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RESUMEN

El presente proyecto incide directamente en el drea de Farmacologia. En
Farmacologia los modelos experimentales en animales de investigacion, tienen un papel
muy importante ya que mediante éstos se determina como ocurren procesos fisioldgicos y
patolégicos que semejan al ser humano. Una vez que ya se tiene bien caracterizada una

patologia en particular, es necesario evaluar tratamientos que la contrarresten.

En este proyecto de investigacién se muestra la implementacién de un modelo
animal, que semeja el dolor orofacial de tipo inflamatorio en humano. Se determiné la
concentracion adecuada de formalina para obtener el estimulo algésico. Ademas de
establecer que los ratones macho son mas adecuados con respecto a las hembras. Este
modelo de nocicepcion, actualmente es de gran importancia para el laboratorio de Dolor
de la ESM ya que se esta utilizando para la evaluaciéon de alternativas terapéuticas para el

dolor inflamatorio con relevancia odontoldgica.
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I. INTRODUCCION

El dolor es una sensacion que va acompafnada de un fuerte componente emocional
importante; por lo cual la percepciéon del dolor para el humano depende de factores
sociales, psicoldgicos, culturales, econdmicos e incluso ambientales. Asi, un mismo
estimulo nocivo puede evocar diferentes respuestas en diferentes individuos. Por esta
razon es muy importante utilizar modelos bioldgicos en animales, en los cuales se
represente el componente doloroso y se excluya el componente emocional. Actualmente,
para evaluar el efecto analgésico de farmacos tanto los que ya se utilizan en el mercado
como las nuevas propuestas se requiere de modelos de experimentacién en animales

principalmente en roedores.

En México existen pocos laboratorios de investigacion que realizan evaluaciones
analgésicas, basicamente estos laboratorio utilizan modelos de experimentacién en dolor
inflamatorio y neuropdtico. Dentro de los modelos de dolor inflamatorio es comun el
empleo de la prueba de formalina en la pata. En el presente trabajo se describe la
implementacién de un modelo de dolor orofacial por formalina en ratén. La finalidad de
establecer este modelo es darle una aplicacion mas directa en la evaluaciéon de

analgésicos con utilidad en odontologia.
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Il. FUNDAMENTO TEORICO

I1.1. Definicion de dolor

El dolor ha sido la principal queja médica desde los inicios de la humanidad. A lo largo
de la historia las concepciones del dolor y su tratamiento han estado muy ligadas a la
cultura y a los eventos magico-religiosos que rodeaban las antiguas civilizaciones. El
término analgesia viene del griego an que significa privacidn y algos que traduce dolor. La
analgesia es tan antigua como el dolor mismo, puesto que el hombre posee un deseo
innato de felicidad y el dolor es percibido como una frustracion y pena que causa
incapacidad fisica y mental. A pesar de las diferencias entre la interpretacion que han
hecho del dolor las distintas culturas y civilizaciones, existe un denominador comuin en
todas ellas: el afan de conocer la causa que lo produce y cémo eliminarlo o por lo menos,

minimizarlo.

El dolor es una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a dafio
tisular real o potencial que puede ser descrito en términos de la magnitud del dafo (IASP,
1986). El dolor, aunque indeseable, representa una estrategia adaptativa que permite
proteger de las agresiones del medio externo; sin la presencia de estas respuestas
reflejadas ante un estimulo doloroso, tendriamos una gran desventaja en la supervivencia.
El dolor que acompafian a los procesos de dafio tisular, conserva una naturaleza
protectora, ya que es un componente necesario para el proceso de cicatrizacién, pero en
la medida en que esto ocurre también se espera que disminuyan las sensaciones
dolorosas. Sin embargo, en algunas circunstancias el dolor pasa de una sensacién benéfica
para el organismo a convertirse en si mismo en una patologia que debe ser suprimida para

permitirle al organismo sobrevivir (Bonica, 1990).
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Hoy en dia, entendemos el dolor como la integracion de tres componentes: el
sensitivo, que hace referencia al impulso desencadenado desde los receptores periféricos
de dolor. El componente cognitivo, se relaciona con nuestro aprendizaje cultural respecto
al dolor, y con las conductas que tomamos como reaccidén a éste: integra factores tales
como el entorno social y cultural, aprendizajes previos, etc. El tercer componente es el
emotivo afectivo, que hace referencia a nuestras emociones frente a un impulso doloroso
y la manera como éstas puede influir en la interpretacidon del mismo. La percepcion final
del dolor es consecuencia de la integracidén de estos tres componentes, y dependen de la
contribucién relativa de uno u otro, de la persona y de la clase de dolor postoperatorio
presenta un elemento nociceptivo dominante, mientras que en el dolor crénico benigno el

componente afectivo, es el que predomina.

Muchas personas refieren dolor en ausencia de dafio tisular o causa fisiopatoldgica
conocida; sin embargo, esta experiencia debe ser aceptada como dolor, puesto que no
hay manera de distinguirla de aquella debida a un dafio tisular efectivo. Inclusive en
aquellos pacientes en los cuales es imposible demostrarse potencial dafio tisular, el dolor
debe ser manejado, ya que esta produciendo una sensacion desagradable que implica

sufrimiento para el paciente (Dagnino, 1994).

11.2 Clasificacion del dolor

Existen diferentes clasificaciones del dolor. A continuacion se describe una

clasificaciéon de acuerdo a su patogenia (Figura 1) (Woolf, 2004).

J Dolor nociceptivo: es el resultado de la activacidon directa de receptores
especificos (nociceptores) en la piel o los tejidos blandos en respuesta a una lesion tisular,

generalmente se acompafia de una inflamacidn, es el tipo de dolor mas frecuente. La
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activacion de estos receptores produce una disminucion en el umbral nociceptivo, este
fenédmeno se conoce como hiperalgesia, que se refiere a una repuesta aumentada ante
cualquier estimulo doloroso. El dolor puede ser somatico (piel y estructuras superficiales),
el cual es bien localizado y descrito como punzante y agudo. Puede ser visceral
(estructuras profundas), que no es bien localizado y generalmente se describe en un area

mayor, a menudo referido a estructuras cutaneas.

J Dolor inflamatorio: es un dolor espontdneo que se presenta en respuesta a
inflamacién y dafio tisular, que permite la liberacion de mediadores quimicos que activan
las terminales periféricas nociceptivas. Este tipo de dolor previene el contacto o el
movimiento de la regién afectada al menos hasta que se restablece el tejido, favoreciendo

asi su reparacion y la disminucién del dafio ya ocasionado.

. Dolor neuropdtico: se genera por una lesion directa, enfermedad o
disfuncién del sistema nervioso, que involucra a los nervios periféricos, el ganglio de la raiz
dorsal, asta dorsal o el sistema nervioso central. En este tipo de dolor se presentan los
fenédmenos de hiperalgesia y alodinia. La alodinia es la respuesta dolorosa que se debe a

un estimulo que normalmente no provoca dolor.

) Dolor funcional: se caracteriza por una hipersensibilidad al dolor que
resulta de un procesamiento central alterado, sin dafio aparente en los nervios. El dolor
en este caso se debe a una sensibilidad o funcién anormal del sistema nervioso central

(migraia).
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11.3 Nocicepcién

La palabra nocicepcion se deriva de “noci” palabra del latin para dafio o lesidn. Es
usado para describir sélo la respuesta neural a los estimulos traumaticos o dolorosos. La
nocicepcion es el proceso por el cual el impulso doloroso generado en receptores
periféricos es conducido hasta las porciones mas elevadas del sistema nervioso central
(SNC) con el fin de convertir el estimulo nociceptivo en una sensaciéon dolorosa. La
nocicepciéon es la Unica etapa que tienen todos los individuos y se divide en traduccion,

transmisién, modulacién y percepcion el estimulo (Keith et al., 1999).

o TRANSDUCCION

Proceso por el cual el estimulo dafino (quimico, térmico, eléctrico, mecanico),
provoca una actividad eléctrica, resultado de la activacion de nociceptores cutdneos, en
las terminaciones nerviosas sensoriales conduciendo un estado de decodificacion. La
activacion de estos nociceptores se realiza por medio de la liberacidon de sustancias
algogénicas hacia el espacio extracelular como potasio, hidrogeniones, histamina,
serotonina, prostaglandinas, metabolitos del acido araquiddnico, bradicinina y la

sustancia P (Tabla 1) (Merskey y Bungduk, 1994; Loesser, 2001).

o TRANSMISION

Es la propagacion del estimulo por las vias de conduccién: Sus componentes

principales son:

° Los nociceptores aferentes primarios fibras A5 y C; los cuales transmiten
impulsos desde el sitio de la transduccidn hasta la médula espinal.
° Red de neuronas que ascienden desde la médula espinal al mesencéfalo y

talamo.

11
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° Los nociceptores aferentes fibras Ad y C algunas de sus caracteristicas son:
tienen en sus conexiones una capa delgada de mielina y conducen los impulsos a
velocidades relativamente rapidas (12-30 m/seg). Algunas fibras A& responden
principalmente a energia mecdnica y sirven para localizar con certeza el sitio del dafio,
este evento es conocido como “primer dolor”, por alcanzar en primer lugar las
neuronas medulares segmentarias y suprasegmentarias. Otras responden a
estimulacion térmica o quimica, en proporcién al grado del trauma. Algunas fibras A
pueden ser de respuesta polimodal, las cuales disparan después de que se ha

alcanzado un umbral elevado y que algun dafio ocurre (Fitzgerald, 1987).

