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“NEUROPLASTICIDAD DE LAS ESPINAS DENDRITICAS EN AREAS DEL
CIRCUITO MESOCORTICOLIMBICO PROVOCADO POR DOLOR CRONICO
PULPAR”

1.- RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

El trabajo de tesis "Neuroplasticidad de las Espinas Dendriticas en Areas
del Circuito Mesocorticolimbico Provocadas por Dolor Crénico Pulpar" explora la
relacion entre el dolor y los cambios en la plasticidad neuronal, principalmente
en la densidad de las espinas dendriticas en respuesta al dolor crénico causado

por lipopolisacaridos de E. coli.

El dolor se define como “una experiencia sensorial y emocional desagradable
asociada con o similar a un dano tisular real o potencial” e indica una respuesta
inmediata a una funcion biolégica protectora para evitar que este trauma se

extienda (4).

Investigaciones basadas en lesionar y estimular eléctricamente los nervios
periféricos, han demostrado el proceso de transduccion nociceptivo siguiendo un
camino lineal en la via ascendente del dolor, que diverge para proyectar a
estructuras del sistema limbico, en donde las neurona pueden organizar, filtrar y
modular la informacion aferente, a partir de las espinas dendriticas y el método
mas preciso para llegar a esta densidad es por medio de reconstruccién de la
dendrita mediante la tincién de Golgi y se visualiza a través de una microscopia
electronica tridimensional (EM), tienden diferentes configuraciones a lo largo de
la vida, se agrandan o se encogen, de la misma forma se relaciona con el tipo
de estimulacion que estas reciban (13, 14, 15). Mediante un reconocimiento del
LPS como un estimulo nocivo se inicia una respuesta innata, que genera un
proceso inflamatorio, activa a las neuronas aferentes primarias y provoca
potenciales de accién que serdn decodificados por las neuronas de los nucleos

gue conforman el circuito mesocorticolimbico (25).

Este circuito neuronal, es el sistema de recompensa, su objetivo es la

interpretacion de la informacion del medio externo y la relacion con las
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necesidades vitales, asi como mantener un equilibrio de las emociones,

sensaciones y estados afectivos del ser humano (25).

El objetivo del presente trabajo de investigacion es responder la siguiente
pregunta, ¢existen cambios de neuroplasticidad en las espinas dendriticas del
Nucleo Accumbens, Hipocampo y Corteza Media Prefrontal pertenecientes al
circuito mesocorticolimbico de ratas Sprague-Dawley posterior a estimulos

nocivos en la pulpa dental?

El procedimiento consisti6 en el andlisis de muestras Unicas de laminillas
recolectadas de diversos cortes histoldgicos de ndcleos de la corteza cerebral
de ratas Sprague-Dawley con previo procedimiento de estimulo nocivo con LPS
en pulpa dental por 28 dias a 10 ratas experimentales y 10 ratas controles
provocando un dolor crénico pulpar, posteriormente se realizé tincién de Golgi-

Cox para la obtencion de estas laminillas.

En total se analizaron 600 neuronas divididas en tres nucleos diferentes CMPF,
NACC e Hipocampo, se realizd una reconstruccion de cada arbol dendritico
completo permitié cuantificar la longitud de cada dendrita mediante el método de
Sholl y en la dendrita de mayor orden a nivel apical, se analizaron las espinas
dendriticas para evaluar la densidad y tipificacion de espinas, estudiando un total
de 300 espinas dendriticas. Los datos fueron recopilados por medio de una tabla
de calculo disefiada en el programa Microsoft Excel 2019 y capturados en el
programa Graphpad Prism para obtener los resultados en graficas. Se utilizo de
inicio estadistica descriptiva y para determinar diferencias entre los grupos se

utilizo la prueba U de Mann Whitney.

Los resultados mostraron diferencias significativas en la densidad de las espinas
dendriticas en los nucleos CMPF y NACC, pero no en la region CAl del
Hipocampo. Las dendritas distales de la CMPF muestran que los animales
experimentales tienen menor cantidad de espinas dendriticas que las estructuras
de animales control con una p= 0.01. Estos resultados nos permiten inferir que
la experiencia nociceptiva provoco una reorganizacion con un debilitamiento de

las conexiones sinpticas, es decir una poda selectiva. Los cambios mas

15



pronunciados fueron encontrados en las espinas delgadas con una p= 0.05,
estas al ser estadios inmaduros crean contactos sinaptico debiles, por
consiguiente, se piensa que el efecto inducido por el LPS indujo estimulos
nociceptivos en la pulpa dental pero que probablemente no fue el suficiente para
inducir cambios permanentes en la morfologia de las espinas dendriticas en
CMPEF.

En el andlisis del Nucleo Accumbens se reporta que hay mayor densidad de
espinas dendriticas Enanas en el grupo experimental con una p= 0.00, este
ndcleo se asocia con la actividad motora y motivacional, al realizar una interfase
entre areas limbicas y motoras, también se sabe que participa en conductas
como la ingesta, sexual, la recompensa, la auto administracion de drogas y
respuesta al estrés. Por lo que un cambio en la densidad de espinas dendriticas
en neuronas del Nucleo Accumbens inducidas por un proceso inflamatorio en
camara pulpar podria generar cambios en la manera en que el sujeto de

experimentacion podria responder a estimulos aversivos.

Los cambios en la densidad y tipos de espinas dendriticas encontrados en
nuestros sujetos de experimentacion fueron en estructuras que tienden a
devolucionar cuando el estimulo ya no estad presente, esto significa que el
cerebro discrimina informacién que no es relevante y mantienen una cito-
arquitectura que permite estar listo para futuros estimulos nociceptivos y no estar

precondicionado.

Estos hallazgos son de particular interés en odontopediatria, porque un manejo
oportuno y adecuado en los procesos inflamatorios que tienen como
consecuencia procesos dolorosos, evitarian sensaciones nocivas es asi como

de un paciente no copoperador se puede volver un paciente cooperador.
Palabras clave: Dolor, Circuito mesocorticolimbico, espinas dendriticas,

Lipopolisacarido, CMPF, Hipocampo, NACC, neuroplasticidad, Depresion a

Largo Plazo.
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2.- INTRODUCCION.

La busca de respuestas para entender el dolor es desafiante, debido a
todos los componentes involucrados, en especial los aspectos afectivos y
emocionales, que los convierte en una experiencia subjetiva y compleja, al mismo
tiempo, puede llegar a resultar en una sensacioén desagradable, principalmente
cuando dicha sensacion es cronica, al verse involucrada la calidad de vida del

paciente y provocar emociones negativas, como miedo, ansiedad y depresion.

El circuito mesocorticolimbico es el encargado de reconocer las sensaciones de
recompensa y placer tal motivo, se tiene el objetivo de relacionar las emociones
dolorosas, asi como sus cambios a nivel neuronal, principalmente en las espinas
dendriticas de dicho circuito y estudiar los cambios de densidad ante la presencia

de un dolor cronico generado a traves de un LPS de E. coli.

La importancia de los cambios estructurales a nivel de las espinas dendriticas
cobra relevancia, al ser los principales sitios de los componentes postsinapticos

excitatorios dentro del SNC.

Es necesario mencionar que aun no existe una investigacion que relacione el
circuito mesocorticolimbico y el dolor crénico a nivel de la pulpa dental, de modo
gue el presente estudio ayudard a generar nuevos conocimientos en el area de
la salud, principalmente a los estomatélogos para comprender y permitir mejorar
soluciones de tratamiento y manejo en el control de la ansiedad asi como el
miedo cuando el paciente se encuentre ante esta situacion, en especial los

pacientes pediatricos dificiles de tratar.

3.- ANTECEDENTES.

3.1.- Antecedentes Generales.

Dolor.

Inicialmente, la experiencia de dolor se consideraba como una sensacion
diferente entre cada persona, algunos consideraban que el dolor corporal era

penetrante y agudo (1), posteriormente el dolor se asocié con el sistema
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inmunoldgico por parte de Celso, quien fue el que identificé el dolor, a mediados
del siglo XX, como un signo cardinal de la inflamacion aguda. Asi en el afio de
1970 logra relacionar que el dolor presenta sintomas asociados con la
hiperalgesia al ser paralelo a una enfermedad sistémica, también con presencia
de letargo, depresion y ansiedad; gracias al desarrollo de estudios e
investigaciones sabemos que el dolor puede transformarse o potencializarse y
ser percibido ain mas o todo lo contrario; cuando este estimulo no existe puede
desarrollarse esta sensacion desagradable, un ejemplo claro es el miedo al
acudir a consulta dental, el paciente se anticipa a esta sensacion, dando como
ejemplo, que el dolor es una sensacion multimodal y tiene el objetivo de informar
al cerebro la existencia de estados nocivos en el ambiente externo e interno,
para proteger y limitar las consecuencias de dafio hacia el organismo como

mecanismo de supervivencia (2).

Definicién de dolor.

En el aflo de 1978, el Subcomité de Taxonomia de la Asociacion
Internacional Para el Estudio del Dolor (IASP), dirigido por el profesor Harold
Mersker y colaboradores, determinan la definicibon de dolor como, “una
experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a un dafio tisular
potencial descrito en términos de dicho dafio” (3) y en noviembre de 2019, el
mismo consejo, aprueba las recomendaciones para la actualizacion de la
definicién de dolor, como: “una experiencia sensorial y emocional desagradable

asociada con o similar a un dano tisular real o potencial” (4).

CLASIFICACION DEL DOLOR SEGUN EL TIEMPO DE DURACION.

Dolor agudo.

Se define como “una experiencia desagradable y compleja con factores
cognitivos y sensoriales que suceden como respuesta a un trauma tisular” (51)
e indica una respuesta inmediata a una funcién bioldgica protectora para evitar
gue este trauma se extienda. Una caracteristica importante del dolor agudo que
se diferencia del dolor cronico es la intensidad y la causa por la que se presenta,
asi como su evolucion; en el caso del dolor agudo, la evolucion de este es

disminuir progresivamente y desaparecer una vez que el trauma tisular esté
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sano. El dolor agudo aparte de ser causado por un trauma tisular también suele
ser ocasionado por procedimientos médicos, como una cirugia y algunas

enfermedades agudas (51).

Dolor Croénico.

Se define como un dolor que persiste o se repite durante mas de 3 meses,
es una fuente importante de sufrimiento, afecta la calidad de vida de la persona
gue lo padece, asi como interfiere con actividades diarias al disminuir la energia
fisica e incluso ocasiona ausencia de ella y se tiene como consecuencia una

sensacion de angustia (52).

La Clasificacion Internacional de Funcionalidad, Discapacidad y la Salud,
menciona que la discapacidad que genera el dolor crénico, suele ser un
fendmeno multifactorial, ya que altera la parte psicolégica, emocional, fisica e

incluso la parte social de una persona (53).

Entonces el concepto mas aceptado, el dolor es relacionado con un estimulo
fisico, palpable y tangible, pero recientemente la comunidad cientifica se ha
interesado en tratar de interpretar las sensaciones que expresan algunos
individuos sin ninguna razén aparente. Algunos investigadores lo han referido
como dolor emocional y se piensa que es gracias a que se activan algunos
nacleos en el cerebro ante un estimulo nociceptivo muy intenso o repetitivo en
un tiempo pasado. Por lo que el dolor emocional se genera cuando la persona
recuerda el evento detonador y se activan los nlcleos cerebrales expresandose

como una sensacion desagradable que los individuos relacionan como dolor.
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Estructuras involucradas en la via del dolor.

Fisiolégicamente el dolor es un proceso activo al cumplir un camino para
llevar la informacion nociceptiva desde los receptores periféricos hasta el
cerebro. Investigaciones recientes muestran actividad en los circuitos
encargados de las emociones, memoria y sensaciones en el proceso de la
transmision dolorosa, partiendo desde la medula espinal a diferentes regiones
cerebrales, como son amigdala, tdlamo — cortical, corteza somatosensorial y

llegar a una modulacién del estimulo nocivo (58).

