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2. INTRODUCCION

La pulpa es un tejido conectivo laxo altamente vascularizado e inervado, se
encuentra dentro del érgano dentario extendiéndose desde la corona hasta la raiz;
su funcion es nutrir y mantener la vitalidad del diente. Este tejido, esta protegido
por esmalte, cemento y dentina; sin embargo, una vez que ocurre una disrupcién
de esta proteccion, las bacterias y sus toxinas como el &cido lipoteicoico, penetran
en el 6rgano dentario hasta llegar a la pulpa, provocando una infeccion que
desencadena una sefalizacién de respuestas por la poblacién celular, vascular y

nerviosa del tejido, dando como resultado un proceso inflamatorio.

La inflamacion pulpar, involucra la liberacidbn de citocinas proinflamatorias,
reclutamiento de células del sistema inmune y liberacion de neuropéptidos, entre
otros componentes formando una sopa inflamatoria. Puede manifestarse con
sintomas como dolor agudo o punzante; sensibilidad al calor o al frio; o

evolucionar a un dolor crénico que afecte la respuesta emocional del individuo.

El dolor, ya sea fisico o emocional, es una sensacién desagradable que sirve
como sefal de alerta, indicandonos que algo esta fuera de equilibrio. A nivel fisico,
el dolor es una respuesta protectora del cuerpo ante lesiones o dafios,
motivandonos a tomar medidas para evitar mas dafios y permitiendo la curacion.
Sin embargo, el dolor no se limita a lo fisico; las emociones también pueden
causar malestar y angustia. Las emociones negativas como el miedo, la tristeza o
la ansiedad pueden generar un dolor emocional profundo y tener efectos
significativos en nuestra salud mental y fisica. Encima, la relacion entre lo fisico y
emocional es bidireccional: ante la presencia de dolor crénico, el estado emocional
de un individuo se puede ver afectado negativamente, asimismo, las emociones

intensas pueden alterar la percepcién del dolor.

La corteza del cingulo forma parte de una red neuronal llamada sistema limbico, el
cual una de sus funciones clave es la regulacion de las emociones y el

comportamiento. Esta corteza en particular se subdivide en varias areas con
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funciones especificas, incluyendo la corteza del cingulo anterior, una region
cerebral clave que desempefia un papel fundamental en la regulacién de
funciones cognitivas, emocionales y sociales en los seres humanos. Esta region
se ubica en la parte frontal del cerebro, justo encima del cuerpo calloso y esta
involucrada con la toma de decisiones, la empatia, procesamiento emocional y la
percepcion y regulacién del dolor. Por lo tanto, puede influir en la manera en que

experimentamos y respondemos al dolor tanto fisico como emaocional.

Las conexiones y circuitos que se establecen en el cerebro llevan al desarrollo de
diferentes pensamientos, conductas y emociones. La sinapsis de tipo excitatoria
se establece sobre minusculas protuberancias llamadas espinas dendriticas, las
cuales revisten a la neurona y tienen la capacidad de cambiar morfolégicamente
como respuesta a una gran variedad de estimulos fisiolégicos, por lo mismo, la
densidad, distribucion y forma de las espinas dendriticas pueden tener influencia
por diversos factores medioambientales como el estrés; esto puede ser llamado

neuroplasticidad.

La comprensién de como el dolor y las emociones se entrelazan es esencial para
abordar tanto el bienestar fisico como el mental de manera integral, ya que ambos

aspectos estan interconectados en la experiencia humana.

PALABRAS CLAVE

Pulpa dental, inflamacion pulpar, dolor, via ascendente del dolor, corteza del

cingulo, neurona, dolor emocional, neuroplasticidad.

3. ANTECEDENTES
3.1 ANTECEDENTES GENERALES

3.1.1 Anatomia pulpar

La pulpa dental, es un tejido conectivo laxo altamente inervado y vascularizado de

origen mesenquimatico; se encuentra encapsulada por dentina, formando el
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complejo dentino-pulpar (1). Este tejido esta delimitado con una linea de células
Unicas y especializadas; los odontoblastos. Los odontoblastos, son los encargados
de sintetizar y mineralizar dentina. Por otro lado, se consideran la primera linea
celular en tener contacto con microorganismos o sus productos; por consiguiente,

participan en la defensa del tejido (1,2).

Bajo la capa odontoblastica y una zona libre de células, se encuentran los
fibroblastos, que son las células predominantes en el tejido pulpar. Su funcién
principal consiste en la generacion de la matriz extracelular. Ademas, existen otros
tipos celulares en la pulpa, como las células mesenquimaticas de reserva y células
del sistema inmune. Las células inmunitarias, constituyen el 1% de la poblacion
celular; pueden ser encontrados macréfagos, neutrdfilos, linfocitos T y células
dendriticas. Asimismo, en conjunto con las células madre, fibroblastos y
odontoblastos, son esenciales para la iniciacion de la respuesta inmune frente a

los microorganismos de la cavidad bucal (2).

La pulpa, esta ampliamente suplida de nutrientes por una microcirculacion
compuesta de vénulas, arteriolas y capilares. Las arterias de la pulpa provienen de
los vasos periodontales, ingresan como pequefias arteriolas (3 0 mas) y se
ramifican dentro de la pulpa coronal. Su entrada se realiza a través del foramen
apical, donde contintan dividiéndose y forman un plexo subodontoblastico. Este
plexo es crucial para suministrar a los odontoblastos los nutrientes y el oxigeno

necesarios para llevar a cabo sus funciones (3).

Los capilares sanguineos de la pulpa evolucionan en vénulas de pared delgada y
mayor amplitud, las cuales se extienden a lo largo de la regién central de la pulpa.
Estas vénulas, que suelen ser una o dos, disminuyen su tamafio a medida que
atraviesan el conducto radicular y abandonan la pulpa a través de la abertura
apical. Por otra parte, la microcirculacion de la pulpa cuenta con mecanismos para
llevar a cabo el control de la presion del tejido, mediante vasodilatacion y

absorcion de liquido intersticial (1,3).

El tejido pulpar dental posee un sistema sensorial exclusivo que mayormente

provoca sensaciones dolorosas en respuesta a diversos estimulos externos. Se ha
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demostrado que entre el 70% y el 90% de los axones presentes en la pulpa dental
son fibras "C" no mielinizadas, y la proporcion restante (10-30%) comprende
pequefias fibras "A" mielinizadas (4). Las fibras nerviosas, al igual que la
microcirculacion entran por el foramen apical como un paquete vasculonervioso. Al
llegar a la pulpa coronal, en la parte subodontoblastica, estas fibras nerviosas se
diversifican, formando el plexo de Rashkow. Las terminales nerviosas del plexo de
Rashkow, pueden seguir a los procesos odontoblasticos dentro de los tdbulos

dentinarios (1,2).

A pesar de que la mayoria de los axones dentro de la pulpa dental carecen de
mielina, la mayoria de las neuronas sensoriales que proveen inervacién a la pulpa
dental en el ganglio trigeminal (TG) son de tamafio grande y mediano. Estas
neuronas suelen estar vinculadas con las fibras mielinizadas grandes "AB" y las

fibras mielinizadas pequefas "Ad", respectivamente (4).

Por dltimo, las fibras simpaticas de la pulpa dental se encuentran en menor
concentracion y muy cerca de los vasos sanguineos. Ademas, inhiben la sintesis
de citocinas proinflamatorias, estimulan la produccién de citocinas antinflamatorias
y tienen efecto estimulante en los odontoblastos para la produccion de dentina

terciaria (1).

3.1.2. Inflamacion pulpar

La dentina, es una estructura que rodea al tejido pulpar, es porosa debido a la
presencia de tubulos dentinarios y estd compuesta por tejido conectivo
mineralizado; constituido por hidroxiapatita y fibras de colageno. Una vez que se
elimina el esmalte, que funciona como una barrera protectora; la dentina queda
expuesta y los tubulos dentinarios funcionan como canales de difusion hacia el

tejido pulpar (5).

La entrada de microorganismos en la pulpa dental se produce debido a cambios
en la integridad del érgano dentario, desencadenados por diversos procesos como
caries, microfracturas en el esmalte o fracturas resultantes de traumatismos (5,6).
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La inflamacion es la consecuencia de la reaccion del organismo al dafio en la
pulpa, causado por la presencia de bacterias patdbgenas o sus subproductos. Si la
inflamacion persiste, puede generar dolor y, con el tiempo, llevar a la destruccion

total del tejido pulpar (6).

Los lipopolisacéridos (LPS) y el &cido lipoteicoico (LTA) son generados por
diversas bacterias cariogénicas como S. mutans, S. sobrinus y lactobacilos, y
estan vinculados a la hipersensibilidad o dolor debido a su capacidad para activar

el sistema inmunolégico innato (5,6).

De acuerdo con Galler et al. (2021), la primera barrera de defensa de la pulpa es
la capa odontoblastica que se encuentra en la periferia del tejido. Estas células,
cuentan con receptores tipo Toll y tipo NOD, lo que les confiere la capacidad de
reconocer patdégenos y comenzar la respuesta inflamatoria. Por consiguiente,
existe la liberacién de citocinas proinflamatorias como interleucina — 1 (IL-1) y
factor de necrosis tumoral alfa (TNF- a), que tienen la capacidad de reclutar
células como neutrofilos y monocitos al sitio de infeccion (2). A su vez, los
odontoblastos liberan quimiocinas como CCL2, que tienen como funcién la
atraccion de células dendriticas, que, de igual forma, tienen la capacidad de
reclutar células inmunitarias y, ademas, funcionan como células fagocitarias y

presentadoras de antigeno, al igual que los macrofagos (6).