Tabla 1: Sustancias relacionadas con hiperalgesia

Sustancia Origen Efectos en las terminaciones
nerviosas fibras A8 y C

SP, PRGC Neuronas sensibles a capsaicina Sensibilizan
BK Inflamacién Activan

Histamina Plaquetas, células cebadas Activan
H+ Isquemia, dafio tisular Activan
PG's Ac. Araquiddnico Sensibilizan

Leucotrienos Ac. Araquiddnico Sensibilizan
IL Células cebadas Activan
TNF alfa Células cebadas Activan

SP = sustancia P; PRGC = péptido relacionado al gen calcitonina; BK = bradicinina; H+ =
hidrogeniones; PG's = prostaglandinas; IL = interleucinas; TNF alfa = factor de necrosis tumoral
alfa.

Fuente: Modificada de Sorkin, LS. Farmacologia y fisiologia bdsica del proceso del dolor agudo.

A continuacidon aparece el “segundo dolor”, sensacién que apenas de unas
fracciones de tiempo después del dolor agudo inicial, que se atribuye a la transmisién de

las fibras C, de tipo sordo, acompafiado de disestesias en el sitio original del dolor.

12
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e  MODULACION

Con los trabajos de Melzack y Wall (1965) sobre la teoria de la compuerta se sabe
que la médula podia filtrar y modular la informacién nociceptiva. Posteriormente, otros
estudios en particular los de Woolf (1992), mostraron que ademas de controlar la
informacién dolorosa, la médula podia potencializar la respuesta ante un estimulo
nociceptivo. Este fendmeno es conocido bajo el nombre de “sensibilizacion central” o

“wind up”.

En la modulacion del dolor, la médula espinal constituye el primer relevo a los
estimulos que provienen de la periferia; su segundo relevo, es a nivel de la sustancia

reticular y el tdlamo; el tercero, la zona limbica y la corteza somatosensorial.

La informacidén nociceptiva aferente hace su arribo a las laminas de la médula
espinal, en las sinapsis en las neuronas medulares, que se han clasificado como: Neuronas
de Amplio Rango Dindmico (NARD) y Neuronas Nociceptivas Especificas (NNE) (Price,
1977). Las NARD son aquellas que responden a estimulos no nocivos, aunque también
pueden hacerlo ante estimulos nocivos, en tanto que las NNE sdlo responden a estimulos

Nnocivos.

En fibras de tipo Ill y IV, se puede apreciar que la estimulacién repetida de
intensidad nociva intermedia, sobre la pulpa dental de humanos voluntarios, produce el
fenédmeno de “habituacion” al dolor, similar al observado en otros tipos de estimulos
sensoriales (visuales o auditivos), en el que el érgano multi-estimulado disminuye su
actividad o amplitud de respuesta para volver a responder, una vez “deshabituado”, en la

misma forma que lo hizo previamente (Figura 2) (Condés-Lara et al., 1981).

13
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Figura 2. La conduccién dolorosa viaja a través de fibras C y A delta hacia la médula espinal donde
se producen neurotransmisores centrales que activan los receptores y pasan el mensaje para
después continuar con la transmision por medio del Haz espinotalamico, quien lleva la
discriminacién del dolor y el Haz espinorreticulotaldamico encargado del aspecto emocional y
autondmico del dolor para continuar con el mensaje a tdlamo y por ultimo a corteza cerebral.

e  PERCEPCION

La percepcidn, continlda en controversia, algunos autores han propuesto que el
dolor es percibido mas en el tdlamo que a nivel cortical. La presencia de NARD y NNE en
las capas intermedias de la corteza supone la integracidon a nivel cortical. Los campos
receptivos de estas neuronas corticales nociceptivas estan bien localizadas en areas
pequefias, somatotdpicamente apropiadas, de acuerdo a la extremidad contralateral. Las
neuronas con frecuencia responden tanto a estimulos mecanicos fuertes y estimulos

térmicos (Owens y Zhang, 1992).

14
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11.3.1. Nociceptores

Existen tres diferentes estimulos: mecanicos, térmicos y quimicos, éstos a su vez
detonan diferentes sustancias que excitan a los receptores. Su principal funcién es
diferenciar los estimulos inocuos de los nocivos, esta funcidn la realizan ignorando los
estimulos de baja intensidad y codificando el estimulo nocivo dentro de un rango de
intensidades y trasmitiéndolo al SNC (Besson, 1999). Tienen tres propiedades bdsicas: un
alto umbral para la estimulacién cutdnea, una capacidad de codificar la intensidad de los
estimulos en el rango lesivo y una falta de actividad espontdnea en ausencia de
estimulacion nociva previa. Las fibras nerviosas son de 2 tipos, fibras A -(delta) y fibras C

(Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de las fibras nociceptivas

Fibras nociceptivas Tipo Velocidad Diametro

Fibras A-6 Mielinicas 4-30 1-5um
m.sg'1

Fibras C Amielinicas 0.4-2m.sg™ 0.3-1.5um

Fibras A (delta): Son Fibras mielinicas, su didmetro es de 1-5 um. La velocidad de
conduccién es rapida, entre 4 a 30 milisegundos, conducen sefiales de dolor de corta

latencia que precisan de respuestas rapidas.

Fibras C: Son Fibras amielinicas, su didmetro es de 0,3 a 1,5 um, la velocidad de
conduccidn es lenta, entre 0.4 a 2 milisegundos, es el grupo mas numeroso, transmiten los
estimulos nociceptivos térmicos, mecanicos, quimicos e informan sobre sensaciones de
dolor quemante y de latencia mads larga, son nociceptores polimodales, es decir,

responden a multiples estimulos, térmicos, mecdanicos y quimicos (Besson, 1999).

15
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11.3.2. Activacion de los nociceptores

Los nociceptores son muy importantes porque de ellos depende que se presente
una activacion fisioldgica ante los estimulos nocivos o bien un proceso de sensibilizacién.
La mayoria de los nociceptores son quimiorreceptores, que son activados por mediadores
quimicos como la bradicinina, las citocinas, los eicosanoides, los neurotransmisores
(serotonina, noradrenalina), los iones de potasio (K*) e hidrégeno (H"), el acido lactico, la
histamina, L-aspartato, L-homocisteina, L-glutamato diversos péptidos (la sustancia P,
Neuroquininas (NK), opioides, péptido relacionado con el Gen de la Calcitonina), ciertas
sustancias como las prostaglandinas y los leucotrienos que disminuyen la activacion de los

nociceptores (Withe y Helme 1985; Keith et al., 1999; Loesser, 2001).

Los receptores centrales actian en el drea sindptica, donde terminan las fibras Cy
A. propagan el mensaje de estas fibras a través de la activacion de receptores especificos
como los receptores de las taquicininas (NK1, NK2, NK3), receptores NMDA (4cido N-
metil-D-aspartato) y receptores AMPA, éstos Uultimos son sensibles al glutamato,
responsables de la produccidon de diferentes mediadores intracelulares como el acido

araquidonico (Keith et a., 1999; Woolf y Mannion, 1999; Loesser, 2001).

Los receptores NK, NMDA y AMPA son activados por los diferentes mediadores
periféricos mediante estimulaciones repetidas de potencial bajo y participan en el
fenédmeno de sensibilizacion central de las neuronas del asta posterior de la médula
espinal. La suma de los potenciales lentos producirad progresivamente una despolarizaciéon
de las neuronas medulares que se volveran cada vez mas excitables, produciendo el
fenédmeno denominado WIND-UP. Ante la presencia de un bombardeo de potenciales
lentos provenientes de la periferia, cada receptor NMDA se vuelve susceptible de ser
activado. La membrana es despolarizada por un neuropéptido y el bloqueador de
magnesio salta. Los iones de sodio y calcio penetran, prolongando la despolarizacién. La

entrada de calcio, incluso a baja cantidad, provoca la activacion de un sistema enzimatico

16
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intracelular por una proteina quinasa cuya accién mantienen la despolarizaciéon (mediante
segundos mensajeros). Entre mas activados sean los receptores NMDA, el asta posterior
se vuelve mas excitable y mas sensible a los estimulos periféricos (Figura 3) (Loesser,

2001; Keith et al., 1999; Woolf y Mannion, 1999).