La activacion de nociceptores en la periferia da lugar a una despolarizacion
siendo suficientemente intensa para ocasionar un potencial de accion que se
dirige hacia el SNC, a su vez liberando neurotransmisores a nivel del asta dorsal
de la medula espinal como el Glutamato, ocasionando potenciales sinapticos,
con esta sefial dentro del asta dorsal de la medula espinal, las neuronas de
proyeccion transmiten la informacién a la corteza somatosensorial por medio del
Talamo, es aqui donde se inicia la interpretacién sobre ubicacién e intensidad
del estimulo fisico nocivo. En cuanto a la parte afectiva de esta experiencia es
interpretada porque algunas neuronas de proyeccion se acoplaron ala CACy a
la corteza insular por medio de conexiones en el tallo cerebral (nucleo

parabraquial) y la amigdala (59).

Indudablemente, entender esta experiencia, conlleva un gran esfuerzo, ya que
sabemos que no es un circuito cerrado, sino multimodal, al estar involucrados el
Sistema Nervioso Central y Sistema Nervioso Periférico, con el propésito de
modular la sensacion dolorosa, este proceso puede ayudar o perjudicar al propio
individuo que lo padece. En el afio de 1950, Noordenbos, realizé un analisis en
pacientes con herpes zooster y describe que dichos pacientes experimentaron
un dolor intenso cuando hay presencia de estimulos suaves dentro del area
afectada. Asi mismo, Noordenbos reportd que la porcion de las fibras grandes
de los nervios encontrados en esta area esta disminuida y concluy6 que estas
fibras grandes inhiben los efectos de las fibras pequefias, esta inhibicion era
menor en los nervios dafados (5). De hecho, estos hallazgos llevaron a proponer

la teoria de la compuerta (6).

20



Mientras tanto Mendel y Wall, investigaron el efecto presinaptico de la
estimulacion de fibras de tamafo pequefio y lograron medir la transmision
sinaptica en un ganglio de la raiz dorsal (GRD), prueban la excitabilidad de las
terminales en las fibras sensoriales. Al demostrar que existe un potencial de la
raiz dorsal negativo, concluyeron que existe una inhibicion presinaptica y que
estd asociado con la despolarizacion de las terminaciones nerviosas y un
aumento en la excitabilidad eléctrica de los terminales despolarizados (7).
Posteriormente Melzack y Wall en el afio 1965, establecieron la “Teoria de la
compuerta”, una teoria centrada en la presencia de una “compuerta” en la asta
dorsal de la médula, al aceptar que el cerebro, filtra, selecciona y modula las
entradas nociceptivas con la ayuda de los cuernos dorsales encargados de

inhibir, excitar y modular dichas sefiales nocivas (6, 8).

Esta compuerta por donde pasa el estimulo nociceptivo se altera por la activacion
de las fibras A-beta, por ser fibras mielinizadas y de grueso calibre inhiben la
transmision conocida como una “compuerta cerrada”, por el contrario las fibras
A-delta y fibras C, son encargadas de transmitir estimulos dolorosos e inducen
una “compuerta abierta” (9), ademas, estas fibras son las principales en la
deteccion de estimulos nocivos de tipo mecanicos, quimicos y térmicos, su
activacion (fioras A-delta y C) depende de la activacion de los receptores del
dolor (nociceptores), los cuales estan ubicados en las terminales nerviosas
libres. Asi mismo, estas células conocidas como fibras aferentes primarias,
llevan la informacion nociceptiva de la periferia al cuerno dorsal de la médula
espinal, a su vez proyectan la informacion a estructuras a nivel supraespinal, lo
gue explica las multiples zonas de recorrido para obtener una sensacién dolorosa
(10). Las neuronas gue se proyectan a partir del cuerno dorsal ya sean directas
o indirectas, tienen una direccién de diferentes series regiones, tales como la
sustancia gris periacueductual, médula dorsal-ventral, hipotalamo y el nucleo del
tracto solitario que estan involucradas en la respuesta autonémica y modulacion
del dolor. El cuerno dorsal también transmite informacion nociceptiva al tAlamo y
este a la corteza somatosensorial primaria (s1) responsable de la informacién
sensorial y motivacional, sumado a esto, el nacleo parabraquial, recibe algunas

proyecciones mas grandes del cuerno dorsal y este proyecta a la sustancia gris
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periacueductal, hipotdlamo, amigdala y de nuevo al cuerno dorsal, al realizar un

papel primordial en las respuestas autonémicas y emocionales (11).

En vista de ello, numerosas investigaciones basados en lesionar y estimular
eléctricamente los nervios periféricos, han logrado demostrar el proceso de
transduccion nociceptivo en la que participan canales i6nicos y en el que
dependen del estimulo, se puede observar un cambio en el umbral de disparo
de las células postsinaptica, que nos permite entender el proceso de
sensibilizacion de la via ascendente del dolor, que diverge para proyectar a
estructuras del sistema limbico, de hecho, lo argumentado hasta el momento no
nos permite exponer de manera especifica la manera en que una neurona puede
organizar, filtrar y modular la informacién aferente, por lo que se describe lo que

se sabe acerca de la morfologia neuronal fina.

Espinas dendriticas.

En el afio de 1888 Santiago Ramon y Cajal, descubrid por primera vez la
presencia de unas delgadas protuberancias emergentes de las dendritas de las
neuronas, denominandolas espinas dendriticas, ademas, propuso que estas
extensiones citoplasmaticas de las neuronas son el sitio de contacto sinaptico y
en el afo de 1959, Gray confirma, que estas estructuras son estructuras
postsinapticas, es asi como se establece el concepto de sinapsis (12) y que estas
se comunican entre circuitos funcionales. Actualmente, se ha reportado una
densidad de espinas por micra de dendrita en corteza (postmortem humano),
gue oscila entre 0,2 y 3,5. El método mas preciso para llegar a esta densidad es
por medio de reconstruccién de la dendrita mediante la tincion de Golgi y se
visualiza a través de una microscopia electronica tridimensional (EM), estas
espinas, tienden a tener diferentes configuraciones a lo largo de la vida, se
agrandan o se encogen, asi, de la misma forma se relaciona con el tipo de

estimulacion que estas reciban, (13, 14, 15).

Maiti en el afio 2015 reporta que la neuroplasticidad de las espinas dendriticas
varian de acuerdo al tipo de neurona y de diferentes factores como actividad
sinaptica, estado hormonal, manipulacion farmacoldgica, tiempo de actividad

neuronal, etc. (61).
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Su composicién estructural contiene tres elementos basicos: a) la base en el
cruce con el eje dendritico, b) el cuello y ¢) la cabeza que puede hacer contacto
con el axén. Su longitud varia de 0,2 a 2 um, con un volumen de 0,001 a 1 pm?,
la cabeza de la espina llega a medir de 200 nm a 100nm de ancho (64), pero
hay reportes que incluso las espinas de las neuronas piramidales del subnucleo
CAS3 del Hipocampo pueden medir hasta 6 pm (61) y contiene Proteinas de
Densidad Postsinaptica (PSD), el citoesqueleto contiene actina, organulos y
estructuras de membrana (65). La densidad de estas puede ser de 1 a 10 por
micrémetro a lo largo de la longitud de la dendrita. Pero algunas neuronas del
Hipocampo contienen miles de espinas a lo largo de la arborizacion dendritica.
De acuerdo a su morfologia se pueden clasificar en: espinas Delgadas, espinas
cortas sin cuello y espinas con cabeza ancha denominadas espinas en forma de
Hongo, asi como espinas en Filipodio. Durante la plasticidad sinaptica el nimero
y las formas de las espinas dendriticas sufren reorganizaciones radicales debido
a la adaptacion por el estimulo que se esta presentando y asi poder modular el
flujo de informacién a la neurona y evitar un trastorno o una mala comunicacion,
evitando una enfermedad en un futuro, es decir, la forma de las espinas
dendriticas es relevante para su funcibn como compartimiento eléctrico o
bioquimico de la sinapsis, pueden variar de acuerdo con su grado de madurez y
la intensidad de la sinapsis (61, 62). Este constante cambio de ajustar el flujo de
informacion para que se pueda codificar se conoce como plasticidad neuronal
(16). McKinney en el afio 2010, reporta en su informe, que la morfologia y la
densidad de las espinas dendriticas, es un papel funcional clave en la plasticidad

sinaptica y, en consecuencia, en los procesos de aprendizaje y memoria (17).

Las espinas dendriticas en Hongo son formas maduras de espinas,
caracterizadas por tener una gran cabeza y un cuello delgado, estas espinas son
ricas en F-actina y G- actina y ejecutan sinapsis mas fuertes debido a la mayor
superficie y densidad postsinaptica, esto permite una mayor consolidacién de la
memoria a largo plazo. Gipson en el afio 2017 reporta que la densidad y tamafio
de las espinas dendriticas en forma de Hongo pueden variar en diferentes
regiones del cerebro (63). Las espinas dendriticas Delgadas, como su hombre
lo especifica, son espinas delgadas con mayor motilidad que las espinas

maduras, no presentan cabeza visible, pueden estar bifurcadas y
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multirramificadas, estas son espinas transitorias por lo que su sinapsis es débil.
Las espinas dendriticas Enanas son protuberancias con una cabeza grande pero
sin cuello perceptible, tienen menor estabilidad que las espinas en forma de
Hongo por lo que su sinapsis es mas debil. En cuanto a las espinas dendriticas
ten forma de Filopodio, tienen una funcidén exploratoria, por lo que su papel es
contactar axones para establecer sinapsis tempranas, independientemente de la

formacion final de espinas (62).

Estas complejas estructuras se han estudiado durante mas de un siglo desde su
visualizacion, esto ha sido posible a la implementacién de métodos de tincion
celular ideados a finales del siglo XIX por Camilo Golgi. Dichas técnicas de
fijacion y tincion de tejido nervioso permitieron a Santiago Ramoén y Cajal
proponer el rol de las dendritas en el procesamiento neuronal y fue confirmada
por investigaciones electrofisioldgicas que se hicieron factibles a mediados del
siglo XX. Desde entonces, ha evolucionado el estudio de la estructura dendritica.
Interesantemente, al comparar las morfologias dendriticas a través de las
edades, Cajal pudo describir las etapas sucesivas en el desarrollo de las
dendritas y su conectividad. Durante las ultimas décadas, se han revelado
muchos mecanismos moleculares que controlan el desarrollo y el mantenimiento
de las dendritas, en gran parte debido a los avances técnicos en biologia celular
y molecular (18). Se ha reportado que la morfologia de las espinas puede ser
modulada por la actividad neuronal in vitro e in vivo por una experiencia previa
(29).

Ahora bien, en el contexto bioquimico la sinapsis subyace a la neuroplasticidad,
refiriéndose a la capacidad cerebral para cambiar y adaptarse ante aquellas
alteraciones funcionales y estructurales implicando cambios fisiol6gicos en el
cerebro, como el aprendizaje, la memoria e incluso en una rehabilitacion después
de una lesion cerebral (20). Es decir, celularmente, la plasticidad es una
modificacién de la neurona debido a las caracteristicas de los potenciales de
accion que arriban a sus espinas dendriticas, se puede observar un progresivo
incremento o decremento en la cantidad de neurotransmisores que se liberan
(21). En el afio 1994 Schawn, establece que, al ocurrir una lesion de algunas

fibras aferentes, esperan la pérdida del equilibrio entre los diversos sistemas de
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neurotransmisores y receptores, se tienden a adaptar y a predominar los
elementos excitatorios sobre los inhibitorios generalmente inestables, que
generan neuroplasticidad, neuroactividad y tener como resultado neurogénesis,

apoptosis, brotes dendriticos y brotes axénicos (22, 23).

Una funcibn méas de las espinas dendriticas es contener la maquinaria
postsinaptica necesaria para transmitir el impulso nervioso y el potencial de
accion; en esta zona postsingptica se encuentran receptores de glutamato,
proteinas de densidad postsinaptica (PSD) y el citoesqueleto de actina, asi
también la presencia de organelos como el reticulo endoplasmico liso,
mitocondrias y endosomas. La zona de PSD se encuentra comunmente en la
parte posterior de la cabeza de la espina dendritica, frontal a la zona activa
presinaptica. Su funcién de las PSD es organizar los diferentes grupos de
moléculas de adhesion, canales idnicos, receptores y unir una compleja variedad
de moléculas de sefalizacion en la membrana postsinaptica. Estas vias de
sefalizacion intracelular suelen controlar la forma de las espinas (37). Prange y
cols. en el afio 2000, sefialan que las neuronas del Hipocampo cultivadas, al
incluir una sobreexposicion de PSD aumentan la densidad de las espinas
dendriticas (38), por otra parte, Vickers y cols. en el afio 2006, describen que la
supresion de PSD, reduce parcialmente esta densidad de espinas dendriticas al

mismo nivel del Hipocampo (39).