Referente a Yu y Abbott (2018) y Galler et al. (2021), las fibras nerviosas y el
sistema micro circulatorio presentes en la pulpa dental, tienen un papel importante
en el proceso inflamatorio. La interaccion de estas dos estructuras ayuda a
mantener la homeostasis del tejido pulpar; a su vez, cuando el tejido se siente
amenazado y es estimulado por patdégenos, las fibras nerviosas (mielinicas y
amielinicas) son inducidas para secretar neuropéptidos (1,2). La sustancia P (SP),
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), neuroquinina A,
neuropéptido Y (NY) y péptido intestinal vasoactivo (VIP), son liberados en

direccién antidromica (1).

La liberacion de CGRP y SP por las terminaciones nerviosas, conduce a una

vasodilatacion y aumento de permeabilidad vascular. Sin embargo, es importante
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mencionar que no son las Unicas funciones de los neuropéptidos, también
proporciona sefales paracrinas a los odontoblastos y otras células presentes para
informar sobre el estado de la pulpa, participa en el control del fuljo sanguineo, asi
como la presion del tejido pulpar. Ademas, atraen y activan directamente a las
células del sistema inmune y promueven la liberacién de citocinas proinflamatorias
como IL-1y TNF-a (1).

Todos los eventos descritos anteriormente, contribuyen a una cadena de
sefalizacion que aumenta la excitabilidad de los nociceptores, siendo un

importante mecanismo de dolor pulpar periférico (1,7).

3.1.3 Dolor

El dolor, es definido como una experiencia sensorial y emocional desagradable, es
subjetivo, multidimensional y actia como sefial de alerta ante un dafio a los tejidos
del cuerpo (8,9). Se puede clasificar al dolor por su duracibn como agudo y
cronico, o por la causa que esta generandolo como nociceptivo, neuropético,

inflamatorio y neurovascular (8).

El dolor agudo surge como respuesta a estimulos nocivos resultantes de un dafio
tisular, y su intensidad estd directamente vinculada al grado de la lesion. Se

caracteriza por ser repentino, fuerte y focalizado de manera precisa (8,10).

Por el contrario, el dolor crénico es una experiencia diferente ya que convierte el
dolor agudo en un fendbmeno que no solo afecta fisicamente al paciente, sino
también puede padecer estrés, ansiedad o depresion; impactando en las
emociones, el trabajo o las interacciones sociales (8,10,11). Ademas, se

caracteriza por ser sostenido, persistente, excesivo y difuso (8).
Via ascendente del dolor

Los nociceptores periféricos, ubicados en las terminaciones nerviosas libres de las
fioras A 'y C de las neuronas de primer orden, detectan la sefalizacion de
estimulos perjudiciales, como el dafio tisular o la presencia de un proceso

inflamatorio (12).
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Las neuronas de primer orden, que tienen su soma en el ganglio del trigémino,
realizan sinapsis con las neuronas de segundo orden en el nucleo espinal del
trigémino, encontrado en el asta dorsal del tronco encefalico (8,9,11). El nucleo
espinal de trigémino est4d compuesto por tres subnucleos: oralis, interpolaris y
caudalis; siendo el subnucleo caudalis la regiébn en donde se lleva a cabo la

sefalizacion entre neuronas de primer y segundo orden (8,9).

Las neuronas de segundo orden, también denominadas neuronas de amplio rango
dindmico, cruzan y ascienden contra lateralmente a través del tracto
espinotaldmico. Transmiten la sefial a las neuronas de tercer orden ubicadas en el
talamo, las cuales finalmente proyectaran hacia la corteza cerebral (8,9,11). La
percepcion del dolor recae principalmente en la corteza somatosensorial primaria.
No obstante, hay neuronas de tercer orden que finalizan en otras estructuras,
como la corteza cingular e insular, permitiendo la percepcion de sensaciones

dolorosas que no son localizadas, poseen un caracter sordo y resultan dolorosas
(8).
Sensibilizacién periférica

Cuando se produce un dafio, los nociceptores experimentan un aumento en la
excitabilidad de las neuronas de primer orden debido a estimulos repetidos. En
este contexto, tres factores pueden propiciar la sensibilizacion periférica: la
liberacion de neuropéptidos, la presencia de macréfagos y la participacion de las

células gliales (11,12).

Los neuropéptidos, como SP, CGRP o glutamato, modulan la actividad de
neuronas del ganglio del trigémino no dafiadas; aumentando la excitabilidad de los
nociceptores. También, las células de la glia, se consideran componentes
esenciales en la provocacion de dolor después de un dafio o inflamacion. Por
altimo, los macréfagos, son moduladores que inician la respuesta reparadora del
tejido mediante la liberacion de citocinas (IL-1, IL-6, TNFa), quimiocinas y

neuropéptidos; provocando una hiper excitacion (12).
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Al mismo tiempo, existe un aumento de la expresion de los canales de sodio, que
llevara a la disminucion de los canales de potasio; por consiguiente, la evolucion a

un dolor crénico (12).
Sensibilizacién central

Cuando ocurre el dafio en la fibra nerviosa o hay presencia de inflamacion
persistente, el bombardeo de potenciales de accion y el aumento en la liberaciéon
de SP, CGRP y glutamato de las neuronas primarias aferentes; conlleva a la
disminucién del umbral de potencial de accion de la neurona de segundo orden,
ocasionando una reduccién de sintesis de GABA, y en consecuencia un aumento
de la excitabilidad de las neuronas. Un factor importante para el comienzo de la
sensibilizacion central es la activacion de receptores NMDA en las neuronas de
segundo orden; estos receptores permiten la transmisién de dolor de manera

ascendente (11).

La constante estimulacién de las fibras nerviosas, como rangos repetidos de bajo
estimulo y la accion de los neuropéptidos, células del sistema inmune y aumento
en la concentracion de citocinas, conducen a la hiperexcitacion que se ve
manifestada como hiperalgesia; dada por la despolarizacion y neuroplasticidad de
las fibras nerviosas (9,12). Por otro lado, existe la reorganizacion fenotipica en la
expansion del campo receptor y terminacion de neuronas sensoriales

mecanorreceptoras, dando como resultado la manifestacion de alodinia (11).

Asi mismo, el aumento de la sintesis de éxido nitrico (NO), provoca la excitabilidad
alterada de las neuronas. Por ejemplo, en neuronas no dafiadas, provoca la
sensibilizacién a nivel del ganglio del trigemino; en cambio, el aumento de la

excitabilidad en neuronas dafiadas genera la presencia de dolor persistente (12).

3.1.4 Dolor emocional

El dolor es una experiencia multidimensional debido a que influyen factores
sensoriales, emocionales, cognitivos y culturales. En consecuencia, la percepcion

del dolor desencadena cambios quimicos en la parte cognitiva del cerebro (13,14).
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Muchos sistemas humorales y cognitivos son activados cada vez que percibimos
dolor. En cuanto al dolor emocional, tiene la capacidad de privar al sujeto que lo
padece de llevar a cabo actividades del dia a dia; ademds, junto con el estrés
pueden llevar a situaciones angustiosas que exacerban o desencadenan dolor
fisico (13). Pongamos por caso la ansiedad relacionada con el dolor; cuenta con
cuatro caracteristicas: pensamientos de miedo sobre el dolor o sus consecuencias,
sintomas de ansiedad cognitiva, sintomas de ansiedad somética Yy
escape/evitacion del dolor; La quinesofobia, definida como un miedo excesivo e
irracional al movimiento o a la presencia de una nueva lesion, es un aspecto

caracteristico del dolor y la ansiedad (15).

Es importante mencionar que, independientemente de la fuente o caracter, el dolor
proviene de un proceso inflamatorio. Es decir, la inflamacion desencadena la
liberacibn de diferentes factores como citocinas, neuropéptidos, factores de
crecimiento y neurotransmisores que influyen en los cambios bioquimicos que
conllevan a la percepcion del dolor. En relacion con el dolor fisico y emocional, los
cambios bioguimicos son similares; por ejemplo, se ha demostrado que personas

con depresion expresan citocinas como IL-2, IL-6, IL-8, IL10 y TNFa (13).

El dolor crénico, puede generar cambios en diferentes regiones del cerebro,
activando ademas de la percepcion del dolor; la memoria y la cognicion.
Concretamente, dependiendo del tipo de estimulo, posicién y frecuencia de los
nociceptores pueden ser activadas estructuras como la corteza somatosensorial,
corteza del cingulo y cerebro anterior, estructuras relacionadas con el estrés,
rechazo social y alienacion (13,14). En conclusién, el dolor y las emociones tienen

la capacidad de modularse e influirse mutuamente a través diferentes vias (13,15).
3.1.5 Corteza del cingulo

La corteza del cingulo, una estructura cerebral fundamental del sistema limbico
forma parte de una red de estructuras cerebrales dedicadas a las emociones, la

memoria y la toma de decisiones. Situada en la region central del cerebro, justo

por encima del cuerpo calloso, la cual actia como la estructura divisoria entre los
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dos hemisferios cerebrales (16). De acuerdo con Rolls et al. (2019), la corteza del
cingulo se divide en tres partes: corteza anterior, corteza media y corteza posterior
(16).