Despolarizacion

Estimulo doloroso
/

Fibra C aferente

Area sinaptica

Receptor
metalostropo

. 444 Ca++

Activacion ¢ . .
Enzimatica o
Transcripcion Genética
* * (C-Fos, C-Jun)
%im:w | [Fosfolipasa A2 |
‘ Oxido : /—\
Larganina Nitrico  Fosfoinositol

AC Araquidénico
Ciclo-oxigenasa L.po*-oxlgenasa

Prostaglandinas Leucotrienos

Figura 3. Estado de hiperexitacion bajo umbral del dolor. Ante la presencia de un estimulo
nociceptivo se activan los receptores NMDA y AMPA quienes ocasionan la liberacidn de calcio y
mediante la activaciéon de segundos mensajeros y producciéon de éxido nitrico, aumentando la
expresion de genes (C-fos, C-Jun) y activacién de las cascadas enzimaticas (fosfolipasas, sintetasa
de oxido nitrico), todo lo cual contribuye a la amplificacidon de la respuesta de las neuronas de
orden secundario del asta posterior. Este fendmeno puede explicar la hiperexitacion y la
disminucién del umbral del dolor.
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11.4. Neuroanatomia del dolor

Los axones de las neuronas nociceptivas del asta posterior forman los tractos
espinotaldmico que terminan en varios nucleos del tallo cerebral y del tdlamo. Se puede
distinguir un sistema espinotalamico directo que lleva informacion sensorial discriminativa
hasta el tdlamo y un sistema espinorreticulotaldmico que termina de manera mas difusa
en nucleos reticulares del tallo cerebral como lo es el nucleo ventral posterolateral de
tdlamo y puede ser de importancia para la percepcidn consciente de sensaciones
nociceptivas, en especial la percepcion de los aspectos discriminativos del dolor, como
localizacion, naturaleza e intensidad del estimulo doloroso (Figura 4) (Benneett vy
Nishikawa 1985; Willis et al.,, 1988). Las células del nucleo ventral posterolateral se
proyectan principalmente a la corteza primaria somatosensorial (post-central). Las vias
aferentes del trigémino, cuya organizacion, aunque presenta diferencias en comparacion
con el asta posterior, tienen también similitudes que explican el perfil tipico del dolor
neuropatico en la neuralgia del trigémino. El glutamato es el principal neurotransmisor
excitatorio de los tractos espinotalamico y trigémino-talamico, asi como de la via talamo-

cortical. También participa la sustancia P y probablemente otros péptidos (Meyer, 1976).

La otra parte del tracto espinotalamico es el sistema espinorreticulotalamico, el
cual, es mas difuso y puede ser mediador de los componentes autondmico y afectivo del
dolor. Las fibras espinorreticulotalamicas ascendentes terminan a varios niveles de la
formacién reticular del tallo cerebral, formando parte de un sistema polisinaptico que
termina en los nucleos intralaminares del talamo. Las células de éste sistema
probablemente no participan en la discriminacidon o la localizacién del dolor; es mas
probable que sean importantes para llamar la atencién u orientar hacia un estimulo

doloroso (Benneett y Nishikawa 1985; Willis et al., 1988).
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Neuroanatomia del dolor

Tracto espinotalamico
Lébulo frontal
Hipotalamo Nucleos intralaminares
del talamo
Sustancia Gris
Periacueductal Sistema limbico

formacion reticular

El asta dorsal

de la médula espinal Tracto paleo-espinotalamico

Figura 4. Sistema espino-reticulotaldmico. Sistema que lleva el impulso nociceptivo de la periferia
al sistema nervioso central.

Muchas fibras nociceptivas, antes de su ingreso a la sustancia gris, emiten
colaterales descendentes y ascendentes, constituyendo parte del haz de Lissauer. Estas
colaterales tienen la posibilidad de formar sinapsis hasta dos segmentos medulares
inferiores o superiores al del ingreso, lo que significa que la transmisién de una neurona
primaria puede propagarse a varias raices vecinas. El soma de la segunda neurona de esta
via se puede encontrar en la lamina | de Rexed o en las laminas IV, V y VI. La sustancia gris
de la médula espinal es una estructura laminada compleja en las neuronas de tamafio y
densidades especificas predominan en la lamina o divisiones diferentes. El esquema
anatédmico mas aceptado es el de Rexed que dividid la sustancia gris de la médula espinal
en 10 ldminas, basado en el tipo celular, conexiones aferentes y caracteristicas

histoquimicas (Loesser, 2001). Las laminas | a VI conforman el asta dorsal (Figura 5).
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Figura 5. Laminas de Rexed y la relacion con las fibras nerviosas involucradas en dolor (Loesser,
2001).

La ldmina | (zona marginal), recibe predominantemente fibras A-delta que se
proyectan hacia el tracto espinotaldmico contralateral. Los haces contralaterales de las
fibras aferentes primarias conforman el tracto superior de Lissauer, el cual conduce

informacién nociceptiva en una distancia de varios segmentos espinales (Loesser, 2001).

La lamina Il (sustancia gelatinosa) contiene una alta densidad de pequefias
interneuronas, recibiendo también el impulso de aferencias primarias nociceptivas. Las
numerosas conexiones entre este tracto del asta posterior y los demas son responsables

en parte de la modulacién inicial entre la sefial aferente (Loesser, 2001).

Las laminas 11l a V (nucleo propio), reciben tanto impulsos nociceptivos como no

nociceptivos y reciben conexiones tanto de la sustancia gelatinosa como de centros
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superiores y son el origen de la mayoria de las células que originan el tracto

espinotalamico (Loesser, 2001).

El impulso proveniente de la periferia se distribuye en la médula espinal de
acuerdo al tamafo de las fibras. Las fibras A-alfa establecen sinapsis con células de las
[dminas 1l y lll. Las fibras A-delta penetran a través de la parte medial del tracto de
Lissauer, donde se bifurcan en segmentos ascendentes y descendentes, estableciendo
posteriormente sinapsis con las [dminas Il y Ill. Las dendritas de las neuronas marginales

(Iamina I) hacen contacto con las neuronas de las laminas Il (Loesser, 2001).

I1.5. Hiperalgesia

Hiperalgesia primaria: Es caracterizada por la presencia de un incremento elevado al
dolor producido por estimulos térmicos y mecanicos. Ante este estimulo se activan los
nociceptores de mayor umbral de la regién y envian la informacién muy rdpidamente a
cerebro por las fibras C aferentes. Cuando el estimulo inicial es severo o prolongado se
liberan sustancias proinflamatorias en el tejido lesionado, prostaglandinas, citoquinas (IL-
1), al igual que un cierto numero de factores humorales como la de la sustancia P,
histamina, serotonina que activaran o sensibilizaran los receptores del dolor en el punto

de lesion (Loesser, 2001).

Hiperalgesia secundaria: Se caracteriza por un dolor evocado solo por estimulos
mecdnicos. La gran cantidad de mediadores quimicos (sopa inflamatoria), reduce el
umbral de sensibilidad y aumenta la excitabilidad de las terminaciones nerviosas vecinas,
este proceso crea un estado de hiperalgesia que se extiende cada vez mas a las regiones
no implicadas por el estimulo nociceptivo inicial. Asi los estimulos que normalmente son
pocos o no dolorosos, desencadenaran por lo general dolor por un efecto de alteracién de
la respuesta de los receptores situados sobre las fibras aferentes que se han vuelto

sensibles a estimulos de baja intensidad como el tacto, por lo tanto todo aquello que
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genere dolor en un sitio lejano a donde se originé el dafio se conoce como hiperalgesia

secundaria (Loesser, 2001).

11.6. Sensibilizacion

Sensibilizacién periférica: En el proceso nociceptivo, que va de los nervios periféricos a la
médula espinal y subsecuentemente al cerebro, participan diversos neurotransmisores
como mediadores quimicos que se liberan y estimulan este proceso (Millan, 2002). En la
periferia participan principalmente la bradicinina, las prostaglandinas, la serotonina, la
sustancia P, los protones (H'), el éxido nitrico, factores de crecimiento, la adenosina
trifosfato, los aminoacidos excitatorios (como el glutamato), asi como los iones de sodio
(Na*), potasio (K*) y calcio (Ca**) (Millan, 2002). Las especies reactivas del oxigeno también
son mediadores muy importantes en los procesos nociceptivos (Haque et al., 1994; Chung,
2004) como el ion superdxido (Wang et al., 2004) y el éxido nitrico (Salter et al., 1996; Aley
et al., 1998; Levy y Zochodne, 2004).

A nivel espinal hay participacion de aminoacidos excitatorios, péptidos como las
taquicininas, el péptido relacionado al gen de la calcitonina, la somatostatina, la galanina,
la bombesina, el polipéptido intestinal vasoactivo, la neurotensina, algunas monoaminas
(adrenalina y serotonina), el 6xido nitrico y la adenosina (Besson, 1999; Millan, 2002).
Algunos tipos de receptores también estan implicados en las vias del dolor a nivel espinal

como el receptor NMDA y AMPA (Besson, 1999).

En las terminales periféricas de la neurona nociceptiva se encuentran diferentes
receptores altamente especializados y canales idnicos que responden a los estimulos
nocivos (Woolf, 2004). Por ejemplo, se tiene conocimiento de que los estimulos térmicos

(>42°C y <10°C) y quimicos (por ejemplo la capsaicina) activan los receptores vanilloides
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(TRP), los cuales son canales catidnicos no selectivos (Caterina et al., 1997; Lee et al.,,
2005). El receptor TRPM es sensible a estimulos de bajas temperaturas (Lee et al., 2005).
Los estimulos mecdnicos pueden ser detectados por receptores P2Xs y sensibles a acido
(ASIC), los cuales son activados por adenosina trifosfato extracelular y protones,
respectivamente (Julius y Basbaum, 2001; Wood, 2004). Por otra parte, la nocicepcién
también inicia con el estimulo nocivo que se presenta en las terminales periféricas de los
nociceptores con la activacion de receptores que producen la apertura de canales iénicos
(Na*, K"y Ca®") que permiten generar el potencial de accién v la excitacién de las neuronas

sensoriales (Lee et al., 2005).