Un punto clave para entender la plasticidad sindptica se encuentra en la parte de
la cabeza de la espina ya que juega un papel importante al poseer un
componente molecular diferente que al eje, Holler en 2021 reporta en el analisis
combinatorio de electrofisiologia y luz correlativa y EM (CLEM) una linea directa
entre el area de PSD vy la fuerza de la sinapsis (66), por ejemplo, si existe una
sinapsis fuerte (LTP) las espinas crecen y en lo contrario cuando la sinapsis es

débil (Depresién a Largo Plazo) las espinas dendriticas se encogen (67).

En la plasticidad sinaptica se han identificado muchas moléculas involucradas,
pero el neurotransmisor clave es el Glutamato, debido a que el agrandamiento
de la columna se debe a una liberaciéon de este en ausencia de Mg?* o con

despolarizacién postsinaptica en presencia de Mg?*y asi activar los receptores
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del glutamato N-metil-D-aspartato (NMDAR); por otra parte cuando existe
encogimiento de la columna es provocado por una baja liberacion de glutamato

en ausencia de Mg?* o con despolarizacion postsinaptica (68).

Escherichia coli y Lipopolisacarido.

Las endotoxinas bacterianas, encontradas en la membrana externa de
las bacterias gram negativas, son parte de una clase de fosfolipidos llamados
lipopolisacéaridos (LPS), su liberacion de estos ocurre después de la lisis celular;
un ejemplo de bacteria gram negativa, productora de estos LPS es la E. coli.
E. coli es una bacteria ampliamente recurrente en la industria de la
biotecnologia para produccion de proteinas con fines de diagnostico,
terapéuticos o vacunales debido a su accesibilidad en costo dentro del mercado
y regulado por la FDA (Food and Drug Administration) para su uso dentro de la

medicina (57).

Cantidades muy pequefias de LPS liberadas por patdgenos infecciosos, tienen
la capacidad de empezar respuestas inmunes innatas que activan al sistema
inmunoldgico contra nuevas infecciones. Para que se dé una respuesta innata
como el dolor, tiene que haber un reconocimiento del patrén de LPS. Este
procedimiento se inicia una vez liberado el LPS de la membrana como
consecuencia de una multiplicacion o lisis, al entrar en contacto con proteinas
de union del huésped que son las LBP y los receptores CD14, TLR4 y MD-2.
En primer lugar la proteina LBP captura al LPS y se forma el complejo LPS-
LBP, de esta manera se ayuda la unién de LPS con el receptor CD14, que es
una glicoproteina encargada de transferir el LPS a su reconocimiento por parte
de TLR4/MD2 y finalmente formar el complejo LPS-TLR4/MD2, en donde TLR4
se oligomeriza y comienza la interaccion con proteinas con dominios TIR
(Receptores Toll de Interleuquina 1) encargadas de la relacién de TLR4 y las
proteinas encargadas de la transduccion del LPS, altera la permeabilidad
vascular de tejidos afectados por LPS, aumenta la adhesion de leucocitos y

células endoteliales (54, 55).
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Es asi que los cambios neuroplasticos, nos permite comprender el porqué de la
hiperalgesia y la diseminacion del dolor se asocia con la inflamacién pulpar (24),
al entender que la mayoria de los pacientes que acuden a consulta odontoldgica
por presencia de dolor dental, especificamente, cuando existe una lesion cariosa
con comunicacion pulpar, se crea el ambiente idoneo para que las bacterias
gram negativas puedan colonizar y liberar su endotoxina al interior de la pulpa
gue genera un proceso inflamatorio, activa a las neuronas aferentes primarias y
provoca potenciales de accion que seran decodificados por las neuronas de los

nacleos que conforman el circuito mesocorticolimbico (25).

Circuito Mesocorticolimbico.

Este circuito neuronal, es el sistema de recompensa, recibe también el
nombre de sistema mesolimbico dopaminérgico, conformado por varios nucleos
y regiones cerebrales conectadas en anatomia y funcion. Su objetivo es la
interpretacion de la informacion del medio externo y la relacién con las
necesidades vitales, asi como mantener un equilibrio de las emociones,
sensaciones y estados afectivos del ser humano (25). El sistema limbico, esta
compuesto por nicleos como son, Area Ventral Tegmental (VTA), Nucleo
Accumbens (NACC), Amigdala (AMG), Corteza Media Prefrontal (CMPF),
Hipocampo (Hc), Palido Ventral, TAlamo Dorsomedial y Glandula Pituitaria,
encargados de relacionar la informacion motivacional, emocional, placentera y

de recompensa al guiar la conducta del individuo (26, 27).

El circuito mesocorticolimbico (sistema de recompensa) recibe su nombre
porque es responsable de generar sensaciones subjetivas de placer y obtencion
de recompensa como su propio nombre lo dice, es activado por sensaciones de
felicidad, miedo, angustia, recuerdos, por lo tanto, este circuito, ademas de
activarse ante situaciones placenteras, también se activa ante situaciones de
dolor. Actia por medio de la liberacidon de neurotransmisores y el principal
neurotransmisor encargado de activarlo es la dopamina y los encargados de
inhibir o bloquear son los antagonistas selectivos de la dopamina (28). Ademas
de la dopamina, se pueden observar las neuronas GABAérgicas Yy

glutamatérgicas (29). Esto ha dado pauta a que muchos cientificos realicen la
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busqueda de nuevos farmacos o métodos para el alivio del dolor. Mergel B. en
2008, sefiala en sus investigaciones, las teorias de Thorndike y de Skinner con
base en modelos realizados por Pavlov, en el que se menciona que los
fendmenos de acondicionamiento pueden tener efectos positivos o negativos,
los positivos son los que generen placer y los negativos generan experiencias

adversas (30).

Debido a la importancia que tiene el sistema limbico en los procesos cognitivos
y emocionales, se llevan a cabo diferentes estudios para determinar la relacion
gue existe entre la densidad dendritica y el funcionamiento de las espinas del
circuito mesocorticolimbico en presencia del dolor dental. Gracias al proceso de
aprendizaje y memoria, una persona tiene la capacidad de recordar una
sensacion y generar un estado de alerta, asi declarar dicho estimulo como una
percepcion dolorosa. El aprendizaje se considera como el proceso por el cual se
adquieren conocimientos del ambiente y la memoria se define como aquella
capacidad de retener e identificar los conocimientos una vez adquiridos y
procesados durante el aprendizaje (31,32). Estos conocimientos aprendidos se
encuentran relacionados con el circuito mesocorticolimbico, debido a su funcion
de regular las emociones y adaptarlas al medio ambiente en el que se presentan,
al ser canalizadas o identificadas con experiencias previas y expresar sus

emociones sobre estas sensaciones provenientes de los recuerdos (25).

Es necesario dejar en claro que el sistema limbico es parte integral de la
psicologia del ser humano, al tener la capacidad de modificar los sintomas del
dolor experimentado (56). Durante este proceso a nivel neuronal se provoca una
plasticidad conocida como, Potenciacion a Largo Plazo (LTP) y es el principal
mecanismo celular para el aprendizaje y la memoria, al existir una interrupcion a
este nivel neuronal surgen problemas en la misma plasticidad y como

consecuencia un dafio es la relacién del aprendizaje ya obtenido (33).

Kasai H y cols. en el afio 2010 reportan una relacion en la densidad y tamafio de
las espinas dendriticas con LTP, ellos determinaron que, al observar espinas con
cabezas grandes, se relacionaba con una mayor memoria (34) y en otro estudio

realizado por Sarders J. y cols. en 2012, describen que la presencia de miedo se
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relaciona con la densidad de las espinas, al reportar una disminucién de estas
(35).

3.2. Antecedentes especificos.

Las investigaciones odontolégicas relacionadas con el objetivo del
presente estudio no son tan amplias como se desearia, por lo que se obtuvo una
cantidad de referencias bajas, debido a que las investigaciones hasta el
momento se centran en areas de la corteza cerebral diferentes al circuito

mesocorticolimbico.

Es necesario ampliar los estudios cientificos acerca de la relacion entre un dolor
de tipo dental que influya en la estructura de las espinas dendriticas del circuito
mesocorticolimbico, por lo cual se describen a continuacion reportes de estudios
similares en donde se pueden apreciar los cambios neuronales de diferentes
regiones del cerebro, tener un concepto mas claro del presente trabajo y
relacionar la presencia de un estimulo nocivo, estudiar sus cambios morfologicos

causados, al presentarse un estimulo nociceptivo.

Quirk y cols. en 1997, describen un estudio experimental, en el que su objetivo
era evaluar la rapidez de respuesta durante situaciones que provocan miedo. Su
estudio se bas6 en ratas macho Sprague-Dawley, al administrar el anestésico
nembutal via intraperitoneal lograron implantar un disco movil con microcables
en areas de la corteza auditiva, para mantener una conexion directa con la
amigdala a nivel del nacleo lateral. Las ratas se colocaron por 5 dias en una caja
de prueba con suelo de rejilla electrizante y se encerraron en una camara de
atenuacién de sonido, para posteriormente pasar por un proceso de miedo
inducido por sonidos. Los resultados demuestran la capacidad de plasticidad de
la amigdala al haber un rapido condicionamiento de las respuestas de miedo a

estimulos potencialmente nocivos (40).
Por otra parte, se han realizado investigaciones en la Corteza del Cingulo

Anterior (ACC), en donde se demuestra que la activacion especifica de las

neuronas piramidales en este sitio reduce los umbrales de dolor ante
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estimulacibn mecénica en ratones. Sin embargo, cuando se llevé a cabo el
mismo procedimiento en un estudio murino ante un estimulo nociceptivo
inflamatorio inducido por infiltracién de una inyeccion subcutanea de adyuvante
completo de Freund (CFA) en una de las patas traseras de la rata, en el que los
ratones ya habian reducido los umbrales nociceptivos mecanicos, la
estimulacion optogenética de las neuronas piramidales del ACC no bajo ain mas
el umbral mecanico. Esta relacion entre los efectos de la estimulacion
optogenética y el tratamiento con CFA sugiere que la activacion de las neuronas
piramidales de la ACC es suficiente para mediar la hipersensibilidad. Ademas,
se ha demostrado que la estimulacion optogenética de las interneuronas
GABAdrenérgicas inhibidoras en el ACC tiene un efecto inhibidor sobre la

estimulacion dolorosa (41).

Asi mismo, un estudio a nivel del ganglio trigeminal, realizado por Tarsa y cols.
en el afo 2010, se determind los efectos de un proceso inflamatorio periférico
sobre el ganglio trigeminal. Se utilizd6 una induccién de inflamacién en pulpa
dental y ellos evaluaron los niveles del Factor Neurotrépico Derivado del Cerebro
(BDNF), un sefalizador de estimulos nocivos a nivel de columna vertebral,
encontrado en estudios anteriores en neuronas del ganglio del trigémino de ratas
neonatales y adultas. Las cavidades se prepararon en el primer y segundo molar
superior derecho del grupo experimental (ratas Sprague-Dawley y ratones
C57BL/6J) de 4 semanas de vida, las cavidades se mantuvieron abiertas y
expuestas a la microflora de la cavidad oral. La expresion de BDNF en el ganglio
trigeminal derecho se compar6 con el ganglio trigeminal contralateral de la
misma rata y con el ganglio trigeminal derecho de los grupos controles operados
de forma ambulatoria, a los 7 y 28 dias después de la preparacion de la cavidad.
Los resultados obtenidos, reportaron a los 28 dias, una pulpa dental inflamada
expuesta, asi como una induccion a regulacién positiva de BDNF en el ganglio
trigeminal ipsolateral de los dientes afectados del grupo experimental de ratones
(42).