La corteza anterior del cingulo esté relacionada con el procesamiento emocional y
la regulacion de las respuestas emocionales; también estd involucrada en la
resolucidon de conflictos y la toma de decisiones morales. Esta region cerebral se
activa en situaciones que implican la evaluacion de recompensas, la deteccion de
errores y el control cognitivo. Adicionalmente, también es activada al momento de
la modulacién del dolor tanto emocional como fisico (16,17). Por otro lado, la
corteza del cingulo posterior juega un papel esencial en la memoria y la
orientacion espacial. Ayuda a integrar informacion sobre la ubicacion del cuerpo en
el espacio y esta involucrada en la navegacion y el recuerdo de eventos pasados
(17-19).

Ambas partes de la corteza del cingulo estan interconectadas con otras regiones
cerebrales, como el hipocampo, la amigdala y la corteza prefrontal, formando una
red compleja de circuitos neuronales que contribuyen a las funciones emocionales
y cognitivas (17,19). Ademas de sus funciones basicas, la corteza del cingulo
también ha sido objeto de investigacion en el contexto de trastornos mentales y
neuroldgicos, como la depresién, la ansiedad, la esquizofrenia y la enfermedad de
Alzheimer (17).

3.1.6 Plasticidad de las espinas dendriticas

En 1888, Ramon y Cajal (20,21). describid un elemento fundamental en el
complejo e interesante mundo de las neuronas, las espinas dendriticas. Gracias a
estas pequefas protuberancias que se encuentran en las dendritas, se puede
llevar a cabo la comunicacién neuronal. Cabe destacar que, la mayoria de las
sinapsis de tipo excitatorio se dan sobre estas estructuras; ademas, el almacén de

informacion esta dado por la aparicién o eliminacion de estas estructuras.

En primer lugar, su morfologia Unica permite una conexion sinaptica mas

especifica. Las espinas dendriticas son mindsculas protuberancias
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protoplasmaticas que revisten la superficie de muchas neuronas. Su estructura
consta de tres elementos basicos: la base que se encuentra en el cruce con el eje
principal de la dendrita, el cuello y la cabeza (que entra en contacto con el axdn)
(20). Generalmente, estas espinas se clasifican en 4 tipos de acuerdo con su

morfologia:

e Espinas delgadas: tienen una cabeza pequefia y se consideran poco
estables (20).

e Espinas cortas sin cuello: al carecer de un cuello distintivo, la conexion
entre la espina y la dendrita es mas directa, lo que potencialmente puede
influir en la eficacia de la comunicacion sindptica en esa region particular
(20).

e Espina en forma de hongo: tiene una cabeza mas grande y una base mas
estrecha. Se cree que las espinas en forma de hongo estan asociadas con
una mayor estabilidad sinaptica y pueden ser cruciales para la
consolidacion a largo plazo de la memoria (20).

e Espinas ramificadas o en forma de copa con dos cabezas unidas a un anico
cuello estrecho: esta morfologia especifica sugiere una conexién sinaptica
mas compleja y posiblemente una mayor capacidad de integracion de

sefales (21).

Se ha observado que las espinas dendriticas pueden aumentar o disminuir de
tamafio en respuesta a la estimulacion sinaptica, lo que sugiere un papel clave en
la plasticidad cerebral a largo plazo. Este proceso es esencial para adaptarse a
nuevas experiencias y aprendizajes, permitiendo que la red neuronal se moldee y

optimice para mejorar el procesamiento de la informacién (21).

El cambio de forma de las espinas dendriticas, conocido como plasticidad
sinaptica, es un fenémeno dindmico que ocurre en respuesta a la actividad
neuronal. Hay varios mecanismos involucrados en este proceso: A) actividad
singptica: La principal fuerza impulsora detrds del cambio en las espinas
dendriticas es la actividad sinaptica. Cuando una sinapsis es estimulada

repetidamente, ya sea debido a la entrada de otras neuronas o a la activacion
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local, desencadena cambios en la espina. B) Potenciacion a Largo Plazo (LTP): La
LTP es un fendbmeno en el que la estimulacion repetida de una sinapsis refuerza la
eficacia de la transmision sinaptica. En el contexto de las espinas dendriticas, la
LTP a menudo conduce al aumento de tamafio de la espina y a la formacion de
nuevas sinapsis. C) Depresion a Largo Plazo (LTD): Contrariamente a la LTP, la
LTD debilita la eficacia de la transmision sindptica. Esto puede resultar en la
retraccion de una espina dendritica o incluso en su eliminacion. La LTD es
esencial para equilibrar la fuerza de las sinapsis y para el olvido selectivo. D)
Cambios en la Actividad Celular: Factores intracelulares, como la concentracion de
calcio en la célula, también pueden influir en la forma de las espinas dendriticas.
La entrada de calcio desencadenada por la actividad sinaptica juega un papel
crucial en la modulacién de las espinas. E) Participacion de Filamentos de Actina:
El citoesqueleto de actina en las espinas dendriticas es dinamico y susceptible de
cambio. La remodelacion de la actina es esencial para los cambios morfolégicos
en las espinas. La polimerizacion y despolimerizacion de los filamentos de actina

permiten la expansion o retraccion de las espinas (20,21).

3.2 ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Al emprender la revision bibliografica en busca de antecedentes especificos
relacionados con el tema de investigacion, se ha constatado una escasa presencia
de literatura que aborde aspectos similares al enfoque propuesto. Aungue no
existan investigaciones especificas sobre este tema, se ha recurrido a estudios
relacionados que, proporcionan valiosas percepciones sobre la adaptacion

neuronal en condiciones similares.

La interpretacion cuidadosa de estos antecedentes especificos permite establecer
conexiones tedricas que sugieren la posibilidad de cambios en la morfologia

neuronal en respuesta a estimulos similares.

Segun Yang Z et al. (2018). la excitabilidad intrinseca de la capa Il/lll de neuronas
piramidales de la corteza anterior del cingulo en dolor neuropatico, incluyendo la
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curva de entrada-salida, el intervalo entre picos, el umbral de picos y el periodo
refractario. Realizaron registros de “patch clamp” (una técnica para medir el
funcionamiento celular de forma eléctrico) de células nerviosas para estudiar la
transmision sinaptica y la excitabilidad intrinseca neuronal 1 semana después de
la lesion nerviosa preservada o la operacion simulada en ratones macho
C57BL/6J. Como conclusion, el estudio demostr6 una mayor excitabilidad
intrinseca y una menor precisiéon de sincronizaciéon de los picos en las neuronas

piramidales de capa IlI/lll de ACC en ratones con dolor neuropatico (22).

Banerjee et al. (2011). Probaron la hip6tesis de que la presencia de acido gastrico
en el eséfago en los primeros afios de vida da como resultado una modulacion a
largo plazo de la neuroplasticidad de la corteza del cingulo. Evaluaron las
subunidades del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) en tejidos rostrales de ratas
Sprague-Dawley expuestas a acido gastrico durante los dias postnatales y/o de
forma aguda, en adultos. Obteniendo como resultados que la exposiciébn aguda
provoca un aumento transitorio en la expresion de las subunidades del receptor
NMDA (23).

Con respecto a Murugappan et al. (2019). Investigaron el rendimiento de la toma
de decisiones y las alteraciones neuronales en el circuito del nucleo espinal del
trigémino y el circuito neuronal de la corteza cingulada anterior (ACC) en ratas
macho Sprague-Dawley con dolor neuropatico cronico del trigémino. Se realiz6
constriccion crénica del nervio infraorbitario y se evalué la presencia de alodinia
hasta 30 dias después de la cirugia; se realizé un registro electrofisiolégico de las
respuestas al estimulo nocivo. Los resultados obtenidos indican que, la lesién y la
presencia de dolor cronico condujo a una disminucion de la proporcién de buena
toma de decisiones de las ratas. Ademas, los registros electrofisiolégicos
mostraron la potenciacion sinaptica de larga duracion, lo que indica atrofia de las

vainas de mielina (24).
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4. PLANTEAMIENTO Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

El dolor se define como una sensacion multidimensional y desagradable que actia
como un mecanismo de defensa, se manifiesta tanto en el ambito fisico como

emocional y es interpretado de manera individual por quienes lo experimentan.

En el campo de la endodoncia, el dolor surge como la complicacién principal a
abordar. Este puede presentarse de manera localizada o referida, acompafado de
fenébmenos como alodinia e hiperalgesia. Agravando la situacion, los pacientes
acuden a la consulta con una carga considerable de irritabilidad emocional,
dificultando la interaccion debido a limitaciones en acciones cotidianas como

comer 0 comunicarse.

En el centro de esta problematica yace la capacidad de las neuronas para
modificar su morfologia como respuesta al dolor. La adaptacion neuronal, reflejada
en cambios en las espinas dendriticas, no solo contribuye a la sensibilizacion,
intensificando la percepcién del dolor, sino que también complica el diagnéstico y

tratamiento.