En el mecanismo de la sensibilizacion periférica los mediadores inflamatorios activan
cinasas intracelulares en las terminaciones periféricas que fosforilan canales de sodio
(Nay1.8/1.9) para incrementar la excitabilidad de la neurona (Woolf, 2004). De esta
manera, el factor del crecimiento neural y la prostaglandina E, se unen al receptor tirosina
cinasa A (TrkA) y al receptor EP acoplado a proteina G, respectivamente, para modificar la
sensibilidad de la terminal nociceptiva sin producir la activacién de los nociceptores (Shu y
Mendell, 1999) y el receptor EP activa la proteina cinasa A (Wang et al., 2006). Por su
parte, la bradicinina también produce la excitacidon en las terminales por medio de la
apertura de los canales de sodio via la activacién de la proteina cinasa C, lo cual sucede

después de la activacion del receptor B; (Wang et al., 2006).

A nivel de médula espinal, mediadores como la sustancia P, el glutamato y el factor
del crecimiento neural facilitan el proceso de transmisién nociceptiva por medio de la
activacion de receptores AMPA, NMDA y NK, que producen la expresién de proteinas
cinasas activadoras del mitégeno p38, cinasas C-Jun y cinasas reguladoras de la actividad

extracelular (Woolf, 2004; Ji et al., 2007).
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Sensibilizacion central: Se caracteriza por una disminucién del umbral nociceptivo, es una
respuesta elevada a estimulos supra-umbrales con actividad espontanea. Es el resultado
de un incremento en las sefiales enviadas en estados neuropaticos, produce un elevado
estado patoldgico de respuestas, sensibilizando a los mecano-termoreceptores, fendmeno
llamado sensibilizaciéon central. Se induce o desencadena por estimulos nociceptivos
intensos y prolongados conducidos por las fibras aferentes desde la periferia al asta

posterior de la médula.

Las vias aferentes, fibras C y A delta, tienen la capacidad de inducir potenciales
sindpticos lentos en las neuronas del asta dorsal. Estos potenciales débiles repetidos, a los
cuales se ajustan los neuromediadores, van a contribuir a la despolarizacidon prolongada
de las neuronas medulares y al paso del mensaje doloroso y a su integracion a nivel

cerebral (Loesser, 2001).

La lesién de un nervio periférico, el que se torna de espontaneamente activo en
mecanicamente sensitivo a neuromoduladores, como la noradrenalina; origindndose una
extensa reorganizacién llamada neuroplasticidad (Cervero, 1993). La lesién de las vias
nerviosas produce cambios en la nocicepcion, pudiendo evocarse el dolor con una
respuesta que no responde al estimulo (alodinia) o dolor de intensidad aumentada
(hiperalgesia), ambos eventos pueden provocarse por la sensibilizacién de los receptores
periféricos, como por la excitabilidad de las neuronas centrales (Woolf, 1992). Los
protooncogenes, llamados también genes tempranos inmediatos, tienen importancia
fundamental en la neuroplasticidad, estos genes se vuelven activos rapidamente
(minutos), cuando la célula se expone a estimulos iénicos Ca**, hormonales o humorales, a
aminodcidos excitatorios, neuropéptidos o proteinas cinasas (Sonnenberg et al., 1989).
Los protooncogénes (C-Fos y C-Jun) son la versidén espacial y temporal de los oncogenes,
experimentalmente se han podido evidenciar después de la estimulacion aguda, de los

nociceptores periféricos, de la lesion de nervios periféricos o las lesiones inflamatorias
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articulares y las lesiones subcutaneas (Woolf, 1992). La proteina C-Fos, sintetizada a partir
de la expresién de los protooncogénes, C-Fos es una nucleoproteina con funciones
reguladoras sobre los genes de la neurona (genes maestros). El C-Fos seria un tercer
mensajero que permitiria la codificacidon genética de un modelo, alterando el aumento y la

capacidad de respuesta de las neuronas del asta dorsal (Sonnenberg et al., 1989).

El C-Fos esta relacionado con el control de la transcripcion de los genes de
dinorfina y encefalina; y su expresién después de una estimulacién nociva es un aumento
de la sintesis de dinorfinas y probablemente de encefalinas. Las encefalinas y otros
agonistas opiaceos delta producen efectos inhibitorios o antinociceptivos, disminuyendo
la neuroplasticidad medular (Up-regulation), Wind up “La estimulacién periférica repetida
da como resultado un progresivo aumento de la respuesta de las neuronas del asta dorsal

de la médula espinal” y la hiperalgesia (Ren K, 1994).

Las dinorfinas producen una accién dual, por un lado efectos excitatorios directos
sobre las neuronas de proyeccidon espinal, ademds de producir inhibicion mediante un
mecanismo de retroalimentacidn negativo sobre neuronas que contienen dinorfinas, por
eso se ha dicho que la dinorfina puede tener efectos complejos sobre la plasticidad

neuronal y la hiperalgesia en varios sentidos (Figura 6).

Neuroanatomia del Dolor
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neurgnal inducida
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glutamato
\ Estado de
Cascadas enzimaticas Hiperexitacion
NA+ AMPA Fosfolipasa ! Bajo Umbral de
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Neurona de segundo orden,
cuerno dorsal

Figura 6. Cascada enzimatico ante un estimulo nociceptivo.
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Caracteristicas de la sensibilizaciéon central:

e Aumento espontaneo en el impulso de las descargas

e Aumento en la capacidad de respuesta a los estimulos nocivos, hiperalgesia, y a los
estimulos no nocivos, alodinia.

e La expansién de los campos receptivos de las neuronas nociceptivas del asta dorsal

de la médula espinal.

11.7. Sistema de modulacidon descendente

El sistema nervioso central contiene poderosos circuitos descendentes que
suprimen los estimulos dolorosos. La estimulacién de la sustancia gris periventricular
proxima a la periacueductal hace sinapsis en los nucleos del Rafe Magno de la linea media
del bulbo raquideo, a su vez, las neuronas del rafe se proyectan a la médula espinal donde
se inhiben las respuestas nociceptoras de las neuronas del asta posterior (Figura 7). Existe
ademads, una via inhibitoria separada que desciende desde el Locus Coeruleus de la
protuberancia y también terminan directamente en el asta posterior (Loesser, 2001).
Muchas neuronas del rafe bulbar que terminan en el asta posterior liberan serotonina y
las que descienden del locus coeroleus producen noradrenalina. La serotonina excita a las
interneuronas de la médula espinal que utilizan opidceos como su neurotransmisor y son
inhibitorias. Por otro lado, la accién inhibitoria de ambas vias descendentes requiere que
la actividad del GABA en las astas posteriores sea normal, lo cual indica la relacién directa
entre las vias descendentes inhibitorias del proceso nociceptivo y las vias gabaérgicas

(Loesser, 2001).
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Figura 7. Via descendente de la nocicepcion. Sustancia gris periventricular, nicleo del rafe
magnus y nucleo del locus coeroleus.

11.8. Dolor orofacial

La cara y la boca son partes muy complejas y expresivas para el ser humano.
Poseen una gran sensibilidad al dolor, tienen una rica inervacién periférica y una extensa
representacion en la corteza cerebral sensitiva y son dreas de interés central para las
ciencias de la salud. El diagndstico y tratamiento del dolor orofacial es complicado debido
a la densidad de estructuras anatdmicas de la zona, los mecanismos de dolor referido y el
importante significado psicolégico atribuido a la cara y a la cavidad oral. La complejidad
de la anatomia de la cabeza y el cuello asi como los mecanismos psicolégicos implicados
en el dolor requieren de una aproximacion multidisciplinaria (Donlon et al., 1990). El dolor
orofacial es importante por su frecuencia y trascendencia, debido a la complejidad
organizativa de los nervios orofaciales encargados de recibir la sensibilidad orofacial

(Pefiarroca, 1997).
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Los principales pares craneales responsables de la conduccidn nociceptiva de la
cavidad oral son el trigémino o par craneal V (el mas voluminoso y responsable de la
inervacion sensitiva de la totalidad de la cara, la mitad anterior de la cabeza, las mucosas
ocular, nasal, sinusal, bucal, de los dientes y de una gran superficie de la duramadre
craneal), asi como los nervios VIl (Facial), IX (Glosofaringeo) y X (Vago). La amplia
representacion a nivel de la corteza cerebral sensitivo de la zona orofacial. La gran
densidad de inervacion por unidad de superficie existente en las estructuras orofaciales
derivan en una amplia representacion en el area cortical primaria del andlisis sensitivo o
corteza somestésica (Pefiarroca, 1997). El especial significado emocional de la boca y la
cara para los humanos, hace que la nocicepcién sea mas percibida que otras partes del
cuerpo (Bell, 1985). Asi los dolores de cabeza, cara y boca tienen un especial significado

para el paciente, tanto a nivel biolégico como a nivel psicolégico (Donlon et al., 1990).