Kramar EA y cols. en el afio 2012, reportaron que la edad de las ratas interfiere
en la actividad neuronal, describieron que las ratas jovenes, de

aproximadamente 2 semanas de vida, en comparacién con ratas adultas, de 8
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semanas de vida, tenian cambios morfologicos diferentes. En este estudio se
realiz6 a nivel del hipocampo mediante cortes agudos, en el que ellos sefialaron
gue las ratas jévenes muestran una actividad inmediata, doble, mientras que las
espinas dendriticas en los cortes de las ratas adultas son menos propensas a la
expansion, pero cuando llegan a expandirse su actividad es deficiente ya que
carecen del aumento inmediato de estas espinas, pero tienden a tener un cambio
morfolégico ya que su tamafio aumenta un 40% en relacidbn con su tamafio

normal (36).

Hu Y,y cols. en el afio 2020, establecieron un modelo de periodontitis mediante
la aplicacion topica de lipopolisacarido de Porphyromonas gingivalis (P.
gingivalis-LPS) en el surco gingival palatino de los primeros molares superiores
de ratas macho de 10 semanas de edad, esto lo implementaron por un periodo
de 10 semanas. Evaluaron la resorcion Osea alveolar mediante analisis de
microtomografia computarizada y la capacidad de aprendizaje y memoria
mediante la prueba del laberinto acuatico de Morris. Una vez, determinamos los
niveles de citocinas [interleucina (IL) -1, IL-6, IL-8 e IL-21] y LPS en la sangre
periférica y la corteza, y la del receptor tipo toll 4 (TLR4). Encontraron que la
periodontitis indujo un deterioro del aprendizaje y memoria en las ratas. Ademas,
observaron gque inducia una resorcién ésea alveolar significativa. También,
encontraron un aumento en los niveles de citocinas inflamatorias y LPS.
Interesantemente, observaron que la microglia se activaba y los astrocitos
presentaron una morfologia de cuerpos celulares agrandados y protuberancias

irregulares (43).

Al reportar antecedentes que se asocian directamente a las variables de interés
en el presente trabajo de investigacion, se tiene que considerar la relacién que
hay entre el circuito mesocorticolimbico y el dolor, asi como su relacién con el
sistema de recompensa. Desafortunadamente no se cuentan con
investigaciones especificas que tengan un objetivo similar al nuestro. Con el fin
de entender y aplicar mejor el manejo de dolor en el area de odontologia, en
estudios recientes, aun no publicados, realizados en la Benemeérita Universidad
Auténoma de Puebla, por parte del laboratorio de fisiologia, se investigo la

relacion que existe, entre la presencia de dolor crénico dental y los cambios
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morfolégicos a nivel neuronal del complejo basolateral de la amigdala, en el que
se aplicd el lipopolisacarido de Escherichia coli en molares del grupo
experimental (10 ratas Sprague-Dawley) y como grupo control a otras 10 ratas,
como lo propuso Tazrza. En el que se examind mediante un microscopio Optico
la morfologia neuronal y realizé una reconstrucciéon bidimensional de las
neuronas, reportaron en el grupo experimental una mayor arborizacion (p=
0.0001) y longitud dendritica (p= 0.027) en las neuronas ubicadas en la amigdala
basolateral. Finalmente concluyen que existe una relacion significativa entre los
cambios morfologicos neuronales en la amigdala y el estado emocional inducido

por un estimulo nociceptivo en pulpa dental (44).

En otra investigacion realizada en un trabajo de tesis para obtener el grado de
Maestria en Estomatologia con opcion en terminal Pediatria, por parte de la
misma universidad, FEBUAP, el cual se desarrolla el tema “Cambios en la
densidad de espinas dendriticas en neuronas de la corteza del cingulo asociada
con el dolor emocional inducido por un estimulo nocivo”, el objetivo fue reportar
los cambios en la plasticidad y densidad de espinas dendriticas de neuronas a
nivel de la corteza anterior del cingulo, después de generar dolor mendiante
comunicacion pulpar. Realizaron una reproduccion de modelo experimental con
ratas Sprague-Dawley, a las que se les indujo una inflamacion mediante un LPS
en la pulpa dental, las ratas del grupo experimental fueron perfundidas con 6 mg
por diente, disuelto en 0.9% de NaCl y posteriormente fueron obturadas con
Flitek Z350XT flow 3M (resina fluida), posteriormente las ratas del grupo control
como las del grupo experimental fueron cuidadas por 28 dias, al obtener y tefir
el tejido nervioso fijado mediante técnica de Golgi-Cox, finalmente en la
investigacion se concluye con una densidad constante tanto en el grupo control
como experimental, pero si reportaron un aumento en las espinas en forma de
copa (45).
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4.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El dolor, es una sensacion desagradable, genera una larga busqueda de
informacion cientifica; es el primer motivo de consulta dental, por lo que se deben
estudiar los cambios producidos asi como comprender y evaluar dichos
resultados de forma asertiva para tener un mejor manejo en la calidad de vida
del paciente; al mismo tiempo, el dolor, representa un reto dia a dia de la practica
clinica, mas cuando esta sensacion desagradable se relaciona con sensaciones
emocionales como, estrés, angustia y miedo, debido a su capacidad de influir en

el aumento de la sensacion o provocar de manera favorable una analgesia.

Esta relacion de dolor con sensaciones emocionales, ha despertado en la
comunidad cientifica, buscar informacion sobre la participacion del circuito
mesocorticolimbico, en especifico: Nucleo Accumbens, Hipocampo y Corteza
Media Prefrontal, que al presentarse dicha sensacién desagradable debemos
relacionar con los cambios de densidad en las espinas dendriticas de estas areas
corticales generadas por dicha sensacién, los cuales aln no hay reportes

amplios relacionados con el presente trabajo de investigacion.

Por lo tanto, surge la siguiente pregunta de investigacion:

4.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢ Existen cambios de neuroplasticidad en las espinas dendriticas del
Nucleo Accumbens, Hipocampo y Corteza Media Prefrontal pertenecientes al
circuito mesocorticolimbico de ratas Sprague-Dawley posterior a estimulos

nocivos en la pulpa dental?

5.- JUSTIFICACION.

Se conoce la capacidad del cerebro de integrar un estimulo nociceptivo y
ser relacionado con la presencia de situaciones emocionales como el dolor, sin
embargo es necesario explorar mas la fisiopatologia del dolor emocional debido
a los nulos reportes de investigacion en donde se desarrolle y describa cambios

neuroplasticos dendriticos generados en diferentes areas del circuito

33



mesocorticolimbico, provocados por dolor crénico pulpar en molares de ratas
Sprague-Dawley, esto para tener un panorama amplio, tanto en el manejo de
dolor como en el manejo de conducta del paciente durante las consultas

dentales.

El dolor es el principal motivo de consulta dental, en especial el area de
odontopediatria, donde los pacientes pediatricos estan en constante presencia
de afecciones pulpares que provoca modificaciones conductuales por este

cambio emocional.

Por tal motivo, el objetivo del presente estudio es describir los cambios
neuronales generados por el dolor, principalmente en densidad de las espinas
dendriticas en nucleos del circuito mesocorticolimbico ante un estimulo nocivo,
ya que esta zona representa un sitio importante para la modulacion del dolor
emocional. Los resultados obtenidos del presente estudio seran de gran aporte
a la ciencia, ya que ayudaran a resolver dudas sobre la relacion dolor-emocional,
asi como reportar el comportamiento de los ndcleos entre si ante el estimulo
nocivo y entender la conducta del ser humano capaz de cambiar ante una
situacion de peligro (generado por el dolor) para relacionar y aplicar el
conocimiento obtenido a la practica clinica de odontopediatria con la finalidad de
un buen manejo de conducta contra el dolor neurgtico, al que pertenece el dolor
emocional, obteniendo consultas preparadas clinicamente y cientificamente e
incluir auxiliares que capten la atencion del paciente (aromaterapia,
musicoterapia, terapia con imagenes) para tener una respuesta inmediata y

favorable dentro de la consulta dental.
6.- HIPOTESIS.

Hi: Las espinas dendriticas en neuronas de nucleos especificos del circuito
mesocorticolimbico presentan cambios en densidad ante una comunicacion

pulpar en molares dentales.

Ho. Las espinas dendriticas en neuronas de nucleos especificos del circuito
mesocorticolimbico no presentan cambios en densidad ante una comunicacion

pulpar en molares dentales.
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7.- OBJETIVOS.

7.1 Objetivo general.

e Determinar los cambios en la densidad de espinas dendriticas de las neuronas
del circuito mesocorticolimbico que indiquen plasticidad ante un proceso

doloroso inducido en la pulpa dental de los molares de ratas Sprague-Dawley.

7.2 Objetivos especificos.

e Cuantificar la densidad de las espinas dendriticas (cada 10 um) distales al
soma del circuito mesocorticolimbico.

e Comparar los cambios de densidad de las espinas dendriticas del grupo
control con las del grupo de estudio.

e Determinar el nUmero por forma de las espinas dendriticas.
8.- MATERIALES Y METODOS.

El presente trabajo de investigacion se enfatiza en estudiar el estudio
morfolégico de las neuronas de diferentes nudcleos del circuito
mesocorticolimbico sobre laminillas de tejido neuronal de ratas Sprague-

Dawley.

8.1 Disefio del estudio.

° Observacional, transversal, ambilectivo, analitico con muestreo no

probabilistico por conveniencia de muestras ya existentes.

8.2 Poblacion y muestra.

Para el presente estudio el tamafio de la poblacion fue tomado de un
proyecto anterior sobre la misma linea de investigacion, se realiz6 de esta
manera para obtener mayor informacion a partir de muestras uUnicas de
laminillas recolectadas de diversos cortes histoldgicos de nucleos de la corteza

cerebral, también se tomé la decision de realizarse de esta manera para
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respetar la vida de los animales, sumando la situacién por la cual se encuentra
el mundo que es la pandemia del SARS Covid-19, comprometiendo el acceso
a los laboratorios y comprometiendo criterios importantes para la seleccion de

la poblacion y muestra.

A continuacion, se describe el nUmero de neuronas por grupo que se analizaron

de acuerdo con el estudio de las laminillas histoldgicas.

° Poblaciéon: 600 neuronas divididas en tres nucleos diferentes:

° Corteza media prefrontal: se analizan 10 neuronas por nucleo, al tener
dos grupos diferentes (experimental y control) en cada uno de ellos 10 ratas
diferentes, obteniendo 100 neuronas del grupo control y 100 del grupo

experimental, en total 200 neuronas a analizar de solo este nucleo.

° Nucleo Accumbens: se analizan 10 neuronas por nucleo, al tener dos
grupos diferentes (experimental y control) en cada uno de ellos 10 ratas
diferentes, obteniendo 100 neuronas del grupo control y 100 del grupo

experimental, en total 200 neuronas a analizar de solo este nucleo.

° Hipocampo: se analizan 10 neuronas por nucleo, al tener dos grupos
diferentes (experimental y control) en cada uno de ellos 10 ratas diferentes,
obteniendo 100 neuronas del grupo control y 100 del grupo experimental, en total

200 neuronas a analizar de solo este nucleo.

° Tipo de muestreo: muestreo no probabilistico por conveniencia de

muestras ya existentes.
8.3 Criterios de seleccion.

Los siguientes criterios de seleccion fueron tomados en cuenta para
obtener la muestra biolégica, de igual forma dichos criterios de inclusién,
exclusiéon y eliminacion fueron tomados del trabajo de investigacién “Cambios

morfolégicos en las neuronas colinérgicas de la Amigdala Basolateral durante
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dolor crénico dental. Un estudio en rata Sprague-Dawley“ (44), perteneciente a
la misma linea de investigacion en donde ya se contaban con las laminillas

histolégicas tefidas de los diferentes nucleos del circuito mesocorticolimbico.

Criterios de seleccion de las neuronas con tincidon de nacleos del circuito

mesocorticolimbico.

8.3.1 Criterios de inclusion.

e Neuronas con tincién correcta.
e Neuronas completas en continuidad morfologica.

e Neuronas aisladas para la correcta ubicacion de las espinas dendriticas.