La conexion entre la adaptacién neuronal y la vivencia emocional del paciente se
rige como un elemento crucial. Las alteraciones en la morfologia de las espinas
dendriticas no solo impactan la transmision de sefales dolorosas, sino que
también pueden ser un factor subyacente en la irritabilidad emocional observada
en pacientes de endodoncia. Comprender como estas modificaciones contribuyen
a esta dindmica compleja resulta esencial para mejorar tanto el diagnéstico como

el abordaje del dolor en el contexto endodontico.
Por lo tanto, surge la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Existe alteracion en la morfologia y densidad de las espinas dendriticas de las

neuronas del cingulo en animales con exposicion pulpar?
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5. JUSTIFICACION

La presencia de caries profunda, fisuras o fracturas con exposicion pulpar
desencadena respuestas inmunolégicas e inflamatorias en la pulpa dental. En el
caso de una inflamacion persistente, originada por la proliferacion de

microorganismos, se puede llegar a una necrosis pulpar.

Este proceso inflamatorio constante activa las terminaciones nerviosas en el tejido
pulpar, generando una sefial de dolor crénico. En el &mbito de la endodoncia,
donde el dolor es un desafio diario, esta situacion dificulta tanto el diagndstico

como el manejo de posibles afecciones.

El dolor, como sefial de alerta, puede transformarse en un estimulo discapacitante
que afecta la respuesta emocional del individuo. Es en este contexto que se
vuelve crucial explorar cambios morfolégicos en la corteza del cingulo, una

estructura asociada con el dolor emocional o psicoldgico.

La plasticidad morfolégica en las espinas dendriticas de las neuronas del cingulo
se presenta como una pieza clave. Estudiar como estas espinas se modifican en
respuesta a la exposiciéon pulpar y al dolor crénico no solo aporta a la endodoncia,
mejorando diagndésticos y tratamientos, sino que también proporciona una ventana

Gnica hacia los mecanismos adaptativos del sistema nervioso central.

Entender la relacién entre la exposicién pulpar, la morfologia neuronal y el dolor
cronico no solo amplia nuestra perspectiva sobre la respuesta al dolor, sino que

también abre posibilidades de intervenciones clinicas y terapéuticas.

En resumen, este estudio no solo impactara positivamente en la practica de la
endodoncia, sino que también podria contribuir significativamente a la
comprension general de los procesos neurobiolégicos asociados con el dolor

cronico y su conexién con la experiencia emocional.

6. HIPOTESIS
6.1 Hipdtesis cientifica
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Los estimulos nocivos inducidos por exposicion de la pulpa dental inducen el
cambio en la forma y densidad de espinas dendriticas de neuronas de la corteza

anterior del cingulo.
6.2 Hipotesis nula
Los estimulos nocivos inducidos por exposicién de la pulpa dental no inducen el

cambio en la forma de espinas dendriticas de neuronas de la corteza anterior del

cingulo.

7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

e Determinar la asociacion entre la exposicion de la pulpa dental y la
plasticidad morfolégica de las espinas dendriticas en la Corteza Anterior del

Cingulo.
7.2 Objetivos especificos
1. Inducir comunicacion pulpar en los primeros y segundos molares de ratas
Sprague Dawley.
2. Conducir evaluaciones de algesia previas a la eutanasia mediante pruebas
especificas como el tail-flick test.
Evaluar la densidad dendritica en las dendritas de las neuronas.

4. Realizar la tipificacion de las espinas dendriticas, considerando sus formas

tales como hongo, delgadas, enanas y filopodio.

8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Disefo del estudio

Disefio Experimental.

Transversal, analitico, de cohorte y prospectivo.
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In- vivo
Ex- vivo

8.2 Poblacion y muestra

Poblacion: 20 ratas macho de la cepa Sprague Dawley.

Muestra: neuronas von Economo encontradas en la corteza anterior del cingulo,

fragmentos dendriticos.

8.3 Criterios de seleccion
Inclusion:

v' Cepa Sprague Dawley macho de 28 dias de edad.

v" Tejido nervioso que no se encuentre fragmentado y que no dificulte la

observacion del area de interés.
Para el analisis del tejido:
v' Correcta tincién de la neurona.
v" Neurona no fragmentada.

v" Que se encuentre lo suficientemente aislada para distinguir las dendritas de

la neurona elegida.
Exclusion:

v' Ratas que no pertenezcan a la cepa Sprague Dawley y aquellas cuya edad

no esté dentro del rango de 28 dias.
v Tejido nervioso fragmentado.
Para el analisis del tejido:
v" Neurona no definida.

v" Neurona fragmentada.
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v" Que no se encuentre lo suficientemente aislada para poder distinguir las

dendritas.
8.4 Variables
Tabla 1 Variables denpendientes
Variable Definicion conceptual  Definicion Categoria
dependiente operacional
Neurona Célula del sistema Localizacion y Descriptiva
nervioso central que es eleccién de la célula
afectada por estimulos en el nucleo de
periféricos interés.  Buscando
que esté bien
tefida, completa y
aislada para poder
dibujarla.
Tipificacion de Son pequefias Identificar y Cuantitativa y
espinas protuberancias visualizar a través descriptiva
dendriticas citoplasmaticas de las del microscopio las
dendritas, su morfologia espinas dendriticas.
es modificada y puede Diferenciando las
sugerir la presencia de siguientes formas:
alteraciones en la filopodio, en hongo,
comunicacion sinaptica.  delgada y cortas sin
cuello.
Densidad de Cantidad de espinas por Visualizar a través Cuantitativa
espinas cada 10 micrometros de de un objetivo de
dendriticas longitud. inmersion (110x) de

un microscopio
Leica DM1000 las
dendritas mas
distales de las
neuronas dibujadas
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previamente a 40x.

Inflamacion Respuesta del tejido Presencia y Cuantitativa
pulpar pulpar ante un estimulo magnitud de la descriptiva
irritante o dafiino. inflamacion en la
pulpa dental
evaluada a través
de la tincion de
hematoxilina y
eosina.
Dolor Sensacién Evaluar a través de Cuantitativa
desagradable, subjetiva la prueba “Tail-flick”. nominal
y multidimensional Si/No
asociado a un potencial
o real dafo de los
tejidos y que se expresa
en términos de dicho
dafo. (IASP,2019)
Variable Definicion Definicion Categoria
independiente conceptual operacional

Tabla 2 Variable independiente
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Exposicion
pulpar

Estimulo mecanico,
quimico o térmico
que se vuelve nocivo
ante una exposicion
prolongada,
provocando dafno
tisular. Este estimulo
es captado por
receptores periféricos
que transmiten la
informacion a nivel
central.

8.5 Concordanciay fiabilidad

Realizar exposicion
con fresas (equipo
estomatolégico) en
primer molar maxilar
superior derecho o
izquierdo;
posteriormente
evaluar clinicamente
datos de inflamacion
en la zona expuesta.

Cuantitativa nominal

Si/No

Se aprobd un curso sobre manejo y cuidado de animales de laboratorio en el

Bioterio Central “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad Auténoma de

Puebla, con el objetivo de aprender las técnicas necesarias para trabajar con los

animales de laboratorio de manera adecuada.

Posteriormente, en el laboratorio de fisiologia de la Facultad de Estomatologia y

con la guia de un experto, se realizaron las reproducciones bidimensionales de las

neuronas del nucleo de interés. Para lograrlo, se llevaron a cabo las siguientes

actividades:

1. Entrenamiento en el manejo y uso del microscopio 6ptico simple.

2. Adiestramiento en el uso de la camara lUcida.

3. ldentificacion del ndcleo de interés en el microscopio.

4. Realizacion de dibujos de 10 neuronas, Yy tipificacion de las espinas

dendriticas.

5. Comparacion de los resultados obtenidos con los del experto.

6. Validacion del

proceso mediante el

analisis estadistico denominado

"Coeficiente de Correlacion Intraclase”, considerando que un valor entre

0.61 y 0.80 indicaba que el alumno estaba estandarizado.
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9.6 Ubicacion espacio-temporal

Este proyecto se realizO en el laboratorio de Fisiologia de la Facultad de
Estomatologia de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (BUAP).

9.7 Procedimientos, técnicas y fuentes de recoleccion

Para este proyecto se utilizaron ratas de la cepa Sprague-Dawley, proporcionadas
por el bioterio “Claude Bernard” de la BUAP.

8.7.1 Cuidado de los animales
Todos los procedimientos se realizaron conforme a lo estipulado en la norma
NOM-062-ZOO para el cuidado y manejo de animales de laboratorio.

Las ratas fueron criadas y mantenidas en condiciones ambientales ideales, que

incluyeron:

o Temperatura: 18° a 26°C, ideal de 22°C.

o Humedad: 40-70%.

e Aire: 15 a 20 cambios por hora.

e Ruido: no més de 85 dB.

e Ciclo de luz: 12 horas de luz por 12 horas de oscuridad.

e [Espacio: 150 cmz2 por cada 200 g de peso.
Se garantizo el libre acceso a comida y agua durante todo el proceso.
8.7.2 Seleccidn de grupos
Se seleccionaron 20 ratas macho de la cepa Sprague Dawley, con una edad de 28
dias y un rango de peso entre 80 y 120 g.

8.7.3 Marcaje de los animales
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Figura 1 Distribucion de 20 ratas macho Sprague Dawley tras la asignacion aleatoria. Los roedores marcados con tinta
azul fueron los asingados al grupo lesion, mientras que los marcados con tinta negra pertenecieron al grupo control.
(Fuente propia).

Una vez seleccionadas las ratas, se les asigné un numero aleatorio del 1 al 10.
Diez ratas formaron el "grupo sham" (falsa lesion o control), mientras que las otras
diez conformaron el "grupo lesion" (Figura 1). Posteriormente, se pesaron los 20
roedores para determinar la dosis exacta de anestésico que se administraria

durante el procedimiento quirargico.

