entre el nimero, estructura o funcion de las VEN
y la aparicién de dichos trastornos, sino también comprender como estas anomalias
contribuyen a la patogénesis y progresion de los trastornos especificos. En este
sentido, la generacion de evidencia cientifica solida es fundamental para respaldar
la implementacion de estrategias preventivas en el ambito de la odontologia. La
odontologia preventiva, al centrarse en mantener la salud oral y prevenir la
progresion de enfermedades bucodentales, puede desempefiar un papel crucial en
la reduccion del riesgo de trastornos psicologicos. Se ha establecido una estrecha
relacion entre la salud oral y el bienestar mental, con evidencia que sugiere que las

enfermedades periodontales, la pérdida dental y otras afecciones bucodentales
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pueden estar asociadas con un mayor riesgo de trastornos psicolégicos, como la

depresion y la ansiedad.

Por un lado, el tratamiento endoddntico, que se enfoca en la salud de la pulpa dental
y la eliminacion de infecciones o inflamaciones, puede aliviar el dolor y mejorar la
funcién masticatoria. Cuando se realiza de manera efectiva, este tratamiento puede
reducir la ansiedad y el estrés asociados con el dolor dental crénico, lo que
contribuye positivamente a la salud mental del paciente. Por otro lado, la
odontologia preventiva se centra en la prevencion de enfermedades dentales y en
la promocion de habitos saludables de higiene oral. Al mantener una buena salud
bucal a través de la prevencidon de caries, enfermedad periodontal y otras
afecciones, se puede mejorar la autoestima y la confianza del paciente en su
apariencia y bienestar general. Esto puede tener un impacto positivo en la salud
mental al reducir la verglienza o la incomodidad relacionada con problemas dentales

visibles.

Por lo tanto, mejorar la salud bucal mediante practicas preventivas, como la
educacién sobre higiene oral, la deteccidbn temprana y el tratamiento de
enfermedades bucodentales, podria tener un impacto positivo en la salud mental de
la poblacién. El fomento de la odontologia preventiva no solo tiene el potencial de
mejorar la salud oral, sino que también puede contribuir significativamente a la
prevencion y limitacion de trastornos de interés psicoldgico, mediante la reduccion

de factores de riesgo asociados y la promocion de estilos de vida saludable.

Basandonos en los hallazgos de la presente investigacion, se afirma que el modelo
estandar es altamente reproducible. Se logré generar evidencia que respalda la idea
que los dafios en los érganos dentarios que desencadenan inflamacion y estimulan
las vias ascendentes termo-algésicas pueden activar la corteza insular. Esta region
cerebral, como se sabe, desempefia un papel fundamental en la participaciéon en
comportamientos negativos, como el miedo y la ansiedad, pero también se ha
encontrado que la corteza insular desempefia un papel en emociones positivas,

como la felicidad; ademas de diversas funciones cognitivas. 56 57
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12.CONCLUSION

Tras explorar la relaciéon entre el dolor pulpar y los cambios morfologicos neuronales
en la corteza insular, se observaron modificaciones en el arbol dendritico de
segundo y tercer orden. Aunque no se encontraron diferencias significativas en la
longitud total, la presencia de cambios en estas ramificaciones dendriticas

sugiere la existencia de neuroplasticidad en las neuronas von Economo.
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