El dolor orofacial es de gran importancia debido a la alta prevalencia de enfermedades
orales, dentales y periodontales entre la poblacidn en general, y a la elevada frecuencia
con la que se efectlian tratamientos médico-quirdrgicos sobre las estructuras orofaciales,

y que pueden dejar secuelas a nivel de los nervios periféricos.

11.9. Clasificacion de dolor orofacial

Siguiendo la definicién dada por la IASP, el dolor orofacial puede ser crénico o
dolor agudo, en funcién de si su duracién es superior o no a los 6 meses. En el caso de la
esfera orofacial, el dolor agudo rara vez presenta problemas, pues los sintomas
desaparecen rapidamente con un tratamiento farmacoldgico. El dolor crénico, por el
contrario, es de presentacidn frecuente en las clinicas de odontologia y estomatologia, su
persistencia suele acarrear consecuencias fisicas, psiquicas, sociales y econémicas para el

enfermo que las padece. Su diagndstico suele presentar serias dificultades y el éxito del
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tratamiento es limitado. El paciente con dolor crénico orofacial rara vez cura, y el objetivo
de los diferentes tratamientos disponibles es el conseguir una calidad de vida digna para

el enfermo (Mathews y Sessle, 2001).

Se distinguen tres tipos de dolor orofacial: el dolor somatico, el masticatorio y el
neurégeno. El dolor somdtico es el resultado de la estimulacién de los receptores
nerviosos que perciben una informaciéon nociceptiva de un area determinada, como
consecuencia de una alteracién fisica o quimica de sus estructuras tisulares. Estos
impulsos son recibidos y transmitidos por componentes normales del sistema nervioso
sensitivo (Bell, 1985). Los dolores somaticos a nivel orofacial pueden tener un origen
local, un origen vascular y un origen masticatorio. El dolor de origen local estd constituido
por el dolor dental y periodontal, o las alteraciones de los senos maxilares. Las algias
orofaciales vasculares engloban las cefaleas de origen vascular y otros cuadros clinicos
relacionados con alteraciones en la vascularizacion. Finalmente, el dolor masticatorio se
define como el dolor orofacial que se origina o se recibe en las estructura musculo
esqueléticas masticatorias, a consecuencia de alteraciones en la articulacion
temporomandibular o de la musculatura masticatoria. Podriamos incorporar como un
cuarto origen del dolor orofacial somatico, el dolor posquirirgico que aparece tras la
cirugia oral, como consecuencia de los fendmenos inflamatorios que acompafian a la

lesion tisular ocasionada (Mathews y Sessle, 2001).

El dolor masticatorio, tiene su origen en musculos, huesos, articulaciones,
tendones, ligamentos y tejidos conectivos blandos, todos ellos tejidos derivados del
mesodermo, tiene unas caracteristicas profundas y que guarda una estrecha relaciéon con

las demandas de funcidén biomecanica.

El dolor neurdgeno esta asociado a lesiones del sistema nervioso, especialmente

con el sistema aferente, ocasionado por la alteracidn de los fibras nerviosas que inervan
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una determinada zona afectada, sin que existan anormalidades en los componentes
tisulares de tal area que produzcan la estimulacién nociceptiva del receptor. También
puede ser secundario a anomalias en la modulacién nerviosa de la zona afectada. A este
tipo de trastornos se les conoce como neuralgias. Representan un problema muy
importante puesto que los dolores suelen ser prolongados pudiendo durar afios o toda la
vida del enfermo y se incluyen en esta categoria las neuralgias del trigémino, las del nervio

intermediario del facial y las del glosofaringeo (Lazar et al., 1980; Minguez y Bonet 1983)

Los dolores no-somaticos y no-neurdgeno también llamados algias psiquicas o
funcionales no resultan de una estimulacidon nociceptiva directa como el dolor somatico,
ni de una alteracion neural como el neurdgeno, su origen se atribuye a causas psiquicas.
Los dolores funcionales craneofaciales representan casi un tercio de los dolores
funcionales del ser humano y, junto a la patologia lumbar funcional, son los mas

frecuentes del organismo (Hernandez y Villar, 1990).

Cabe aqui diferenciar el uso que se da del término “funcional” en relacion al dolor
orofacial, frente al uso que se efectia de manera habitual dentro de la Fisioterapia, para
hacer referencia a dolores con un origen mecénico. Los odontélogos y los estomatélogos
son los profesionales sobre los que normalmente recae la responsabilidad del manejo de
los dolores localizados en la esfera orofacial, al ser a los que primero se dirige el paciente

con algias a este nivel.
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11.10. Nervio trigémino

El nombre trigémino (literalmente, tres mellizos) se refiere a que el quinto nervio
craneano tiene tres ramas principales: oftalmica, maxilar y mandibular (Figura 8). Es el
nervio sensitivo mas importante de la cara y el primero del arco branquial. En sus tres
ramas: oftalmica (V1), maxilar (V2) y mandibular (V3), que reciben la sensibilidad de casi
toda la cara. La tercera rama lleva, ademas fibras motoras para los musculos de la
masticacién. Las ramas V2 y V3 son las que se afectan con mas frecuencia (Katusic, 1990).
La raiz motora del nervio trigémino se origina a nivel del nicleo motor. Al salir del craneo,
la raiz motora se une con la raiz sensitiva de la rama de nervio mandibular para formar un
solo tronco nervioso (Testut y Latarjet, 1985; Stanley y Malamed, 1997). Las fibras inervan
los musculos de la masticacién, el milohideo, el vientre del digastrico, el tensor, el tensor
del velo del paladar y el tensor del timpano (Quiroz, 1996; Stanley y Malamed, 1997;
Testut y Latarjet, 1985).

frontal cortexs
"= Somatosensory cortex

=

nypothalamus

periaqueductal gray

(PAG)
nucleus magnus
(i)

reticuiar formation
(RF)

trigeminal ganglion
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maxillary branch
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touch)
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mandibular branch I spinal ract mucleus
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Figura 8. Nervio trigémino. El sistema del nervio trigémino tiene su origen en el ganglio de Gasser,
en la region inferior de éste se localizan las fibras sensitivas. Existen dos ganglios, uno para cada
lado de la cara.
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La sensacion de dolor de las estructuras intraorales y extraorales de la cabeza y la

cara se realizan en el sistema nervioso central por el sistema trigeminal (Okenson, 1995;

American Academy of Orofacial, 1997). En lugar de una sola via nerviosa, el término

"sistema trigeminal" se refiere a una compleja disposicidn de las fibras de la transmision

nerviosa, interneuronas y las conexiones sindpticas que procesan la informacidn recibida

de las tres divisiones del nervio trigémino. El nervio trigémino es un nervio mixto que

contiene fibras sensoriales y motoras. Las fibras sensitivas inervan la parte anterior de la

cara, los dientes, las membranas mucosas de las cavidades orales y nasales, la conjuntiva,

la duramadre del cerebro y los vasos intra y extra craneales. Las fibras motoras inervan

los musculos de la masticacidn. La informacidn sensitiva de la cara y la boca (con

excepcion de la propiocepcidn) llevado por las neuronas sensoriales primarias a través del

ganglio del trigémino para hacer sinapsis con las neuronas de segundo orden en el

cerebro (Figura 9).

To Sematosansory Conex RIGHT

vPMm )\.

Spinal Nucleus V

Spinal Tract V

LEF
Irigeminal Ganglion (V)
Geniculate Ganglion (V1)
Superior Ganglion (1X)
Supenor Ganglion (X)

F]

Figura 9. Nervios implicados en la transmision del dolor en el sistema trigéminal.

Subnucleus Oralis
Subnucleus Interpolaris

Sub-nucleus Caudalis
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Este complejo recibe aferencias principalmente del nervio trigémino, que también
recibe los axones aferentes de los nervios faciales, glosofaringeo vago y el cervical
superior (C-2, C-3). La conexion entre los nervios cervicales superiores y el nucleo del haz
espinal del trigémino es uno de los mecanismos implicados en el dolor facial y de cabeza

(Okenson, 1996).

El tronco trigémino cerebral, es un complejo nuclear sensorial que puede ser
separado en el nucleo sensitivo del trigémino y el nucleo principal del trigémino, también
conocido como el nucleo del tracto descendente del nervio craneal V (Cooper y Sessle,

1992).

El ndcleo del tracto espinal se compone de tres nucleos separados en un
procedimiento rostral (superior) a caudal (inferior) direccién: subntcleo oral, subntcleo
interpolar y subnucleo caudal. El subnucleo caudal, se encuentra en la médula, a veces se
extiende hasta el nivel de C-2 o C-3 y es el sitio del cerebro principal en la que llega la

informacidén nociceptiva se derivan de la region orofacial.

Debido a que el caudal se continta con el nucleo, y estructuralmente similar a la
bocina de la médula espinal dorsal, y porque también se extiende hacia la médula, a
menudo es mencionado como, asta dorsal medular (Merril, 1997). Tanto las senales de
entrada nociceptiva a la subnucleo caudal y la proyeccidn de las sefiales nociceptivas en
su camino hacia el tdlamo puede ser modificada (modulada) por las fibras nerviosas
descendentes de los niveles superiores del sistema nervioso central o por los

medicamentos.