Ambos grupos fueron monitoreados cada dia para verificar el cumplimiento de los
estandares de cuidado. Ademas, cada rata fue pesada con la misma periodicidad
para llevar un registro durante todo el proceso. El monitoreo del peso se inicio
después de realizar la comunicaciéon pulpar, aunque los cuidados ambientales se

implementaron desde el nacimiento de las ratas.

8.7.4 Comunicacion pulpar
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Se registraron los pesos de cada animal para calcular el volumen exacto de
anestésico necesario. La comunicacion pulpar directa se llevd a cabo en los
primeros y segundos molares inferiores derechos de la mandibula, en el

laboratorio de Fisiologia de la Facultad de Estomatologia de la BUAP.

El procedimiento comenz6 con la administracion de anestesia (Ketamina/Xilacina)
a una dosis de 0.2 ml/100 g de peso, administrada via intraperitoneal (Figura 2).
Las ratas fueron tratadas en orden ascendente segun su numeracion.
En el grupo control, solo se administré anestesia sin realizar ningun procedimiento
adicional. En el grupo lesién, una vez alcanzado el efecto anestésico esperado, se
llevé a cabo la comunicacion pulpar utilizando una pieza de alta velocidad (W&H,
Austria) y una fresa de ¥4 de bola de carburo (SSA White, EUA). La técnica fue
asistida a cuatro manos para garantizar el cuidado y conservacion de los tejidos
(Figura 3) (Figura 4).

Durante el procedimiento, se mantuvieron las condiciones Optimas de temperatura

y acceso a las vias aéreas para evitar el deceso de los roedores por hipotermia

inducida por la anestesia.

Figura 2 Administracion de anestesia a los
roedores. Los roedores fueron anestesiados con
Ketamina/Xilacina al 2% mediante via
intraperitoneal. (Fuente propia)
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Figura 3 Roedor bajo anestesia general. Roedor colocado en la plataforma
de trabajo, previamente a la realizacion de la comunicacion pulpar.
(Fuente propia)

Figura 4 Comunicacion pulpar con técnica asistida. Procedimiento de comunicacion pulpar realizado
con técnica a 4 manos para garantizar precision y cuidado de los tejidos. (Fuente propia)
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Tras la comunicacion pulpar, se esperé la recuperacion total de los animales antes
de devolverlos al bioterio central “Claude Bernard”, donde fueron supervisados por
personal capacitado. Ambos grupos fueron pesados y monitoreados diario hasta

completar un periodo de 5 dias con la cavidad expuesta al medio bucal.

8.7.5 Eutanasia de los animales

Al cumplir los 5 dias, se procedi6 a realizar la eutanasia de los roedores.
Para este procedimiento, se registré el peso de cada una de las ratas para calcular
y administrar la solucion anestésica adecuada. Las ratas fueron anestesiadas con
una dosis de Ketamina/Xilacina al 2% y se llevo a cabo la técnica de fijacion por
perfusidon, que consistié en perfundir solucién salina al 0.9% a través del ventriculo
izquierdo. Este procedimiento permitié la extraccion del tejido nervioso, que era el

objetivo del estudio.

8.7.6 Impregnacion con solucion de Golgi-Cox

Cada uno de los cerebros extraidos fue inmerso en 20 ml de solucion Golgi-Cox,
contenida en frascos dmbar individuales para evitar el paso de luz y mantener el
tejido en condiciones Optimas para una correcta fijacion.

La impregnacion con esta soluciéon fue selectiva para las células nerviosas y sus

prolongaciones dendriticas (25).

La solucion de Golgi-Cox estaba compuesta por:
o Dicromato de potasio (K,Cr,0,) 170 mM.
e Cloruro de mercurio (HgCl;) 200 mM.
« Cromato de potasio (K,CrO,) 200 mM.

La impregnacion del tejido se realizé durante 5 dias, tras lo cual se filtr6 la solucion
para eliminar el precipitado formado. Posteriormente, los cerebros se colocaron
nuevamente en la solucién renovada, con un tiempo total de almacenaje de 14

dias (Figura 5).

36



8.7.7 Impregnacion del tejido con solucién de sacarosa

Después de 14 dias, la solucion Golgi-Cox fue retirada de los recipientes y
sustituida por una solucion de sacarosa al 30%. Esta solucion confirié flexibilidad
al tejido para minimizar el riesgo de fractura durante los cortes. Al cambiar la
solucion, el tejido fue dividido en dos hemisferios (izquierdo y derecho) mediante
un corte sagital. Los cerebros se almacenaron en completa oscuridad durante 3

dias adicionales.

Figura 5 Impregnacion de cerebros en solucion Golgi-Cox. Cerebros inmersos en 20 ml de
solucién Golgi-Cox, contenida en frascos dmbar individuales para evitar el paso de luz.

8.7.8 Corte del tejido nervioso

Al finalizar el periodo de impregnacion, se retiré el excedente de solucion, y cada
cerebro se monto en la platina de un vibrotomo motorizado modelo MA752. Este
se sumergié en solucién de sacarosa a temperatura ambiente hasta que el tejido

quedd completamente cubierto.
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El tejido fue seccionado en orientacion coronal, con un grosor de 200 micras por
corte, y se colocd en laminillas previamente gelatinizadas al 2% bajo presién
(Figura 6, Figura 7). Las laminillas fueron mantenidas en una camara humeda para

su posterior revelado (26).

X “1’4
/
: §
* Figura 7 Cerebro de rata Sprague-Dawley
Figura 6 Cerebro de rata Sprague-Dawley colocado colocado en platina del vibrotomo. (Fuente

en platina del vibrotomo. (Fuente propia) propia)

8.7.9 Revelado del tejido
Los cortes obtenidos se sometieron a un proceso de revelado que incluyé los
siguientes pasos:

1. Enjuague con agua destilada durante 1 minuto.

2. Tratamiento con hidréxido de amonio durante 30 minutos.

3. Enjuague con agua destilada durante 1 minuto.

4. Aplicacion de fijador rapido Kodak al 50% durante 30 minutos.

5. Enjuague con agua destilada durante 1 minuto.

38



6. Deshidratacion del tejido mediante concentraciones crecientes de etanol
(50%, 70%, y 95%) por 1 minuto en cada una, finalizando con 5 minutos en

alcohol absoluto (repetido dos veces).
7. Sumersion en xileno durante 15 minutos.

8. Cubrimiento del tejido con resina sintética al 60% en xilol, usando
cubreobjetos.

Finalmente, el tejido fue resguardado en oscuridad para su secado.
8.7.10 Criterios para la seleccién del tejido a analizar (Figura 8).
Se seleccionaron los tejidos que cumplian con los siguientes criterios:
1. Buenatincion de las neuronas.

2. Ausencia de fragmentacion.

3. Aislamiento suficiente para distinguir claramente las dendritas (26).

Figure 16

Interaural 9.48 mm Bregma 0.48 mm

Figura 8 Localizacion del drea de interés. Corteza anterior del cingulo. Imagen tomada y modificada de Paxinos y Watson,
1998.
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8.7.11 Tipificacidon de espinas dendriticas

Para cada neurona seleccionada, se analizaron la densidad y las caracteristicas

de las espinas dendriticas en la dendrita mas distal mediante un microscopio

Optico con un objetivo de inmersion (100x) de un microscopio Leica DM1000.

Se clasificaron 100 espinas dendriticas segun sus caracteristicas morfoldgicas en

los mismos segmentos empleados para la cuantificacion de su densidad. Las

espinas se dividieron en cinco grupos:

1.

2.

Filopodios.
Delgadas: longitud mayor al didmetro del cuello, con diametros similares
entre cabeza y cuello.
Hongo: didmetro del cuello menor que el de la cabeza.
Cortas: didmetro del cuello similar a la longitud de la espina.
Bifurcadas: presencia de dos cabezas (21).
TLE A8 BREA8ap8 sag8a8 &

P % g d

D - & l
FILOPODIO DELGADA COPA  CORTAS HONGO

Figura 9 Esquema de la morfologia de las espinas dendriticas. (Tomado y modificado de S.B. Chidambaram et al. 2019).

8.8 Andlisis estadistico

Se utilizé la prueba estadistica T-student de medidas repetidas para muestras

no pareadas.

40



8.9 Logistica

8.9.1 Recursos humanos

Este proyecto fue realizado por la alumna encargada del proyecto, el director de

tesis, el director disciplinario, el director metodoldgico y el asesor externo.
8.9.2 Recursos materiales

Los recursos materiales fueron adquiridos por la alumna que realizo el proyecto de
investigacion. También, se utilizaron materiales presentes en el laboratorio de
fisiologia de la FEBUAP.

8.9.3 Recursos financieros

Adquiridos por la alumna que realizé la investigacion.

9. BIOETICA

Este proyecto se realiz6 bajo las especificaciones de las siguientes normas:
Norma Oficial Mexicana
¢ NOM-062-Z00-1999: cuidado y uso de los animales de laboratorio.

¢ NOM-087-ECOL-SSA1-2002: Manejo de residuos peligrosos biolégico-

infecciosos.

Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la Proteccién al Ambiente.