8.3.2 Criterios de exclusion.

e Otra clase de neuronas diferentes a los nucleos: Accumbens, Hipocampo y

Corteza Media Prefrontal, pertenecientes al circuito mesocorticolimbico.

8.3.3 Criterios de eliminacion.

e Neuronas con pérdida de continuidad o fragmentadas.

e Neuronas sobrepuestas o falta de exposicion a la tincion.

Criterios de seleccion de las espinas dendriticas.
8.3.4 Criterios de inclusion.

e Espinas ubicadas en la porcion dendritico distal.

e Espinas ubicadas en la parte superior e inferior de la dendrita.
8.3.5 Criterios de exclusion.

e Espinas ubicadas en el dendritico proximal.

e Espinas con bifurcaciones.
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8.3.6 Criterios de eliminacién.

8.4.- Variables.

Espinas con pérdida de continuidad.

Espinas con morfologia diferente a las reportadas en articulos.

En latabla No.1 se describe las variables independientes y dependientes,

con su definicion conceptual, definicibn operacional, escala y prueba estadiistica

respectivamente.
TABLA No. 1: VARIABLES DEPENDIENTES
VARIABLE DEFINICION DEFINICION ESCALA PRUEBA
DEPENDIENTES CONCEPTUAL OPERACIONAL ESTADISTICA
Espinas Espinas dendriticas sonEvaluar a través de microscopia el Cuantitativa (U de Mann
dendriticas. pequefias prolongacionesnumero de espinas por cada 10  discreta. |[Whitney
citoplasmaticas, micras de longitud dendritica.
encargados de los sitios de
sinapsis.
Densidad de [Cantidad disminuida g Evaluar a través de un| Cuantitativa |Descriptiva
espinas aumentada de microscopio focal la cantidad de | discreta. U de Mann
dendriticas. protuberancias pequefias| espinas por cada 10 micras de \Whitney
delgadas y especializadag longitud dendritica a nivel distal y
de las espinas dendriticas| proximal del soma.
localizadas principalmente
en las sinapsis excitadoras.
Fuente propial
TABLA No. 2: VARIABLES INDEPENDIENTES
VARIABLE DEFINICION DEFINICION ESCALA Eg&JDEI,gTAIC
INDEPENDIENTE CONCEPTUAL OPERACIONAL A
Neurona (en el [Unidades fundamentales de| Evaluar a través de un| Cuantitativa | Descriptiva
nacleo de [cerebro 'y el sistemg microscopio focal a las espinas| Dimensional (U de Mann
interés). nervioso, las célulag dendriticas de las neuronas por Continua.  Whitney
responsables de recibif cada 10 micras de longitud
informacion sensorial del dendritica a nivel distal y proximal
mundo externo, de envian del soma, de las ratas control.
comandos motores 3
nuestros musculos y de
transformar y transmitir lag
seflales eléctricas en todos
los sentidos.
Estimulo nocivo. |Respuesta del sistemaEvaluar clinicamente signos de Nominal Xi Cuadrada.
inmunolégico a invasoresinflamacion: aumento de volumen, dicotémica
extrafios tales como virus yenrojecimiento y fistula. Si/No.
bacterias.

Fuente propia|
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8.5.- Concordanciay fiabilidad.
Estandarizacion y capacitacién del investigador.

El presente proyecto de investigacion no necesita una estandarizacion
para el manejo y tratamiento de las ratas Sprague-Dawley, ya que las muestras
del tejido cerebral se encontraban disponibles para continuar con el trabajo de

investigacion pertenecientes a la misma linea de trabajo.

Para realizar las reproducciones bidimensionales de las neuronas
correspondientes a los nucleos de interés, se realizd una previa estandarizacion

a partir de muestras controles ya existentes, la cual consistio en:

1. Se entrend en el uso y manejo de microscopio éptico simple.

2. Se adiestré en el uso de la camara Iucida para visualizar la imagen
proyectada sobre la hoja de papel, lo cual, comienza por observar objetos sobre
la mesa de trabajo, sin apartar la mirada de los oculares del microscopio.

3. Se aprendi6 a identificar el nucleo de interés y registrar las coordenadas
de la platina, para volver a localizar la neurona y ser nuevamente dibujada por el
evaluador o revisor.

4. Se realizo el dibujo de 10 neuronas y se analizaron por el método de Sholl.
5. De manera similar el experto realiz6 la obtencion de los dibujos a partir de
las células utilizadas por el alumno y una tercera persona realizo el analisis de
Sholl para buscar si el proceso es reproducible o hay diferencias
estadisticamente significativas en los resultados tanto del experto como del
alumno.

6. Para darle validez al proceso, se realiza un analisis estadistico
denominado “Coeficiente de Correlacion Intraclase”, el cual es un indice que nos
ayuda a indicar el grado de aceptacion interrelacion inter-observador y permite
cuantificar el nivel del acuerdo inter-observador para disminuir la subjetividad del
test de movilidad, obteniendo un CCI de 0.85. Cuando se obtiene un valor que
se encuentre en el rango de 0.61 a 80, se interpreta que el alumno esti
estandarizado para realizar el estudio morfoldgico y para disminuir la variabilidad,

solo el alumno responsable es el Unico en la obtencion de los dibujos.
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8.6.- Ubicacién espacio-temporal.

° Laboratorio de Fisiologia de la FEBUAP.

° Laboratorio de biomateriales FEBUAP.

8.7.- Procedimientos, técnicas y fuentes de recoleccion.

e Obtencidn de los cortes histologicos de los cerebros.

El procedimiento de lesion pulpar, obtencion del tejido nervioso, tincion
de Golgi-Cox, asi como la impregnacion del cerebro con la solucion fue realizado
por el estudiante antecesor perteneciente a la misma linea de investigacion
ubicadas y resguardadas en el Laboratorio de Fisiologia de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla en la Facultad de Estomatologia como se
muestra en la figura No. 1.

Figura No.1: Laminillas existentes, ubicadas
en el Laboratorio de Fisiologia FEBUAP.

° Analisis morfoldgico.

Kolb en 1998, propone los siguientes criterios para la eleccion de neuronas para
dibujar y analizar (49). Las neuronas deben presentar diferentes caracteristicas
a cumplir:

Encontrarse bien tefiida.

No debe estar fragmentada.
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Debe estar lo suficientemente aislada para distinguir las dendritas de la
neurona seleccionada.

Con previa estandarizacion intra e inter-observador se obtuvo 0.85 de

Coeficiente de Correlacion Intraclase el procedimiento para ir dibujando las

neuronas fue:

1)

2)
3)
4)

5)

6)

Mediante el uso de una camara llcida adaptada a un microscopio Leica,
DMSL se analizaron las laminillas con los cortes cerebrales de un grosor de
200 pm (Figura No. 2 y No. 3).

Localizaciéon del nucleo de interés on el objetivo 4x (Figura No. 4).

Con el objetivo 10x se localizaba la capa lll y V de la CMPF (Figura No. 5).
Se eligié una neurona que tuviera las caracteristicas de seleccién con una
magnificacion de 40x (Figura No. 6).

Con aceite de inmersion se observaron las espinas dendriticas de la parte
distal de la neurona (eligiendo la dendrita de mayor orden previo al analisis
de Sholl) a una magnificacion de 100x. (Figura No. 7)

Finalmente se procedi6 a realizar el dibujo en una hoja de papel con ayuda

de la camara ldcida. (Figura No. 8)

Figura No. 2: Analisis de las laminillas en | Figura No.3: Laminillas de corte cerebral

el microscopio éptico. de 200 pym de grosor.

41




Figura No. 4: Identificacion del nucleo

Hipocampo.

Figura No. 5: Vista a 10x de la capa lll de
la CMPF.

Figura No. 6: Eleccion de la neurona a

analizar a 40x.

Figura No. 7: Vista a 100x la misma

neurona seleccionada.

Figura No. 8: Reproduccion sobre papel
de las espinas dendriticas identificadas en
la parte distal del la dendrita de mayor

orden.
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° Analisis morfolégico de Sholl.

La reconstruccion de cada arbol dendritico completo permitié cuantificar
la longitud de cada dendrita mediante el método de Sholl (50) el cual consistio
en (Figura No. 9):

1. Sobre posicionar la placa transparente de Sholl, con una serie de
circulos concéntricos, equivalente de 10 um de separaciéon que fueron colocadas
sobre el dibujo.

2. La longitud dendritica total se estimd por el nUmero de circulos que

intercepte cada dendrita de acuerdo al orden de esta.

3. La estimacion de arborizacidén dendritica se obtuvo de acuerdo con el
namero total de ramificaciones dendriticas (indicado por las bifurcaciones), fue
contabilizado para cada orden que se aleje del cuerpo celular y a cada orden
(primer, segundo, tercer, cuarto y quinto orden) se le asignd un color para mejor

visualizacion de estudio como se puede observar en la figura No. 9y 10 (44).

En la tabla No.3 se describe la cantidad de neuronas incluidas por nucleos

correspondientes de los 3 circuitos analizados.

TABLA No. 3: ANALISIS DE NEURONAS

NUCLEO NEURONA POR NUMERO
ANALIZAR DE NEURONAS
Corteza Media Se analizaron capa 3 pertenecientes a 10 neuronas por roedor.
Prefrontal neuronas piramidales  (analizando 10 controles y 10 problemas.
dendritas basolaterales). En total 200 neuronas.
3 . . 10 neuronas por roedor.
Nucleo Se gnallzaron neuronas medianas 10 controles y 10 problemas.
Accumbens espinosas. En total 200 neuronas.
10 neuronas por roedor.
Hipocampo Se analizaron neuronas piramidales. 10 controles y 10 problemas.
En total 200 neuronas.

En total se analizaron 600 neuronas.

Fuente propia

43



“ 1414
BiTiBIB 21 2000
111

Figura No. 9: Método de circulos | Figura No.10: Reproduccion en papel de
concéntricos de Sholl (1953) para el andlisis | neurona observada en el microscopio,
dendritico (Tomado y adaptado de Kolb et al; | identificando el orden de las dendritas por
1998). colores, analizada por el método de Sholl.
(Fuente propia)

Tipificacién de espinas dendriticas.

1.- La densidad y morfologia de espinas dendriticas fue estimada por el
dibujo del segmento mas distal de la dendrita de mayor nimero de orden de la
neurona a magnificacién de 100x y se contabilizé el nUmero de espinas en 10um,
de igual manera de acuerdo con la tipificacion de la espina se le asign6 un color,
café las espinas en forma de Hongo, verde a las Delgadas, rosas a las Enanas y
azules a las espinas dendriticas en forma de Filopodio. En la tabla No.4 se
describe la cantidad de espinas dendriticas incluidas en el analisis por nucleos

correspondientes de los 3 circuitos analizados.

TABLA No. 4: ANALISIS DE ESPINAS DENDRITICAS

. NUMERO
NUCLEO ESPINAS POR ANALIZAR DE ESPINAS
Corteza Se analizaron 10 dendritas distales| 10 neuronas analizadas.

Media pertenecientes a neuronas piramidales| 5 controles y 5 problemas.

Prefrontal (analizando dendritas basolaterales). En total 100 dendritas.
} Se analizaron 10 dendritas medianas | 10 neuronas analizadas.
Nuclgo espinosas. 5 controles y 5 problemas.
Accumbens En total 100 dendritas.
Se analizaron 10 dendritas piramidales. 10 neuronas analizadas
Hipocampo 5 controles y 5 problemas.

En total 100 dendritas.

En total se analizaron 300 dendritas para evaluar densidad y tipificacion de espinas presentes en cada una|
de ellas.

Fuente propia
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Figura No. 11: Visualizacién a 100x de las espinas dendriticas de a
neurona seleccionada a analizar.

8.8.- Anédlisis estadistico.