Las fibras nerviosas de diferentes dreas en la boca, pueden hacer sinapsis en otra
neurona en la médula espinal, enviando asi una sefial al cerebro. En muchos casos, el

cerebro es incapaz de interpretar la ubicacidon exacta de la fase oral del estimulo original
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(Travel, 1983). Un ejemplo comun de esto en la practica dental es el dolor pulpar
temprano. El tejido pulpar puede ser clasificado como "tejido visceral", de manera similar
al tejido renal. En un proceso inflamatorio o de dolor, se envia una sefial sélo cuando un
cierto nivel critico del estimulo que se llegd, por ejemplo, caries profunda o una pulpitis
temprana. Este cerebro puede apreciar que hay un dolor de muelas en alguna parte, pero
no puede localizar, y, debido a factores de convergencia, el cerebro puede experimentar

mas dificultad en la localizacién del dolor (Okenson, 1996).

Neuronas de segundo orden: El trigemino estd constituido de neuronas de segundo orden
nociceptivas en el subnucleo caudal, se pueden clasificar en dos grupos principales;
nociceptivas especificas (NS) y neuronas de amplio rango dindmico (WDR). Las neuronas
NS responden exclusivamente a estimulos nocivos como el calor y la presidén. Sus campos
receptivos son pequefios y pueden incluir la piel y el musculo. Las neuronas WDR
perciben estimulos tactiles no nocivos sobre una amplia gama de intensidades. Los
campos receptivos de las neuronas WDR son considerablemente mayores que los campos
receptivos de las neuronas NS. Ademas, el nucleo caudal contiene mecanorreceptores de
bajo umbral, que se activan por la luz de estimulos tactiles. Estas neuronas tienen axones
qgue forman las vias ascendentes que realizan las sefiales nociceptivas a los niveles

superiores del cerebro para su procesamiento posterior (Alvares, 1999).

Neuronas de tercer orden: La proxima conexidn importante en la transmisién sindptica
del dolor se presenta en el tdlamo, donde los axones que participan en la sinapsis del
tracto trigéminotaldmico son neuronas de tercer orden. Toda la informacién sensorial de
la médula espinal y el tronco cerebral pasa a través del talamo por lo que es una de las
estaciones de relevo principal entre el tronco cerebral y las diferentes partes de la corteza
cerebral somatosensorial. A través de las vias nerviosas del talamo a la corteza cerebral,

existen conexiones reciprocas de la corteza al talamo (Alvares, 1999).
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La informacidn sensorial alcanza el talamo donde es transmitida a varios nucleos
bien diferenciados en este sitio. El potencial de accién se presenta a través de
interacciones entre sus distintos nucleos y las interconexiones con las regiones limbicas,

hipotaldmicos y corticales del cerebro (Alvares, 1999).

11.11. Medicidon del dolor

El género humano puede distinguir y verbalizar gran cantidad de sensaciones
dolorosas, debido a que en la integracion de las sensaciones se ven involucrados factores
psicoldgicos, culturales y sociales entre otros. Los animales solo presentan respuestas
neurofisioldgicas, en donde solo se ven involucrados los neurotransmisores que participan

en la percepcidn de las sensaciones y se excluye el componente afectivo.

En los animales la valoraciéon de la accidn analgésica se suelen medir mediante
respuestas somatomotoras, bien de tipo monosinaptico, como la retirada de la cola o
polisinaptico, como la vocalizacion, el salto y la contractura de la musculatura abdominal;
éstos ultimos implican un alto nivel de coordinacidn entre las vias de la sensibilidad y las

motoras.

Al momento de realizar las pruebas nociceptivas se puede observar un amplio
espectro de reacciones. En las pruebas de dolor fisico, las reacciones son evocadas por
estimulos térmicos (retiro de cola y placa caliente [tail-flick y hot-plate]), mecanico o
eléctrico (pruebas de vocalizacidn y salto [flinch-jump]). La prueba del dolor ténico con la
utilizacidon de inyecciones de agentes algogénicos intradérmicos (prueba de formalina) o
intraperitoneal (prueba de estiramiento abdominal). En el cuadro 1 se presentan las
caracteristicas particulares de cada uno de los modelos nociceptivos y una comparacién

de las ventajas de desventajas de cada uno de ellos (Le Bars et al., 2001 ay b).
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Cuadro 1. Caracteristicas de algunos modelos nociceptivos.

Modelo Ventajas Desventajas Comentarios
Térmico
El lamido o levantamiento de la pata son
Plancha No se requiere Puede conductas propias.
caliente entrenamiento | desarrollar El salto ocurre después de otras
hiperalgesia conductas validas.

Conductas que
dependen de
otras

El contacto de la pata con la orina puede
confundir al animal.
Sensible a la temperatura ambiental.

No se requiere Respuesta Sensible al lugar.
Retiro de la | entrenamiento. | inestable Sensible a la temperatura del equipo.
pata Aplicacién Laborioso Locomocidn incompatible con la prueba.
(Hargreaves) | precisa del Consume

estimulo (pata tiempo

derecha vs pata

izquierda).

Sensible al lugar.
Retiro de la | Simplicidad Requiere de Sensible a la temperatura ambiental.
cola Respuesta entrenamiento. | La pigmentacion de la cola afecta la
(calor estable. absorcion del calor.
radiante)
Mecdnico

Presion sobre | Aplicacion Requiere El umbral de vocalizacion puede no
la pata precisa del entrenamiento | reflejar con precision el umbral
(Randall y | estimulo (pata nociceptivo.
Selito) derecha vs pata

izquierda.

Filamentos de | No se requiere Respuesta Los filamentos se deben calibrar
von Frey entrenamiento | inestable. periddicamente.
Laborioso Sensible a la colocacién precisa del
filamento.
PIFIR Mide Requiere de Se requiere de la colocacién de
objetivamente entrenamiento | electrodos en cada una de las patas
el dolor para ligar el traseras.
No crea una nervio ciatico El tempo de contacto de los electrodos

conducta de
aprendizaje

Se puede
observar la
conducta
dolorosa
iniciando antes

se registra en un sistema de computo.
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de colocar el
farmaco
Quimico

Contorsion Sensible a los Sensible a no Las contracciones tienen algun grado de
abdominal analgésicos analgésicos subjetividad.

débiles.
Formalina Sensible a Laborioso Sensible a la habituacion.

analgésicos Consume Sensible a la temperatura ambiental.

opiaceos y nos tiempo

opiaceos.
Curso temporal
bifasico.
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El desarrollo de farmacos nuevos es una actividad necesaria para mejorar el efecto
terapéutico de los medicamentos que ya se comercializan, ademds de buscar seguridad
farmacoldgica y disminucién al maximo de reacciones adversas. A nivel preclinico la
evaluacién de analgésicos nuevos se realiza seleccionando un modelo de nocicepcién
adecuado al tipo de dolor al que se quiera dirigir el nuevo tratamiento. Para el dolor
inflamatorio se utiliza comunmente la prueba de la formalina, principalmente se utiliza la
inyeccion de formalina en la pata de animales de experimentacién. En el presente
proyecto se pretende implementar un modelo de nocicepcién por formalina inyectado en
cara de los ratones de experimentacion. Este modelo ya ha sido reportado ampliamente
en la literatura; sin embargo, se requiere implementar este modelo especificamente en
nuestro laboratorio. La finalidad de cambiar el area de inyeccion radica en que se requiere
estimular al sistema trigémino y observar directamente el efecto de analgésicos que

puedan ser de utilidad en el drea odontoldgica o bien para la neuropatia del trigémino.
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IV.HIPOTESIS

La administracion de formalina al 2.5% orofacial en ratéon genera una conducta
nociceptiva, esta conducta es de utilidad para evaluar nuevos compuestos con utilidad

analgésica.

V. OBJETIVO GENERAL

Implementar un modelo de dolor orofacial con formalina en ratén

V.1. Objetivos particulares

1.- Evaluar el efecto nociceptivo de la administracién de formalina orofacial en raton.
2.- Comparar el efecto nociceptivo orofacial en ratén ICR tanto en macho como en
hembra.

3.- Comparar la administracién de formalina en la pata y en la zona orofacial de ratén.
4.- Evaluar el efecto antinociceptivo de la administracion de diclofenaco y tramadol

administrados localmente en el sitio orofacial.

VI.MATERIAL Y METODO

VI.1. Animales

Se utilizaron ratones de la cepa ICR machos y hembras con un peso de 28-30 g. Los

animales tuvieron libre acceso al agua y alimento antes del inicio de los experimentos.

Todos los experimentos se realizaron a una temperatura ambiente de 25-27°C entre las

7:00 AM y 13:00 PM. Los animales se utilizaron una vez y al término del experimento se
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sacrificaron en una cdmara de CO,. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con
las guias sobre aspectos éticos para la investigacién del dolor experimental en animales

(IASP, 1986).

VI.2. Modelo de Formalina

Los animales tuvieron un periodo de ambientacién de 30 min antes de cada
prueba. Se colocé al ratén en un cilindro de acrilico transparente, con la finalidad de que
se adecuara a sus alrededores, disminuyendo asi el estrés que pudiera producir un nuevo
ambiente. El animal solo se retird para la administracion de los farmacos al tiempo

correspondiente o la administracién del estimulo nociceptivo.