10. RESULTADOS

A continuacion, se muestran las imagenes encontradas de los cortes realizados
del tejido nervioso estudiado. Se puede observar una vista panoramica de la zona

de interés a analizar (Fig.10).
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Figura 10 Corteza
anterior del
cingulo. Se
observa corte
transversal  del
tejido nervioso de
animal
experimental, en
donde se ve la
zona a evaluar.
(fuente propia)

Asimismo,
se
identificaron
neuronas
von

Economo,

caracteriza  ZCGMBNNAT o ARGEEES BN T L T

das por su soma fusiforme y dos dendritas principales que emergen de manera

perpendicular, tanto en el grupo control (Fig. 11, 12) como en el grupo

experimental (Figs. 13 - 15).

s / 8 5 27 ~ I

Figura 11 Neurona von Economo. Célula observada a 40x desde
microscopio dptico. (Fuente propia).

Figura 12 Neurona von Economo. Célula observada a 40x desde
microscopio dptico. (Fuente propia).
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Figura 13 Neurona von Economo. Célula observada a 40x desde microscopio
optico del grupo experimental. (Fuente propia)

Figura 14 Neurona von Economo. Célula observada a 40x desde
microscopio optico del grupo experimental. (Fuente propia)

Figura 15 Neurona von Economo. Célula observada a 40x desde
microscopio dptico del grupo experimental. (Fuente propia)

Se realizaron los dibujos de las neuronas von Economo Yy tipificacion de las
espinas dendriticas con ayuda de una camara licida acoplada a microscopio
Optico Leica DM 500. Donde posteriormente se cuantificaron las espinas

dendriticas por fragmentos de 1.8 cm (equivalente a 10 micras) (Figs. 16 y 17).

43



s gy \
f [ o \
fardy l,'.,./'J ‘r"',, E o N\ )
= R /: N
% )
)] \
\
Figura 16 Dibujo de neurona von Economo de grupo Figura 17 Dibujo de neurona von Economo de grupo control. Se
experimental. Se identificaron las espinas dendriticas en dos identificaron las espinas dendriticas en dos fragmentos distintos
fragmentos distintos de dendritas. (Fuente propia) de dendritas. (Fuente propia)

Densidad de espinas dendriticas

El andlisis de la densidad de espinas dendriticas en neuronas von Economo de la
corteza anterior del cingulo mostré diferencias significativas entre los grupos de
estudio (Figura 18). El grupo Lesién presentdé un mayor namero de espinas

dendriticas por cada 10 um de longitud en comparacién con el grupo Control.

La densidad media de espinas en el grupo Control fue de 3.419, mientras que en
el grupo Lesién se observo un aumento significativo, alcanzando un valor medio
de 6.381. La diferencia entre las medias fue de 2.963 + 0.5591, con un intervalo de

confianza del 95% que oscila entre 1.745 a 4.181.

Estos resultados evidencian que la densidad de espinas dendriticas fue
significativamente mayor en el grupo Lesion, con una diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.002). Esta diferencia sugiere que la exposicion pulpar en el

modelo experimental induce cambios morfolégicos en las espinas dendriticas de
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las neuronas von Economo, reflejando la posible plasticidad estructural en

respuesta a la lesion.

Densidad de espinas dendriticas
de neuronas von Economo
(corteza anterior del Cingulo)

8- Tk K

T p<0.002

B -

Numero de espinas por
cada 10 pm de longitud.

0 T
Control Lesion

Grupo de estudio

Figura 18 Densidad de espinas dendriticas. En la grdfica se muestran las
barras de la cuantificacion de espinas dendriticas, con una media +/- la
desviacion estdndar, con una p<0.002 (t-student). (Fuente propia)

Por otro lado, el analisis de la densidad de espinas dendriticas tipo hongo en
neuronas von Economo mostré diferencias significativas entre los grupos de
estudio (Figura 19). El grupo lesion presentd un mayor numero de espinas
dendriticas tipo hongo por cada 10 um de longitud en comparacion con el grupo

control.

Se revel6 una diferencia significativa entre los grupos (p = 0.0114). El grupo

Lesion presentd un promedio de 3.504, mientras que el grupo Control mostré un
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valor de 2.138, lo que indica una reduccién de esta morfologia en el grupo

experimental.

Espinas dendriticas tipo cabeza de hongo
medidas en dendritas de neuronas von Economo

5 — *
g
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E < p<0.0114
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Grupos de estudio.

N

Figura 19 Densidad de espinas dendriticas tipo hongo. Se muestra en la grdfica una diferencia
significativa ( p<0.0114) entre el grupo control y problema (lesion) (t-student).

En cuanto a la proporcion de espinas delgadas también mostré una diferencia
estadisticamente significativa (p = 0.0181) (Figura 20). El grupo lesién presento
un mayor numero de espinas delgadas en comparacion con el grupo control, con
una diferencia media de 1.146 (IC 95%: 0.2759 - 2.016).

Estos hallazgos pueden estar relacionados con procesos de plasticidad sinaptica
compensatoria, donde la formacién de espinas delgadas podria reflejar intentos de

reorganizacion sinaptica en respuesta al dafio inducido.
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En contraste con los otros tipos morfolégicos, el analisis de las espinas cortas no
mostré diferencias significativas entre los grupos de estudio (p > 0.5624). Aunque
se observo una tendencia a la disminucion en el grupo lesién en comparacion con
el grupo control, la variabilidad en los datos sugiere que este cambio no es

estadisticamente relevante (Figura 21).

Espinas dendriticas tipo delgadas
medidas en dendritas de neuronas von Economo

4
*

3-
p<0.0181

Numero de espinas por
cada 10 pm de longitud.

0- T
Control Lesion

Grupos de estudio.

Figura 20 Densidad de espinas dendriticas delgadas. Se puede observar una diferencia significativa
p<0.0181 entre los grupos de estudio con una media +/- la desviacidn estandar (t student).
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Espinas dendriticas tipo cortas
medidas en dendritas de neuronas von Economo

0.8

p>0.5624
No se encontrd diferencia
0.6 e .
significativa.

0.4

0.2+

Numero de espinas por
cada 10 pm de longitud,

0.0 T
Control Lesion

Grupos de estudio.

Figura 21 Cuantificacion de espinas dendriticas cortas. No se observan diferencias significativas entre ambos
grupos p>0.5624 (t-student).

11. DISCUSION

El objetivo de este estudio fue investigar el efecto del dolor en 6rganos dentarios y
su impacto en la corteza anterior del cingulo. Para ello, se utilizaron ratas Sprague
Dawley de 28 dias de edad, a las cuales se les realizé comunicacion pulpar,
siguiendo el procedimiento descrito por Tarsa et al. (27). Se reprodujo de manera

adecuada la técnica de comunicacion pulpar.

Previo a la eutanasia, los biomodelos fueron evaluados mediante la técnica
correspondiente para algesia, encontrandose que los animales con comunicacion
pulpar presentaron una latencia reducida significativa a la inmersion en agua
caliente en comparacién con el grupo control. Esto sugiere que la comunicacién
pulpar indujo cambios en la percepcion térmica (calor a 45°C), probablemente
debido a una modificacion en la cantidad de receptores involucrados en la

sensacion de dolor por aumento de la temperatura, especificamente TRPV1
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(28,29) el cual es un receptor que esta involucrado en la sensacion de dolor por
aumento de la temperatura. Por lo tanto, se recomienda realizar estudios

adicionales que evaluen la densidad de los receptores en este modelo.

El tejido nervioso fue procesado mediante la técnica de Golgi-Cox, obteniendo
neuronas tipo von Economo bien tefiidas, aisladas e integras, lo que permitié el
analisis morfologico a través de una camara lucida acoplada a un microscopio
Optico Leica DM500 (26).

Las neuronas von Economo (VENS) presentan caracteristicas citomorfologicas
bien definidas. Su morfologia se distingue por un cuerpo celular fusiforme de gran
tamafio, mayor que el de las neuronas piramidales con las que comparten su
disposicion en la corteza. Desde sus polos apical y basal, emergen procesos
dendriticos anchos y poco ramificados, con un segmento inicial cuyo diametro es

similar al del soma, lo que les confiere una apariencia cilindrica (30,31).

Estos procesos dendriticos se orientan perpendicularmente, con la dendrita apical
proyectandose hacia la superficie pial y la dendrita basal extendiéndose hacia la
sustancia blanca subcortical. Sin embargo, la disposicion de la dendrita apical no
es el principal rasgo diferenciador de las VENs respecto a otras neuronas. Mas
bien, su morfologia se caracteriza por una base helicoidal y un tallo apical
relativamente grueso que se va estrechando de manera progresiva (30,31).

El interés particular del estudio morfolégico fue la de investigar la densidad de
espinas dendriticas en las células de interés. Ademas, de averiguar la diferencia
entre los diferentes tipos de espinas dendriticas.

Los resultados mostraron que las neuronas obtenidas de animales que tuvieron
comunicacion pulpar (dolor) expresan mayor cantidad de espinas en sus
dendritas. Lo cual es congruente con lo reportado con Vazquez et al. (datos no
publicados) quienes analizaron los cambios morfolégicos en las neuronas Von
Enconomo de la corteza insular en ratas Sprague-Dawley con inflamacion pulpar
inducida. Se observaron modificaciones en las ramificaciones dendriticas de

segundo y tercer orden, sugiriendo neuroplasticidad en respuesta al proceso
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inflamatorio. Aunque no se encontraron diferencias significativas en la longitud
total de las dendritas, estos cambios podrian reflejar adaptaciones estructurales
similares a las observadas en las neuronas del cingulo (32). Ademas, Aguirre et
al., (33). investigb como las neuronas piramidales en la corteza del cingulo de
ratas Sprague-Dawley responden a estimulos dolorosos constantes, como la
inflamacion pulpar inducida por un polisacéarido. El estudio encontré que el dolor
cronico puede inducir cambios morfologicos en la corteza del cingulo, afectando la
percepcion del dolor como el estado emocional y funcidén cognitiva de los animales

experimentales.