Una vez realizado el andlisis de Sholl de las neuronas, cuantificacién y
tipificacion de las espinas dendriticas, los datos fueron recopilados por medio
de una tabla de calculo disefiada en el programa Microsoft Excel 2019, siendo
capturados en el programa Graphpad Prism para obtener los resultados en
graficas. Se utilizd de inicio estadistica descriptiva, para variables categoricas
se utilizo porcentajes y graficos correspondientes, para variables cuantitativas,
también se utilizaron medidas de tendencia central, dispersion y de forma con
atencion especial a la asimetria y curtosis para determinar la distribucion de los
datos, para ser corroborados posteriormente por pruebas de normalidad
(Kolmogoérov-Smirnov) y para determinar diferencias entre los grupos se utilizé
la prueba U de Man Whitney (Tabla No. 5)

Tabla No. 5: Analisis de datos

Captura de datos. Microsoft Excel 2019.

Estadistica. Graphpad Prism.

Medidas de Tendencia Central

Estadistica descriptiva cuantitativa. Medidas de Dispersion y de forma.

Distribucién. Kolmogorov-Smirnov.
Comparacion de medias U de Mann Whitney.
) p <0.05
Concordancia. Coeficiente de Correlacion Intraclase (CCI).

Fuente propia

BIOETICA.

El presente estudio de investigacion en su parte experimental es basado y

regido por:
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e Norma Oficial Mexicana NOM-084-ECOL-94.

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

9.- RESULTADOS.

Se estudiaron 600 neuronas, 300 pertenecientes al grupo experimental y
300 al grupo control, para analizar a partir de ellas a 300 dendritas distales, de
las cuales son 100 dendritas de la CMPF, 100 de Nucleo Accumbens y 100 de

Hipocampo.

Los resultados obtenidos son para:
e Comparacion de la CMPF control y experimental.
e Comparacion del Nucleo accumbens control y experimental.

e Comparacion del Hipocampo control y experimental.

Los resultados mostraron que en la CMPF que existen diferencias
estadisticamente significativas en la densidad de espinas dendriticas entre los

dos grupos a nivel general, con un valor de p=0.01.

En la tabla numero 6 se puede observar que las espinas en forma de Hongo
mostraron que no existe diferencias estadisticamente significativas, p = 0.3, por
el contrario, en las espinas Delgadas y espinas Enanas, en ambos grupos las
diferencias fueron estadisticamente significativas, con un valorde p =0.05y p =
0.0079.

TABLA No. 6: COMPARATIVO DE ESTADISTICA DESCRIPTIVA Y SIGNIFICANCIA
ESTADISTICA DE CMPF.

DESV.

DENSIDAD GRUPO MEDIA EST. VALOR DE"P"

oo s o

Control 4.14 0.94 *0.3
ESPINAS EN HONGO Expe()r?n;gntal 337 0.61

Control 3.34 0.87 0.05
ESPINAS DELGADAS Expeorinn:gmal 205 0.15

Control 0.17 0.12 0.0079
ESPINAS ENANAS Expe(i?n;;)ntal 0.54 0.08

U de Mann Withney

* Sin significancia estadistica

Fuente propia
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En la gréfica No. 1, se muestra la densidad de las espinas dendriticas de la

CMPF de ambos grupos estudiados.
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GraficaNo. 1 Densidad de la CMPF por grupos.
Fuente propia.

Gréfica No.1 Expresa los datos obtenidos de la densidad de espinas dendriticas
en la CMPF, el grupo control obtuvo una media de 8.01 + 1.28 y en el grupo
experimental obtuvo una media de 5.74 + 0.66, se determina que entre la
comparacidon de los grupos existe diferencia estadisticamente significativa con

un valor de p= 0.01.

En la grafica No. 2, se muestra la densidad de las espinas dendriticas de la CMPF

de ambos grupos analizados en forma de Hongo.

Espinas en forma de
Hongo CMPF

6-
@ I
2 .
5 [] e
unj © ¢ _
= p=0.30
< 2
a
®
z
w
o
0 T T
<
Q )
< &
&
Qj-

GRUPO DE ESTUDIO

Gréafica No. 2 Densidad de la CMPF por grupos en forma de Hongo.
Fuente propia.
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Grafica No. 2 Expresa los datos obtenidos de la densidad de espinas dendriticas
en forma de Hongo pertenecientes a la CMPF, el grupo control obtuvo una media
de 4.25 £ 0.94 y en el grupo experimental obtuvo una media de 3.44 + 0.61, se
determina que entre la comparacion de los grupos no existe diferencia

estadisticamente significativa con un valor de p= 0.30.

En la gréfica No. 3, se muestra la densidad de las espinas dendriticas Delgadas

de la CMPF de ambos grupos.
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GRUPO DE ESTUDIO

Grafica No. 3 Densidad de la CMPF por grupos en forma Delgadas.
Fuente propia.

Grafica No. 3 Expresa los datos obtenidos de la densidad de espinas dendriticas
Delgadas pertenecientes a la CMPF, el grupo control obtuvo una media de 3.34
+0.68y en el grupo experimental obtuvo una media de 2.08 £ 0.15, se determina
gue entre la comparacion de los grupos existe diferencia estadisticamente

significativa con un valor de p= 0.05.
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En la grafica No. 4, se muestra la densidad de las espinas dendriticas Enanas

de la CMPF de ambos grupos.
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Gréfica No. 4 Densidad de la CMPF por grupos en forma Enanas.
Fuente propia.

Grafica No. 4 Expresa los datos obtenidos de la densidad de espinas dendriticas
Enanas pertenecientes a la CMPF, el grupo control obtuvo una media de 0.25 +
0.12y el grupo experimental obtuvo una media de 0.51 + 0.08, se determina que
entre la comparacion de los grupos existe diferencia estadisticamente

significativa con un valor de p= 0.0079.

Los resultados del Hipocampo, el segundo ndcleo del circuito mesocorticolimbico
analizado, mostraron que no existen diferencias estadisticamente significativas
en la densidad de espinas dendriticas entre los dos grupos a nivel general, con

un valor de p=0.84.
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En la tabla No. 7 se puede observar que las espinas en forma de Hongo,

Delgadas y Enanas mostraron que no existen diferencias estadisticamente

significativas en los dos grupos analizados, p= 0.84, p= 0.54, p=0.84 y p= 0.08.

TABLA No. 7: COMPARATIVQ DE ESTADISTICA DESCRIPTIVA Y SIGNIFICANCIA
ESTADISTICA DE HIPOCAMPO (CAl).
DENSIDAD GRUPO MEDIA DESV. EST. VALOR DE "P"

Control 9.45 2.22 .

GENERAL Experimental 8.97 2.54 0.84

ESPINAS EN HONGO Contrgl 4.93 114 *0.54
Experimental 4.56 1.06
Control 4.08 141 N

ESPINAS DELGADAS Experimental 4.13 1.68 0.84
Control 0.04 0.05

ESPINAS ENANAS - *0.08
Experimental 0.31 0.27

U de Mann Withney

* Sin significancia estadistica

Fuente propia

En la grafica No. 5, se muestra la densidad de las espinas dendriticas del

Hipocampo (CA1l) de ambos grupos.
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p=0.84

Gréfica No. 5 Densidad del CA1 por grupos.

Fuente propia.

Grafica No. 5 Expresa los datos obtenidos de la densidad de espinas dendriticas

pertenecientes al CAl, el grupo control obtuvo una media de 9.26 + 2.21 y el

grupo experimental obtuvo una media de 8.86 + 2.52, se determina que entre la
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comparacién de los grupos no existe diferencia estadisticamente significativa

con un valor de p=0.84.

En la grafica No. 6, se muestra la densidad de las espinas dendriticas del CAl

de ambos grupos en forma de Hongo.
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GRUPO DE ESTUDIO

Gréfica No. 6 Densidad del CA1 por grupos en forma de Hongo.
Fuente propia.

Grafica No. 6 Expresa los datos obtenidos de la densidad de espinas dendriticas
en forma de Hongo pertenecientes al CAl, el grupo control obtuvo una media de
5.24 + 1.14 y el grupo experimental obtuvo una media de 4.28 + 1.06, se
determina que entre la comparacion de los grupos no existe diferencia

estadisticamente significativa con un valor de p= 0.54.
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En la grafica No. 7, se muestra la densidad de las espinas dendriticas delgadas

del CAl1 de ambos grupos analizados.
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GRUPO DE ESTUDIO

Gréfica No. 7 Densidad del CA1 por grupos en forma Delgadas.
Fuente propia.

Grafica No. 7 Expresa los datos obtenidos de la densidad de espinas dendriticas
Delgadas pertenecientes al CAL, el grupo control obtuvo una media de 4.45 +
1.62 y el grupo experimental obtuvo una media de 3.82 + 1.68, se determina que
entre la comparacion de ambos grupos no existe diferencia estadisticamente

significativa con un valor de p= 0.84.
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En la grafica No. 8, se muestra la densidad de las espinas dendriticas Enanas

del CA1 de ambos grupos.
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GRUPO DE ESTUDIO

Grafica No. 8 Densidad del CA1 por grupos en forma Enanas.
Fuente propia.

Grafica No. 8 Expresa los datos obtenidos de la densidad de espinas dendriticas
Enanas pertenecientes al CALl, el grupo control reporta una media de 0.00 + 0.05
y el grupo experimental reporta una media de 0.34 £ 0.27, se determina que entre
la comparacion de los grupos no existe diferencia estadisticamente significativa

con un valor de p= 0.08.

Los resultados del NACC, que es el tercer nucleo analizado reporta que existe
diferencias estadisticamente significativas en la densidad de espinas dendriticas
entre los dos grupos analizados a nivel general, con un valor de p= 0.0079.

En la tabla No. 8 se puede observar que las espinas en forma de Hongo y
Delgadas no existen diferencias estadisticamente significativas en los dos
grupos analizados, con un valor de p= 0.54, p= 0.84, por el contrario en las
espinas Enanas existen diferencias estadisticamente significativas con un valor
de p=0.0079.
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TABLA No0.8: COMPARATIVO DE ESTADiSTICA DESCRIPTIVA Y SIGNIFICANCIA
ESTADISTICA DE NACC.
DENSIDAD GRUPO MEDIANA DESV. EST. VALOR DE "P"
Control 8.23 2.29
GENERAL Experimental 13.84 1.39 0.0079
ESPINAS EN HONGO Contrgl 4.93 1.49 *0.54
Experimental 7.35 0.87
Control 4.14 1.57
ESPINAS DELGADA *0.84
S S G S Experimental 6.18 0.84 08
Control 0.14 0.19
ESPINAS ENANA .007
S S S Experimental 0.29 0.15 0.0079
U de Mann Withney

* Sin significancia estadistica

Fuente: propia

En la grafica No.9, muestra la densidad de las espinas dendriticas del NACC de

ambos grupos analizados.
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Gréfica No. 9 Densidad del NACC por grupos.
Fuente propia.

Gréfica No. 9 Expresa los datos obtenidos de la densidad de espinas dendriticas
del nucleo NACC, el grupo control obtuvo una media de 8.25 + 2.28 y el grupo
experimental obtuvo una media de 14.23 + 1.41, se determina que entre la
comparacién de los grupos existen diferencias estadisticamente significativas

con un valor de p= 0.0079.
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En la grafica No. 10, se muestra la densidad de las espinas dendriticas en forma

de Hongo del NACC de ambos grupos analizados.

Espinas en Hongo

NACC
8—
7
L4 ®
= 6 .
® o|* |
ﬂ l it p =0.54
a 4 ®
2 l i
(=]
g 2+
w
[=)
0 || I
o O
~:>“‘é .@“o
¥ N
)
&

GRUPO DE ESTUDIO

Grafica No. 10 Densidad NACC por grupos en forma de Hongo.
Fuente propia.

Grafica No.10 Expresa los datos obtenidos de la densidad de espinas dendriticas
del nucleo NACC, en forma de Hongo, el grupo control reportd una media de
5.24 + 1.14 y el grupo experimental una media de 4.28 + 1.06, se determina que
entre la comparacion de los grupos no existen diferencias estadisticamente

significativas con un valor de p= 0.54.
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En la grafica No.11, se muestra la densidad de las espinas dendriticas Delgadas

del NACC de ambos grupos.
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Gréfica No. 11 Densidad del NACC por grupos en forma Delgadas.
Fuente propia.