Administracion. Se inyectaron en el area orofacial 20ul de vehiculo (solucién salina
0.9%), diclofenaco (10, 30, 100 y 300 ug/sitio orofacial) y tramadol (10, 30, 100 y 300
ug/sitio orofacial). 15 minutos después se administraron 20 uL de formalina al 2.5% en el

mismo sitio. En la figura 10 se muestra el sitio orofacial.

Figura 10. Area aproximada de difusién de formalina orofacial
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En la evaluacion de formalina en pata solo se administré6 20 ul de vehiculo

(solucidn salina 0.9%) y 15 min después se administré 20 uL de formalina al 2.5%.

Figura 11. Area aproximada de difusién de formalina en la pata

Medicion. Una vez administrada la formalina se midié el tiempo acumulativo cada
3 minutos durante 45 minutos, las veces que se rasco, lamio y pego contra el suelo su
cara. En el caso de la formalina en la pata solo se cuenta el tiempo acumulado de lamida

de la pata administrada.

Datos: Se construyeron cursos temporales (tiempo vs efecto), de los cuales se
obtuvo el Area Bajo la Curva (ABC) mediante el método de los trapecios. EI ABC
representa el efecto antinociceptivo del compuesto y sirve para realizar la respectiva

Curva concentracidn respuesta.
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VI.3. DIAGRAMA DE FLUJO DEL DISENO EXPERIMENTAL

Se pesaron y marcaron
a los ratones

Se procedid al
periodo de
ambientaciéon de

30 min
| | | |
Se administraron 20 plL de Se administraron 20 plL de Se administraron 20 pL de Se administraron 20 ;,D
Vehiculo (solucidn salina diclofenaco (10, 30, 100y tramadol (10,30, 100 y de Vehiculo (solucién
0.9%) en el drea orofacial a 300 pg) en el area 300 pg) en el rea salina 0.9%) en la pata.

orofacial (macho).

machos y hembras. orofacial (macho). (macho).

( Esperar 15 min. h

Se administraron 20 pl

Se administraron 20 pL de

Vehiculo (solucion salina
de Formalina al 2.5%

Se midio el tiempo acumulativo cada 3 min. Durante 45 min. El

0.9%) en el drea orofacial a
machos y hembras.

efecto Nociceptivo se determiné registrando el tiempo en
segundos en el cual el animal se rasco, lamio y pego contra el
suelo la cara (Tiempo de respuesta)

Se construyeron Cursos temporales

(tiempo vs efecto). Se obtuvo el ABC
mediante el método de los trapecios.

ABC representa el efecto antinociceptivo

del compuesto y se obtuvo la Curva
Concentracidon-Respuesta

NOTA: Cada grupo experimental esta formado con 6 animales
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VI1.4. ANALISIS DE DATOS Y ESTADISTICA

Se construyeron cursos temporales graficando en el eje X el tiempo de evaluacién y
en el eje Y el efecto Nociceptivo (tiempo en segundos en que rasco, lamio o pego contra el
suelo la cara). De estos cursos temporales se obtuvo el drea bajo la curva (ABC) utilizando
la regla de los trapezoides, método que permite aproximar una integral definida (Tallarida
y Murray, 1981). La disminucién del ABC de cada grupo en tratamiento en comparacioén
con el vehiculo representa el efecto antinociceptivo de los farmacos evaluados. Cada dato

en las gréficas representa el promedio + error estdndar medio (EEM) de 6 animales por

grupo.

Las curvas concentracion respuesta se expresan como el porcentaje de inhibicion de
sacudidas (representando el area bajo la curva) con respecto al grupo vehiculo. El

porcentaje de efecto antinociceptivo (% Efecto) se cdlculo con la siguiente férmula:

% Efecto antinociceptivo = ---------mmmmmem- x 100

X = promedio de sacudidas registradas en el grupo que solo recibid el vehiculo
xi = Numero de acumulativo de veces en que el ratdn se rasca, lame o pega su cara contra el

suelo, de cada uno de los animales bajo el grupo de tratamiento respectivo.

Para el analisis de los datos se realizé una comparacién multiple de los diferentes
grupos contra el grupo que solo recibid vehiculo. Se utilizé un analisis de varianza de una
via (ANOVA) y seguida por una prueba de Dunnett. Para comparar dos grupos
experimentales se utilizd una prueba t'Student. Los resultados con una P < 0.05 se

consideraron estadisticamente significativos (*).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

Se sabe que la formalina, es un irritante quimico cuya administracién se asocia con
la aparicidon de lesidn tisular (Clavelou et al., 1995), inflamacién (Rosland, 1990; Wheeler-
Aceto et al.,1990) y dolor (Wheeler-Aceto y Cowan, 1991; Luccarini et al., 2004); ha sido
extensamente utilizada como estimulo nocivo en varias especies de animales, tales como
la rata, el gato (Dubuisson y Dennis, 1977), el ratén (Hole y Tjolsen 1993) y el cobayo
(Wheeler-Aceto y Cowan, 1991; Wheeler-Aceto et al., 1990).

En el presente proyecto se utilizé al ratdon como especie de estudio. Para
demostrar el efecto nociceptivo generado por la administraciéon de formalina orofacial; se
comparo la conducta de la administracidon de formalina con respecto a la administracion

de solucidn salina.

La inyeccion subcutanea de formalina constituye un modelo experimental animal
de dolor inflamatorio moderado y persistente conocido como el modelo de la formalina
(Dubuisson y Dennis, 1977; Tjolsen et al., 1992). Dicha prueba ha sido ampliamente
utilizada para estudiar diversos estados dolorosos y sus patofisiologias subyacentes
(Coderre y Melzack, 1992 a y b) asi como para evaluar acciones antinociceptivas de
farmacos analgésicos (Luccarini y col., 2004), dado que imita algunas de las caracteristicas
del dolor inflamatorio en humanos (Clavelou et al.,, 1995), lo que le convierte en un
modelo clinicamente mas adecuado que otras pruebas que inducen un dolor bifasico

(Tjolsen et al., 1992).

En la Figura 12 se observa la conducta normal de los animales cuando no tienen el
estimulo nocivo; se presenta una ligera respuesta pero esta se mantiene durante los 45
minutos de evaluacion. Se puede apreciar también la presencia clara de las dos fases

conductuales que se obtienen al administrar formalina. La fase | que se presenta desde la
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puncién de formalina y hasta los primeros 10 minutos de evaluacién, la conducta
disminuye hasta casi 0, periodo que se conoce como de quiescencia y posteriormente la
fase Il en donde se observa un incremento y una disminucion paulatina desde los 30

minutos después de administrar la formalina.

Formalina orofacial ( 2.5%)
en raton ICR macho

1201 , )
—— Vehiculo con formalina

-o- Vehiculo sin formalina

=
o O
? 9

o)
<

40

Tiempo de respuesta
N
<

o
Pod

R
o

10 20 30 40 50
Tiempo(min)

o

Figura 12. Curso temporal del efecto nociceptivo generado por la administraciéon orofacial de
vehiculo seguido de la administracidn de formalina 2.5%. Cada grupo representa la media + E.E.M.
de 6 animales. El efecto Nociceptivo se determino registrando el tiempo en segundos en el cual
el animal se rasco, lamio y pego contra el suelo la cara (Tiempo de respuesta).

Los resultados obtenidos muestran la conducta bifasica como previamente se ha
documentado (Coderre y Melzack, 1992; Tjolsen et al., 1992; Cadet et al.., 1998). Cuando
la formalina es inyectada subcutdneamente en la pata posterior de animales de
experimentacién asi como en la zona orofacial (Clavelou et al., 1989, 1995; Eisenberb y
col., 1996; Cadet et al., 1998). La conducta se caracteriza por la presencia de una conducta
bifasica motora presentdndose un periodo de actividad inmediato (a los pocos segundos)
y de corta duracién (3-5 minutos) lo que se conoce como fase |, luego una fase de

inactividad (5-10 min) y posteriormente una fase prolongada de aproximadamente 20 a 40
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minutos (segunda fase) (Dubuisson y Dennis, 1977; Clavelou et al., 1989; Coderre vy
Melzack, 1992b). Estos dos componentes de la respuesta inducida por la formalina se ha
visto que estan relacionados con las dos modalidades de sensibilidad nociceptiva:
aguda/fasica y crdnica/ténica, respectivamente (Dennis y Melzack, 1979; Eisenberb y col.,

1996).

La fase temprana y transitoria que se produce inmediatamente tras las inyecciones
de formalina, se debe a una activacidn directa de los nociceptores periféricos mielinizados
y no mielinizados (Dubuisson y Dennis, 1977). La fase tdnica tardia depende también de la
conduccién en fibras aferentes primarias, especialmente fibras C, asi como de la
inflamacidn tisular periférica que se desarrolla en el lugar de la inyeccion (Dubuisson y
Dennis, 1977; Tjolsen et al., 1992; Eisenberg et al., 1996) y de cambios inducidos por la
actividad neuronal generada en la primera fase en el sistema nervioso central ( es decir,
sensibilizacién central) (Dickenson y Sullivan, 1987; Coderre et al.,, 1990, 1993) y en los
cuales estdn implicados amino dacidos excitadores, la sustancia P y los receptores
correspondientes (He ley y col; 1990; Coderre, y Melzack, 1992). El periodo inactivo es el
resultado de una inhibicidn de la transmisidn nociceptiva mediada por la activacién de los
receptores del acido gamma-aminobutirico (GABA) el cual es liberado 10 minutos tras de

la inyeccién de formalina (Hammond, 1989).