Para poder comprender estos resultados, recordemos que las VENs de la corteza
del cingulo estan implicadas en el procesamiento de sefales sociales y en la
regulacion de la interaccion con el entorno. En particular, la insula anterior y la
corteza del cingulo anterior (ACC), donde se localizan estas neuronas, han
mostrado activacion en respuesta a errores sociales y cambios en el estado de los
participantes dentro de una red social (34). Ademas, investigaciones han
demostrado que la ACC participa en la regulacion de respuestas emocionales y
cognitivas asociadas al dolor (35), lo que podria explicar la relacion entre la
activacion de estas estructuras y la hipersensibilidad térmica observada en este
modelo experimental. En este sentido, la alteracién en la percepcion del dolor en
los animales con comunicacion pulpar podria estar mediada por cambios en la
actividad de las neuronas von Economo, lo que refuerza la necesidad de estudios
adicionales para evaluar su participacion en la integracion de estimulos
nociceptivos y su posible relacién con la plasticidad neuronal en estados de dolor

persistente.

La corteza del cingulo (CC) es una estructura clave dentro del sistema limbico,
considerada evolutivamente mas antigua que la neocorteza y fundamental en la
integracion de informacion sensorial, cognitiva y emocional (16). Se ha identificado
que la ACC establece conexiones con multiples regiones cerebrales, como la
corteza prefrontal, la corteza premotora y motora, la corteza orbitofrontal, la insula

y el talamo, lo que le permite participar en procesos atencionales, emocionales y
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de regulacion autonémica. Dado que las VENs estan implicadas en la integracion
de sefales sociales y emocionales, y considerando que su desarrollo esté
relacionado con la plasticidad estructural del cerebro, es posible que los cambios
observados en la densidad de espinas dendriticas en este estudio reflejen
adaptaciones en la conectividad neuronal dentro de la ACC en respuesta a la

exposicién pulpar (34,35).

Este hallazgo refuerza la idea de que la ACC no solo esta involucrada en el
procesamiento del dolor, sino también en la reorganizacion sinaptica ante
estimulos que pueden generar una experiencia aversiva o alterar la homeostasis
neuronal. Se ha descrito que la ACC modula la actividad neuronal asociada a la
toma de decisiones, la planificacibn motora, la memoria a largo plazo y la

regulacion de emociones como la empatia, la confianza, la culpa y el miedo (35).

En conjunto, estos hallazgos refuerzan la idea de que el dolor causado por
inflamacion pulpar puede inducir modificaciones estructurales en las neuronas del
cingulo, pero con efectos diferenciados dependiendo del tipo de espina dendritica.
El aumento en la densidad de las espinas dendriticas podria indicar una respuesta

adaptativa del sistema nervioso central ante procesos inflamatorios.
Densidad y cambios en la morfologia de las espinas dendriticas

En 1888, Ramén y Cajal nombré a las espinas dendriticas (ED), describiéndolas
como "protuberancias postsinapticas". Estas estructuras emergen de las dendritas
y establecen contacto sinaptico con las terminaciones axonales, formando parte de
la porcion postsinaptica de las sinapsis excitatorias (36). Estas espinas presentan
diferentes morfologias, entre ellas las espinas en forma de hongo, que se
caracterizan por una cabeza grande y un cuello delgado, siendo consideradas
formas maduras y generando sinapsis mas fuertes y estables, ya que su estructura
proporciona una mayor superficie de contacto (37). Por otro lado, existen espinas
pequefias y delgadas, las cuales suelen ser transitorias y formar sinapsis débiles
(37). En el presente trabajo se encontré una mayor proporcion de espinas en

forma de hongo, lo que sugiere que el proceso inflamatorio, cinco dias después de
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la exposicion pulpar, podria inducir sefalizaciones mas estables y favorecer la

formacién de sinapsis mas fuertes.

Diversos estudios han demostrado que la densidad de espinas dendriticas varia
entre diferentes tipos de neuronas. Harris et al. (1992) reportaron que, en una
dendrita madura de una neurona piramidal de la region CAl del hipocampo,
independientemente de su tamafio, la densidad oscila entre 2 y 4 espinas por
micrometro (38). Ademas, Fiala et al. (2002) establecieron que las alteraciones en
las espinas dendriticas pueden clasificarse en dos grandes categorias: aquellas
que afectan su distribucion y las que modifican su morfologia. En cuanto a la
distribucion, se ha descrito un aumento o reduccion en la densidad de espinas, asi
como su localizacion ectopica. Por otro lado, las alteraciones morfologicas
incluyen reduccion del tamafio, cambios en la forma, hipertrofia del aparato
espinoso, incremento de la densidad del citoplasma y del volumen, ademés de la
formacién de sinapsis aberrantes (39). En este contexto, en el presente estudio, se
observé un aumento en la densidad de espinas dendriticas en la corteza anterior
del cingulo de las ratas con exposicion pulpar. Este hallazgo es relevante, ya que
indica que la lesion pulpar no solo afecta la region afectada localmente, sino que
también podria inducir cambios neuroplasticos en estructuras del sistema limbico
relacionadas con la integracion de la informacion nociceptiva. La mayor proporcion
de espinas dendriticas en forma de hongo sugiere una potenciacion sinaptica en
esta region, lo que podria estar relacionado con la sensibilizacion central y la

reorganizacion neuronal frente al estimulo nocivo prolongado.

Este tipo de plasticidad estructural ha sido documentado en otras condiciones que
implican estrés fisiol6gico y alteraciones en la homeostasis neuronal. Raven et al.
(2017) han sefialado que la deprivacion cronica del suefio, por ejemplo, puede
inducir cambios en la plasticidad cerebral, afectando la densidad de espinas
dendriticas en distintas regiones. En modelos animales, se ha reportado que la
privacion del suefio por 24 horas incrementa la densidad de espinas en la corteza
prefrontal, mientras que en la region CAl del hipocampo se observa una

disminucién significativa. Ademas, deprivaciones de suefio de cinco horas pueden
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reducir la densidad de espinas dendriticas hasta en un 30 %, acompafadas de
disminucién en la longitud de las dendritas y una posible afectacién en la eficacia
sinptica en el hipocampo (40), lo que resalta la capacidad del sistema nervioso
para remodelar sus conexiones sinapticas en respuesta a diferentes tipos de
estrés. En este sentido, el aumento de espinas dendriticas observado en la
corteza anterior del cingulo de las ratas con exposicion pulpar en presente estudio
podria representar un mecanismo compensatorio de plasticidad sinaptica, similar
al reportado en otros modelos de estrés neuronal. La reorganizacion estructural de
las espinas en esta region podria estar contribuyendo a la integracion y
modulacién de la respuesta al dolor, lo que sugiere que la lesion pulpar no solo
genera un efecto periférico, sino que también induce adaptaciones a nivel central
que podrian influir en la percepcion del dolor y en la respuesta del sistema
nervioso a estimulos prolongados, evidenciando la interconexién entre procesos
inflamatorios locales y modificaciones en la arquitectura sinaptica de areas

cerebrales involucradas en la nocicepcion.

La presencia predominante de espinas en forma de hongo refuerza la idea de que
la ACC desempefia un papel clave en la adaptacion neuronal a estimulos nocivos,
lo que podria estar relacionado con la persistencia de cambios en la conectividad

sinaptica y la modulacion de la percepcion del dolor.

Los resultados de este estudio podrian tener implicaciones en la comprension del
dolor crénico orofacial. La reorganizacién sinaptica en el cingulo podria estar
asociada con la modulacion de la percepcién del dolor y con el desarrollo de
sensibilizacién central en pacientes con pulpitis irreversible o dolor persistente tras

tratamientos endodoénticos.

El hecho de que los cambios en la morfologia de las espinas se observen en una
region involucrada en la modulacion emocional del dolor sugiere que las
alteraciones estructurales inducidas por la inflamacion pulpar podrian contribuir no
solo a la percepciéon del dolor, sino también a sus componentes emocionales y
afectivos. Esto podria explicar por qué algunos pacientes con dolor orofacial

desarrollan ansiedad o hipervigilancia hacia los estimulos dolorosos.
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12.CONCLUSION

Los resultados de esta investigacion evidencian que el dolor generado por la
inflamacion pulpar induce modificaciones en la morfologia y densidad de las
espinas dendriticas de las neuronas von Economo en la corteza del cingulo. Se
observdé un aumento significativo en la densidad de las espinas tipo hongo y
delgadas, lo que sugiere un mecanismo de plasticidad sinaptica compensatoria en
respuesta al dafio. En contraste, la densidad de las espinas cortas no mostro
cambios significativos, 1o que indica que este subtipo morfoldgico podria no estar

involucrado en la respuesta adaptativa a la lesion.