Grafica No.11 Expresa los datos obtenidos de la densidad de espinas dendriticas
Delgadas del nucleo NACC, el grupo control obtuvo una media de 4.45+1.41y
el grupo experimental una media de 3.82 + 1.68, se determina que entre la
comparacion de los grupos no existen diferencias estadisticamente significativas

con un valor de p=0.84.
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En la grafica No.12, se observa la densidad de las espinas dendriticas Enanas

del CAl1 de ambos grupos analizados.
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Gréfica No. 12 Densidad del NACC por grupos en forma Enanas.
Fuente propia.

Grafica No.12 Expresa los datos obtenidos de la densidad de espinas dendriticas
Enanas del nacleo NACC, el grupo control obtuvo una media de 0.00 + 0.05y en
el grupo experimental una media de 0.40 + 0.11, se determina que entre la
comparacion de los grupos existen diferencias estadisticamente significativas

con un valor de p=0.0079.
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10.- DISCUSION.

El dolor pulpar es la principal razén por la cual los seres humanos acuden
a consulta dental, con efectos adversos considerables, uno de ellos es en los
procesos fisiolégicos, incluyendo los procesos de aprendizaje y memoria. En el
ambito estomatoldgico existen diferentes afectaciones a tejidos blandos y duros
gue pueden generar dolor. Un dafio a los 6érganos dentarios que comprometa a
sus tejidos duros y exponga la cdmara pulpar como por ejemplo una lesion de
caries profunda, puede inducir inflamacion del tejido pulpar e inducir activacion
de las células nociceptivas al generar dolor y provocar que el individuo busque
atencion odontologica. Ademas, se ha reportado que el dolor genera estrés y
afecta la conducta emocional del individuo. Por lo que el objetivo del presente
estudio es investigar si una pulpitis induce activacion y generacion de estimulos
dolorosos que provoque cambios neuroplasticos a nivel de las espinas

dendriticas en nucleos del circuito mesocorticolimbico.

Zhan en el 2021 reporta cambios neuronales en procesos nociceptivos pulpares
y activacion de células que realizan una neuromodulacién pero se desconoce los
posibles cambios y su consecuencia de estos en la morfologia de las espinas
dendriticas de los nucleos del circuito mesocorticolimbico en especial la CMPF,
Hipocampo y NACC (60).

Nuestros resultados al evaluar la densidad y tipos de espinas en dendritas de
nucleos que participan en el guardado de la informacién (memoria); modulacion
y ejecucion de tareas como lo son el Hipocampo, el Nucleo Accumbens y la
Corteza Media Prefrontal, respectivamente muestran que la region CAl del
Hipocampo no hay cambios en densidad de dendritas por unidad de longitud y
tampoco por tipo de espinas en nuestros bio-modelos de experimentacion lo
cual se infiere que el estimulo generado no fue suficiente para provocar una
potenciacion a largo plazo y generar reconocimiento futuro, Olsen en el 2022
reporta que es necesario una plasticidad dependiente de actividad entre los
subcampos CA1-CA3 y la circunvalacion dentada del Hipocampo para que se
promueva una integracion de informacion, codificaciéon y almacenamiento,
tambien reporta que la potenciacion a largo plazo y el factor neurotréfico

derivado del cerebro son los principales medios para la promocion de
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plasticidad sinaptica, esto al relacionarlo con los resultados obtenidos se puede
inferir que las ratas experimentales no lograron alcanzar LTP y por ende no hay

neuroplasticidad.

Interesantemente, nuestros resultados en las dendritas distales de la CMPF
muestran que las dendritas de los animales que se les indujo inflamacién pulpar
tienen menor cantidad de espinas dendriticas que las estructuras de animales
control. Estos resultados nos permiten inferir que la experiencia nociceptiva
provoco una reorganizacion con un debilitamiento de las conexiones sinapticas,
es decir una poda selectiva. Ademas, al observar los resultados de espinas
dendriticas delgadas se encontré0 que los sujetos experimentales tienen una
marcada disminucion de estas estructuras. Sin embargo, el andlisis de espinas
enanas reportd que los animales experimentales tienen mas espinas que los
sujetos control. Lo importante en este nucleo es notar que existe disminucién en

la densidad de espinas dendriticas, pero no en todos los tipos morfoldgicos.

Los cambios mas pronunciados fueron encontrados en las espinas delgadas y
sabemos que son estadios inmaduros, méviles y que la superficie de contacto
sinaptico es débil. Ademas, sabemos que el tejido nervioso es muy dinamico y
elimina la informacién que no llego a establecerse. Por consiguiente, se piensa
que el efecto inducido por el LPS indujo estimulos nociceptivos en la pulpa dental
pero que probablemente no fue el suficiente para inducir cambios permanentes
en la morfologia de las espinas dendriticas en CMPF ni provoco una induccion
para establecer nuevas sinapsis, sino al contrario, esto referido a la disminucion
de espinas delgadas. Hay muy pocos articulos cientificos sobre la CMPF de
roedores, por lo que se debe de enriquecer los conocimientos adquiridos de esta
area cerebral con diversos estudios realizados, Cook y Wellman en el 2004
reportan un estudio que hay pérdida total de hasta el 30% de sinapsis
axoespinosas de neuronas piradamidales de la capa 3 en porcidén distal de
dendritas apicales, debido a estrés cronico generado en ratas jovenes (69),
también Izquierdo en el 2006, reporta que incluso un estrés leve y moderado

puede provocar la retraccion dendritica (70).
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Es de suma importancia destacar que la literatura cientifica publicada reporta
estudios a nivel de densidad sinaptica, pero no hay reportes acerca de la
tipificacion de espinas dendriticas por lo que es un campo rico en explorar,

estudiar y reportar.

De igual manera encontramos cambios en la densidad de espinas en las
neuronas espinosas medianas del Nucleo Accumbens. Esta estructura recibe
aferencias de la Amigdala, el Hipocampo, Area Ventral Tegmental y la Corteza
Media Prefrontal y proyecta hacia el Palido Ventral, que a su vez envia
informacion al nucleo Medio Dorsal del Talamo y finalmente llega la informacion
a regiones pre-limbicas de la Corteza Prefrontal. Es pertinente mencionar que el
Nucleo Accumbens ha sido asociado con la actividad motora y la motivacion,
llevando a cabo una interfase ente areas limbicas y motoras (71). Numerosos
estudios neurobiololégicos han mencionado su activaciéon por estimulos
aversivos y se sabe que participa en conductas como la ingesta, sexual, la
recompensa, la auto administracién de drogas y respuesta al estrés (72). Por lo
gue un cambio en la densidad de espinas dendritas en las neuronas del Nucleo
Accumbens inducidas por un proceso inflamatorio en camara pulpar podria
inducir cambios en la manera en que el sujeto de experimentacién podria
responder a estimulos aversivos. Dichos hallazgos generan evidencia con
respecto a la salud bucal y su asociacion con trastornos de las emociones. De
particular importancia en odontopediatria, en la que la incidencia de caries en los
pacientes es superior al 40% entre los nifios de 2 a 19 afos (73). Se ha
comenzado un concepto de salud integral, en la que la salud oral debe ser
considerada como un pilar a cuidar, en la que si existen dafios o enfermedades
en la boca se puede inducir cambios o trastornos en diversos érganos como el

corazoén y el cerebro.
La activacion de la via termoalgésica nos permite percibir el dolor agudo, pero

cuando existe un dolor persistente como el generado por una pulpitis hace que

se activen nucleos del sistema limbico tal como el Nucleo Accumbens.
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Para describir la asociacion entre los nudcleos evaluados, presentamos el
diagrama No. 1: Cambios de espinas dendriticas de los nucleos CMPF, NACC e
Hipocampo después de una induccion nociva en ratas Sprague — Dawley a nivel
pulpar. En el cual podemos observar que no hay cambios en la region CA1 del
Hipocampo, pero si disminucion en la densidad de espinas dendriticas en CMPF
y Nucleo Accumbens. Esto nos permite sugerir que posiblemente los animales a
los cuales se les indujo una pulpitis por la infiltracion de LPS fue suficiente para
alterar la cantidad de sitios de contactos sindpticos y posiblemente esto haga
gue los individuos de experimentacion sean menos tolerantes a escenarios o

estimulos aversivos (inferencia por investigar con pruebas de conducta).

Interesantemente se observd que en CMPF, los cambios se observaron
principalmente en espinas Delgadas, lo cual nos hace pensar que las
alteraciones son reversibles y que los sistemas compensatorios hacen que el
cerebro regrese a su estado inicial. Este proceso de depresion a largo plazo
(DPS) de las conexiones sinapticas, es bueno, porque significa que si el estimulo
doloroso no fue muy intenso y el cerebro tiene a eliminar dicha informacion para
mantener un equilibrio en la recepcion e interpretacidon de los estimulos
periféricos. De la misma manera, los resultados en Nucleo Accumbens mostré
cambios en la densidad de espinas dendriticas, con cambios en las espinas

Enanas y no en las consolidadas como lo son en las cabezas en forma de Hongo.
Por lo que podemos decir que el nucleo encargado de modular la interaccion

entre las conductas motoras y limbicas también se reorganiza para mantener

funcional el sistema mesocorticolimbico.
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Diagrama No.1: Cambios de espinas dendriticas de los nucleos CMPF, NACC
e Hipocampo después de una induccién nociva en ratas Sprague — Dawley a

nivel pulpar.
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11.- CONCLUSION.

El dolor es una experiencia multidimensional compleja que incluye
componentes sensoriales, discriminativos, afectivos, motivacionales y cognitivo-
evaluativo, este al ser una experiencia comun y de las principales causas de
discapacidad y sufrimiento, se ha buscado muchas alternativas para su

tratamiento tanto fisico como emocional.

La importancia de utilizar un método experimental riguroso con marcadores
neuronales ha producido un progreso significativo en la comprensién sobre la
percepcion del dolor, transmision sensorial, modulacién y neuroplasticidad

cerebral.

Los cambios en la densidad y tipos de espinas dendriticas encontrados en
nuestros sujetos de experimentacién fueron en estructuras que tienden a
devolucionar cuando el estimulo ya no esta presente. Lo cual podria ser bueno
porque eso significaria que el cerebro discrimina informacién que no es relevante
y mantienen una cito-arquitectura que permite estar listo para futuros estimulos
nociceptivos y no estar precondicionado, como sucede ante estimulos muy
agudos y cronicos constantes. Como lo han reportados muchos autores que
mencionan que hay sensibilizacion periférica y central expresado como alodinia

e hiperalgesia.

Estos hallazgos son de particular interés en odontopediatria, porque el manejo
oportuno y adecuado de procesos inflamatorios que tienen como consecuencia
una sensacién dolorosa evitarian sensaciones nociceptivas, es asi como de un
paciente no cooperador se puede volver paciente cooperador, sino se pudieran
evitar las consultas dolorosas, buscar que el estimulo no sea duradero que
pudiera inducir cambios permanentes en la memoria y por ende aberracion a la

experiencia vivida.

Finalmente, se reafirma que los modelos experimentales en ratas proporcionan
amplias oportunidades para nuevos conocimientos sobre la neuroplasticidad,
desarrollar técnicas y habilidades para consultas dentales cortas y libres de

esimulos aversivos, aprovechando los ultimos conocimientos de la relacion del
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dolor con el circuito mesocorticolimbico y hacer una invitacion a seguir

estudiando los cambios neuronales por experiencias nocivas.
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13.- ANEXOS.

Anexo No.1 Formato para la recoleccién de datos de espinas dendriticas.

= distal

Total media Total media Total media Total media Densidad media

Dend 1 6.8
Dend 2 7.75
Dend 3 8

Dend 4 8

Dend 5 8

Dend 6 5.5
Dend 7 6.2
Dend 8 6.75
Dend 9 6.5
Dend 10 7.2

4.335 0.448 2.018 0.15 7.07

Anexo No. 2 Medidas de de Tendencia Central: Densidad de espinas de la
CMPF y prueba U de Mann Whintey.

A . B Mann-Whitney test
Descriptive statistics T
Y Y e [ vt Gasrr
| Number of values 5 5 B —
VS. VS,
Minimum 0.000 0.3400 Column A Control
Maximum 0.1100 0.5900
! Mann Whitney test
_Range 0.1100 0.2500 P value 0.0159
Exact or approximate P value? Exact
‘Mean 0.04200 0.4600 P value summary '
! Significantly different (P < 0.05)? Yes
_ Std. Deviation 0.05762 0.1125 One- or two-tailed P value? Two Iied
Std. Error of Mean 0.02577 0.05030 Sum of ranks in column A,B 39,16
: Mann-Whitney U 1
Difference between medians
Median of column A 7.960, n=5
Median of column B 5.740, n=5
Difference: Actual 2220
Difference: Hodges-Lehmann -1.980
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Anexo No.3 Medidas de de Tendencia Central: Densidad de espinas en forma
de Hongo de la CMPF y prueba U de Mann Whintey.

MNumber of values 5 h
Minimum 2.600 2.750
Maximum 5040 4.330
Mean 4.146 3.376
Std. Deviation 0.9481 06132
Std. Error 0.4240 0.2765
Lower 95% CI of mean 2.969 2.608
Upper 95% CI of mean 5323 4144
KS normality test

KS distance 0.2681 0.2524
P value =010 =010
Passed normality test (alpha=0.05)7 Yes Yes

P value summary ns ns
Sum 20.73 16.88

Anexo No.4 Medidas de de Tendencia Central:

de la CMPF y prueba U de Mann Whithney.

Mann-Whitney test

Table Analyzed

Column B
Vs.

Column A

Mann Whitney test
P value
Exact or approximate P value?
P value summary
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A,B
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A
Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Espinas en forma de Hongo CMPF

Experimento
VS,
Control

0.3095
Exact

ns

No
Two-tailed
33,22

7

4.250, n=5
3.440, n=5
-0.8100
-0.8100

Densidad de espinas Delgadas

Number of values ) ) Mann-Whitney test
Minimum 2060 1.820 Table Analyzed
Maximum 4340 2220
Column B
Mean 3.348 2.058 =
— Column A
Std. Deviation 0.8714 01550
Std. Error 0.3897 0.06931 c_’;‘:‘,"f.wmmymt
P value
Lower 95% Cl of mean 2.266 1.866 Exact or approximate P value?
Upper 95% Cl of mean 4.430 2250 P value summesy
Significantly different (P < 0.05)?
- One- or two-tailed P value?
KS narmallty test Sum of ranks in column A B
KS distance 0.2225 0.1784 Mann-Whitney U
P value =010 =010
Passed normality test (alpha=0.05)7 Yes Yes Difference between medians
P value summary ns ns Median of column A
Median of column B
Difference: Actual
Sum 16.74 10.29 Difference: Hodges-Lehmann

Espinas delgadas CMPF

Experimento
VS,
Control

0.0556
Exact

ns

No
Two-tailed
37,18

3

3.340, n=5
2.080, n=5
-1.260
-1.260
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Anexo No. 5 Medidas de de Tendencia Central: Densidad de espinas Enanas
del CMPF y prueba U de Mann Whitney.

MNumber of values 5 b
Minimum 0.0 0.4400
Maximum 0.2800 0.6600
Mean 0.1740 0.5400
Std. Deviation 0.1260 0.08573
Std. Error 0.05636 0.03834
Lower 95% Cl of mean 0.01753 0.4335
Upper 95% Cl of mean 0.3305 0.6465
KS normality test

KS distance 0.3268 0.2368
P value 0.0867 =0.10
Passed normality test (alpha=0.05)7 Yes Yes

P value summary ns ns
Sum 0.8700 2.700

Mann-Whitney test

Table Analyzed
Column B
vs

Column A

Mann Whitney test

MPF

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A B
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A
Median of column B
Difference: Actual
Difference: Hodges-Lehmann

Espinas enanas CMPF |

Experimento
vs.

Control

0.0079
Exact

Yes
Two-tailed
15,40

0

0.2500, n=5
0.5100, n=5
0.2600
0.3600

Anexo No. 6 Medidas de de Tendencia Central: Densidad de espinas del CAly

prueba U de Mann Whitney.

MNumber of values 5 5
Minimum 6.570 6.310
Maximum 12.50 13.04
Mean 9.456 8.974
Std. Deviation 2221 2.543
Std. Error 0.9934 1137
Lower 95% Cl of mean 6.698 5816
Upper 95% CI of mean 12.21 1213
KS normality test

KS distance 0.1352 0.2304
P value =010 =0.10
Passed normality test (alpha=0.05)7 Yes Yes

P value summary ns ns
Sum 47.28 44.87

Mann-Whitney test

Table Analyzed

Column B
VS,

Column A

Mann Whitney test
P value

Exact or approximate P value?

P value summary

Significantly different (P < 0.05)?

One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column AB
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A
Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Densidad CA!

Experimento
VS,

Control

0.8413
Exact

ns

No
Two-tailed
29,26

11

9.260, n=5
8.860, n=5
-0.4000
-0.4000
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Anexo No. 7 Medidas de de Tendencia Central: Densidad de espinas en forma
de Hongo del CAl y prueba U de Mann Whitney.

Anexo No. 8 Medidas de de Tendencia Central:

Mumber of values 5 5
Minimum 3.590 3.390
Maximum 6.440 6.120
Mean 4.934 4.568
Std. Dewviation 1.146 1.063
Std. Error 05127 0.4755
Lower 95% C| of mean 3.510 3.248
Upper 95% Cl of mean 6.358 5. 888
KS normality test

KS distance 0.2052 0.2065
P value =010 =010
Passed normality test (alpha=0.05)7 Yes Yes

P value summary ns ns
Sum 24 67 2284

del CAly prueba U de Mann Whitney.

MNumber of values 5 b
Minimum 2.330 2.790
Maximum 5.720 6.960
Mean 4.088 4130
Std. Deviation 1.414 1.686
Std. Error 0.6322 0.7538
Lower 95% Cl of mean 2.333 2037
Upper 95% CI of mean 5843 6.223
KS normality test

KS distance 0.2010 0.2929
P value =0.10 = 0.10
Passed normality test (alpha=0.05)7 Yes Yes

P value summary ns ns
Sum 2044 2065

Mann-Whitney test

Table Analyzed

Column B
vs

Column A

Mann Whitney test
P value
Exact or approximate P value?
P value summary
Significantly different (P < 0.05)7
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A B

Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A
Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Espinas en forma de hongo CA1

Experimento
Vs,

Control

0.5476
Exact

ns

No
Two-tailed
31,24

9

5.240, n=5
4,280, n=5
-0.9600
-0.3100

Densidad de espinas Delgadas

Mann-Whitney test

Table Analyzed

Column B
Vs,

Column A

Mann Whitney test
P value
Exact or approximate P value?
P value summary
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-talled P value?
Sum of ranks in column A,B
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A
Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Espinas delgadas CA1

Experimento
vs.

Control

0.8413
Exact

ns

No
Two-tailed
29,26

1

4.450, n=5
3.820, n=5
-0.6300
-0.1600
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Anexo No0.9 Medidas de de Tendencia Central: Densidad de espinas Enanas
del CAly prueba U de Mann Whitney.

Number of values 5 5
Minimum 0.0 0.0400
Maximum 01100 0.5900
Mean 0.0420 0.3160
Std. Deviation 0.05762 0.2704
Std. Error 0.02577 0.1209
Lower 95% Cl of mean -0.02954 -0.01978
Upper 95% CI of mean 0.1135 0.6518
K.S normality test

KS distance 0.3670 0.2463
P value 0.0265 =010
Passed normality test (alpha=0.05)7 MNo Yes

P value summary * ns
Sum 0.2100 1.580

Mann-Whitney test

Table Analyzed

Column B
VS,

Column A

Mann Whitney test
P value
Exact or approximate P value?
P value summary
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A.B

Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A
Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Experimento
VS,
Control

0.0873
Exact

ns

No
Two-talled
19,36

4

0.000, n=5
0.3400, n=5
0.3400
0.3400

Anexo No. 10 Medidas de de Tendencia Central: Densidad de espinas del

NACC y prueba U de Mann Whitney.

Mann-Whitney test

Table Analyzed

Column B
Vs

Column A

Mann Whitney test
P value

Exact or approximate P value?

P value summary

Densidad de espinas en NACC

Mumber of values 4 &
Minimum 6.300 11.83
Maximum 11.46 15.59
Mean 8.235 13.84
Std. Dewviation 2.298 1.393
Std. Error 1.148 0.6230
Lower 95% Cl of mean 4578 1211
Upper 95% CI of mean 11.89 1567
KS normality test

KS distance 0.2474 0.2097
P value =010 =010
Passed normality test (alpha=0.05)? Yes Yes

P value summary ns ns
Sum 32.94 69.21

Significantly different (P < 0.05
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A B
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A
Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Experimento
VS,

Control

0.0079

Exact

Yes
Two-tailed
15,40

0

8.250, n=5
14.23, n=5
5.980
5.030
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Anexo No. 11 Medidas de de Tendencia Central: Densidad de espinas en
forma de Hongo del NACC y prueba U de Mann Whitney.

Mumber of values & 4
Minimum 3.790 6.080
Maximum 7.320 5.230
Mean 4.934 7.358
Std. Deviation 1.494 0.8762
Std. Error 0.6682 0.3918
Lower 95% CI of mean 3.079 6.270
Upper 95% CI of mean 6.789 8.446
K.S normality test

KS distance 0.2836 0.1950
P value =010 = 0.10
Passed normality test (alpha=0.05)7 Yes Yes

P value summary ns ns
Sum 24 67 36.79

Mann-Whitney test

Table Analyzed

Column B
Vs
Column A

Mann Whitney test
P value
Exact or approximate P value?
P value summary
Significantly different (P < 0.05
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A,B
Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A
Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Espinas en forma de hongo NACC

Experimento
VS.

Control

0.5476
Exact

ns

No
Two-tailed
31,24

8

5.240, n=5
4.280, n=5
-0.9600
<0.3100

Anexo No. 12 Medidas de de Tendencia Central: Densidad de espinas
Delgadas del NACC y prueba U de Mann Whitney.

Mumber of values & 5
Minimum 2.080 5330
Maximum 5.900 7.060
Mean 4.142 6.180
Std. Deviation 1.578 08464
Std. Error 0.7056 0.3785
Lower 955% Cl of mean 2183 5129
Upper 95% CI of mean 6.101 7231
KS normality test

KS distance 01761 02423
P value =0.10 =010
Passed normality test (alpha=0.05)7? Yes Yes

P value summary ns ns
Sum 207 30.90

Mann-Whitney test

Table Analyzed

Column B
Vs

Column A

Mann Whitney test

P value

Espinas delgadas NACC

Experimento

Vs,

Control

0.8413

Exact or approximate P value? Exact

P value summary

ns

Significantly different (P < 0.05 No
One- or two-tailed P value? | Two-tailed

Sum of ranks in columnAB 29,26

Mann-Whitney U

1"

Difference between medians

Median of column A
Median of column B

Difference: Actual

4.450, n=5
3.820, n=5
-0.6300

Difference: Hodges-Lehmann | -0.1600
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Anexo No. 13 Medidas de de Tendencia Central: Densidad de espinas Enanas
del NACC y prueba U de Mann Whitney.

MNumber of values b 5
Minimum 0.0 0.0500
Maximum 0.4600 0.4600
Mean 0.1440 0.2980
Std. Dewviation 0.1958 0.1587
Std. Error 0.08756 0.07095
Lower 95% CI of mean -0.09909 01010
Upper 95% CI of mean 0.3871 0.4950
KS normality test

KS distance 0.3198 0.2548
P value =010 =010
Passed normality test (alpha=0.05)7 Yes Yes

P value summary ns ns
Sum 0.7200 1.490

Mann-Whitney test

Table Analyzed

Column B
Vs,

Column A

Mann Whitney test
P value
Exact or approximate P value?
P value summary
Significantly different (P < 0.05
One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A,B

Mann-Whitney U

Difference between medians
Median of column A
Median of column B
Difference: Actual

Difference: Hodges-Lehmann

Espinas enanas NACC

Experimento
VS,

Control

0.0079

Exact

Yes
Two-talled
15,40

0

0.000, n=5
0.4000, n=5
0.4000
0.4000
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