Como perspectiva futura, seria relevante realizar un estudio de seguimiento para
evaluar la densidad y morfologia de las espinas dendriticas después de 28 dias,
con el objetivo de determinar si el aumento observado se mantiene o disminuye
con el tiempo. Ademas, este andlisis permitiria identificar si las formas
predominantes de espinas contindan siendo las mismas o si se producen nuevas
modificaciones en la conectividad sindptica en respuesta a la evolucion del

proceso inflamatorio y su resolucion.
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14. ANEXOS

A. Cuadro de analisis estadistico

TABLAS DE LAS DISTRIBUCIONES ¢ DE STUDENT :  P(f<{,.) =a paracada n y cada

n e : 001 005 -01 025 .05 .10 15 .20 25 40 60 .75 .80 -85 -90 95 975 99 .995  .999

1 [-318.31 -63.657 -31.82 -12.706 -6.314 -3.078 -1.376 -1.000 -.325  .325 1.000 1.376 1.963 3.078 6.314 12.706 31.82 63.657 318.31
2 -22.326 -0.925 -6.965 -4.303 -2.020 -1.886 -1.061 -.816 -.280  .289 .816 1.061 1.386 1.886 2.020 4.303 6.965 9.925 22.326
3 -10.213 -5.841 -4.541 -3.182 -2.353 -1.638 =978 ..765 -.277 J277 765 978 1.250 1.638 2.353 3.182 4.541 5.841 10.213
4 =7.173 -4.604 -3.747 -2.776 -2.132 -1.533 =941 -.741 -.271 271 741 .941 1.190 1.533 2.132 2.776 3.747 4.604 7.173
5 -5.803 -4.032 -3.365 -2.571 -2.015 -1.476 -920 -.T27 -.267 267 .T27 920 1.156 1.476 2.015 2.571 3.365 4.032 5.803
6 =5.208 -3.707 -3.143 -2.447 -1.943 -.906 -.T18 -.265 .265 .718 .906 1.134 1.440 1.943 2.447 3.143 3.707 5.208
T -4.785 -3.499 -2.998 -2.365 -1.895 =896 -.T11 -.263 .263 711 .896 1.119 1.415 1.895 2.365 2.998 3.499 4.785
8 -4.501 -3.355 -2.806 -2.306 -1.860 -1.397 -889 -.706 -.262  .262 .706 .889 1.108 1.397 1.860 2.306 2.896 3.355 4.501
9 -4.207 -3.250 -2.821 -2.262 -1.833 -.883 -.T03 -.261 .261 .703 .883 1.100 1.383 1.833 2.262 2.821 3.250 4.207

10 -4,144 -3.169 -2.764 -2.228 -1.812
11 -4.025 -3.106 -2.718 -2.201 -L.796
12 | -3.980 -3.085 -2.681 -2.170 -1.782
13 -3.852 -3.012 -2.650 -2.160 -1.771
14 | 3787 -2.977 -2.624 -2.145 -L761 -1.345

-879 700 -260 .260 .700 .879 1.093 1.372 1.812 2.228 2.764 3.169 4144
-.876 -.697 -.260 .260 .697 .876 1.088 1.363 1.796 2.201 2.718 3.106 4.025
-873 -.695 -.250  .259 .695 .873 1.083 1.356 1.782 2.179 2.681 3.055 3.930
-.870 -.694 -.250 -259 .694 870 1.079 1.350 1.771 2.160 2.650 3.012 3.852
-868 -.692 -258  .258 .692 .868 1.076 1.345 1.761 2.145 2.624 2.977 3.787

15 -3.733 -2.947 -2.602 -2.131 -1.753 -1.341 -1.074 -.866 -.691 -.258 .258 .691 .866 1.074 1.341 1.753 2.131 2.602 2.947 3.733
16 -3.686 -2.921 -2.583 -2.120 -1.746 -1.337 -1.071 -.865 -.690 -.258  .258 .690 .865 1.071 1.337 1.746 2.120 2.583 2.921 3.686
17 -3.646 -2.898 -2.567 -2.110 -1.740 -1.333 -1.069 -.863 -.689 ..257 .257 .689 .863 1.069 1.333 1.740 2.110 2.567 2.898 3.646
18 -3.610 -2.878 -2.552 -2.101 -1.734 -1.330 -1.067 -.862 -.688 -.257 .257 688 .862 1.067 1.330 1.734 2.101 2.552 2.878 3.610
19 =3.579 -2.861 -2.539 -2.093 -1.729 -1.328 -1.066 -.861 -.688 -.257 .257 .688 .861 1.066 1.328 1.729 2.093 2.539 2.861 3.579
20 -3.552 -2.845 -2.528 -2.086 -1.725 -1.325 -1.064 -.860 -.687 -.257 .257 687 .860 1.064 1.325 1.725 2.086 2.528 2.845 3.552
21 -3.527 -2.831 -2.518 -2.080 -1.721 -1.323 -1.063 -.859 -.686 -.257 -257 .686 .859 1.063 1.323 1.721 2.080 2.518 2.831 3.527

22 -3.505 -2.819 -2.508 -2.074 -L.717 -1.321 -1.061 -.858 -.686 -.256  .256 .686 .858 1.061 1.321 1.7T17 2.074 2.508 2.819 3.505
23 -3.485 -2.807 -2.500 -2.069 -1.714 -1.319 -1.060 -.858 -.685 -.256  .256 .685 .858 1.060 1.319 1.714 2.069 2.500 2.807 3.485
24 -3.467 -2.797 -2.492 -2.064 -L711 -1.318 -1.059 -.857 -.685 -.256  .256 .685 .857 1.059 1.318 1.7T11 2.064 2.492 2.797 3.467
25 -3.450 -2.787 -2.485 -2.060 -1.708 -1.316 -1.058 -.856 -.684 -.256  .256 .684 .856 1.058 1.316 1.708 2.060 2.485 2.787 3.450

26 -3.435 -2.779 -2.479 -2.056 -1.706 -1.058 -.856 -.684 -.256  .256 .684 .856 1.058 1.315 1.T06 2.056 2.479 2.779 3.435

27 -3.421 -2.771 -2.473 -2.052 -L703 -1.057 -.855 -.684 -.256 .256 .684 .855 1.057 1.314 1.703 2.052 2.473 2.771 3.421
28 -3.408 -2.763 -2.467 -2.048 -1.701 «1.056 -.855 -.683 -.256 .256 .683 855 1.056 1.313 1.701 2.048 2.467 2.763 3.408
29 -3.396 -2.756 -2.462 -2.045 -1.699 -1.055 -.854 -.683 -.256 -256 .683 .854 1.055 1.311 1.699 2.045 2.462 2.756 3.396

30 -3.385 -2.750 -2.457 -2.042 -1.697 -1.055 -.854 -.683 -.256 .256 .683 .854 1.055 1.310 1.697 2.042 2.457 2.750 3.385
40 <3.307 -2.704 -2.423 -2.021 -1.684 -1.303 -1.050 -.851 -.681 -.255 .255 .681 851 1.050 1.303 1.684 2.021 2.423 2.704 3.307

60 -3.232 -2.660 -2.390 -2.000 -1.671 296 -1.046 -.848 -.679 -.254 .254 679 .848 1.046 1.296 1.671 2.000 2.390 2.660 3.232
120 -3.160 -2.617 -2.358 -1.980 -1.658 -1.289 -1.041 -.845 -.677 -.254 .254 677 .845 1.041 1.289 1.658 1.980 2.358 2.617 3.160
00 -3.000 -2.576 -2.326 -1.960 -1.645 -1.282 -1.036 -.842 -.674 -.253 2253 674 .842 1.036 1.282 1.645 1.960 2.326 2.576  3.000
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B. Tablas de almacenarm%r;tco de datos (ejemplos)

Neurcna 1
Micras Total Largas Hongo Corta Bifurcada Multicabeza
1 4 0 4 0 0 0
2 6 0 b 0 0 0
3 8 3 5 0 0 0
4 5 1 4 0 0 0
1 1 1 0 0 0 0
2 4 1 3 0 0 0
3 4 2 2 0 0 0
4 3 1 2 0 0 0
5 4 0 4 0 0 0
RATA3C
Neurcna 2
Micras Total Largas Hongo Corta Bifurcada Multicabeza
1 3 0 3 0 0 0
2 6 3 3 0 0 0
3 4 2 2 0 0 0
4 3 0 3 0 0 0
1 3 1 2 0 0 0
2 6 2 4 0 0 0
3 4 1 3 0 0 0
RATA 6
Neurona 1
Micras Total Largas Hongo Corta Bifurcada  Multicabeza
1 7 I : 0 0
2 7 2 5 0 0 0
3 2 1 1 o 0 0
1 2 2 0 0 0 0
2 5 1 4 o 0 0
3 5 1 4 0 0 0
RATA 6
MNeurona 2
Micras Total Largas Hongo Corta Bifurcada Multicabeza
1 7 3 4 0 0 0
2 11 4 7 o 0 0
3 10 3 7 0 0 0
1 3 1 2 o 0 0
2 ] 2 4 0 0 0
3 7 2 5 0 0 0
RATA 6
Neurona 3
Micras Total Largas Hongo Corta Bifurcada  Multicabeza
1 5 3 2 o 0 0
2 ] 2 2 2 0 0
3 2 1 1 0 0 0
4
1 10 4 5 1 0 0
2 8 4 2 2 0 0
3 3 1 2 0 0 0
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