Por otra parte, se tiene conocimiento que la conducta nociceptiva inducida por
formalina es sensible a los cambios en la temperatura ambiente (Rosland et al., 1991; Hole
y Tjosen, 1993; Abbott y col., 1995), a la edad, a determinados anestésicos (Wheeler-
Aceto y Cowan, 1991) y a sus nuevas situaciones medio ambientales y/o de evaluacién.
Ademas, el nivel de estrés del animal (Abbott y col; 1986) y el lugar de inyeccion
(Raboisson et al., 1991,1995 y 1996). La especie (Wheeler-Aceto y Cowan, 1991) e incluso
el linaje (Abbott, 1995) pueden influir dichas respuestas pese a que la prueba de la

formalina es un modelo fiable para el estudio de la nocicepcién, especialmente si se
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emplea una combinacidén de varios comportamientos antes que cualquier reaccion
individual (Tjolsen et al., 1992).

Por lo anterior, se comparé el efecto entre género. Se administrd la misma
concentraciéon de formalina a ratones hembra y ratones macho ICR. Como se puede
observar en la Figura 12 y Figura 13 la conducta nociceptiva en ratones hembra es menor
con respecto a la conducta que muestra el ratén macho. Aun cuando la fase | es mayor en
las hembras la fase Il disminuye ligeramente con respecto a la conducta generada en fase
Il por los ratones macho. Una observacion interesante es que los ratones hembra tienen
una conducta muy variable, la cual no se observa en el ratén macho, esto se puede
visualizar en el grupo de ratones que no tiene formalina, incluso la conducta de lamida
podria interferir en el estimulo por formalina. Por lo anterior, se recomienda que en este
modelo se utilice ratén macho para la evaluacion de farmacos analgésicos ya que la
respuesta antinociceptiva se podrd observar mejor con menor variabilidad y mejor

reproducibilidad.

Formalina orofacial ( 2.5%)
en ratén ICR hembra

120+

100 —— Vehiculo con formalina
-o- Vehiculo sin formalina

Tiempo de respuesta

0 10 20 30 40 50
Tiempo(min)

Figura 13. Curso temporal del efecto nociceptivo generado por la administracion orofacial de
vehiculo seguido de la administracion de formalina 2.5% tanto en ratones hembra como en

ratones macho. Cada grupo representa la media + EEM de 6 animales. El efecto Nociceptivo se
determiné registrando el tiempo en segundos en el cual el animal se rasco, lamio y pego contra el
suelo la cara (Tiempo de respuesta).
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La administracién de formalina en la pata de rata o ratén es utilizada cominmente;
se considera que los farmacos que tienen efecto antinociceptivo en este modelo pueden
ser utilizados en el area odontoldgica y en dolor del nervio trigémino. Sin embargo, la
administracion especifica de formalina en el sitio orofacial refleja una mayor aplicacién de
los fdrmacos que presentan efecto antinociceptivo en esta zona. En la Figura 14 se

muestra la comparacion de la administracién de formalina en la pata y en el sitio orofacial.

Formalina ( 2.5%) ] _
en ratén ICR macho Vehiculo con formalina

—*= subcutanea en pata

120
b

—e- Vehiculo con formalina

2 100 A :
o) orofacial
>
o
0 m—p Fase 1
5 — Fase?2
g
£
@
|_

-20 T T T T 1

0 10 20 30 40 50

Tiempo(min)

Figura 14. Curso temporal del efecto nociceptivo generado por la administracién subcutdnea en la
pata derecha y en el sitio orofacial de vehiculo seguido de la administracién de formalina 2.5% en
ratones macho. Cada grupo representa la media £+ EEM de 6 animales. El efecto Nociceptivo se
determind registrando el tiempo en segundos en el cual el animal se rasco, lamio y pego contra
el suelo la cara (Tiempo de respuesta).

Aun cuando no hay diferencia estadisticamente significativa entre los grupos, la
conducta que generaron es diferente, sobretodo en la fase Il cuando se administra en el
sitio orofacial y disminuye a los 30 minutos. Cuando la formalina se administra en la pata

tarda mas en presentarse la maxima conducta dolorosa y es junto a los 30 minutos cuando
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se alcanza el maximo y comienza a descender. Aun cuando el area bajo la curva es muy
semejante, el comportamiento es diferente. Por lo que si se requiere de un analgésico que
actie rdpidamente en el sitio afectado, es este caso, particularmente después de una
extraccion del tercer molar, es de interés conocer si el fdrmaco a analizar presenta su

efecto tempranamente.

Por otra parte, para el tratamiento del dolor inflamatorio se emplean cominmente
los analgésicos antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s) y si el dolor es muy intenso se
utilizan opioides menores. Por lo anterior, se selecciond al diclofenaco como farmaco
representativo de los AINE’s y al tramadol como farmaco caracteristico de los opioides
débiles. Se realizé6 una curva concentracion respuesta de diclofenaco (Figura 15) y

tramadol (Figura 16). En ambos casos la respuesta fue dependiente de la concentracién.

1500~
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Dosis (ug/orofacial)

Figura 15. Curva concentracidn respuesta generada por la administracion en el sitio orofacial de
Diclofenaco seguido de la administracion de formalina 2.5% en ratones macho. Cada grupo
representa la media + EEM de 6 animales. Diferencia significativa con respecto al vehiculo, ANOVA
de una via seguida de la prueba de Dunnet (* P<0.05).
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Figura 16. Curva concentracién respuesta generada por la administracidn en el sitio orofacial de
Tramadol seguido de la administracién de formalina 2.5% en ratones macho. Cada grupo
representa la media + EEM de 6 animales. Diferencia significativa con respecto al vehiculo, ANOVA
de una via seguida de la prueba de Dunnet (* P<0.05).

Consideraciones del estudio

La prueba de formalina es ampliamente utilizada para evaluar el proceso
nociceptivo agudo, el cual semeja un dolor de tipo inflamatorio en humanos; la inyeccién
intraplantar de una solucién diluida de formalina genera una conducta bifdsica,
caracterizada por la presencia de sacudidas y lamida de la extremidad inyectada, en el
primer tiempo se presenta una respuesta nociceptiva, posteriormente un punto de
quiescencia (no hay conducta) y un comportamiento reflejado por el proceso nociceptivo
inflamatorio dado por la sensibilizacién espinal. Se ha demostrado que esta prueba es
adecuada para evaluar farmacos analgésicos antiinflamatorios (Castelo et al., 2010), los
cuales disminuyen la presencia de sacudidas y lamida de la pata inyectada con formalina.
Por tanto, el modelo de formalina es considerado un excelente modelo de prolongada

nocicepcién de moderada intensidad.
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El proceso inflamatorio depende en la activacién secuencial de diversos
mediadores y se ha correlacionado con el incremento en la produccién de PG’s
(Prostaglandinas) via COX (Ciclooxigenasa), ON (Oxido Nitrico), 5-HT (Receptor 5-
hidroxitriptamina), BK (Bradicininas), e iones entre otros (LeBars et al., 2001, Hamma et al.
2001). Estd completamente establecido que ambas fases de la prueba de formalina
pueden ser inhibidas por fdrmacos de accién central como los opioides, mientras que los
farmacos con accién periférica, tal como el acido acetil salicilico, solo inhiben la segunda

fase (Silveira et al., 2010).

Se tiene conocimiento de que el dafio tisular generado por la inyeccién de
formalina estd asociado con la liberacién de mediadores quimicos. Uno de los posibles
mecanismos involucrados en la respuesta nociceptiva es el receptor transitorio potencial
vanilloide 1 (TRPV1), un canal catidénico no selectivo, conocido por tener un papel
importante en la transmisién y modulacién de la nocicepcidn, ademds por la integracién
de varios estimulos dolorosos (Cui et al., 2006; Boleskei et al., 2005). Con el tejido dafiado
por formalina y la consecuente inflamacién, los mediadores inflamatorios liberados
aumentan la sensibilidad de TRPV1 hacia el estimulo nocivo. Los antagonistas de los
receptores TRPV1 bloquean el proceso nociceptivo inducido en modelos de nocicepcién

inflamatoria y nocicepcion de tipo neuropatico (Jhaveri et al., 2005).

Especificamente en el ambito del dolor orofacial, la mayoria de los estimulos
nocivos utilizados en experimentos con animales producen solo dolor fasico; se han
empleado la estimulacién eléctrica de la pulpa dental (Dallel et al., 1995; Rajaona et al.,
1996; Young et al., 1981), empleo de calor radiante (Dubner et al., 1975; Rosenfeld et al.,
1978; Mc Haffie, 2002) o la estimulacion mecdanica (Young et al., 1981; Ca Husac, 1990).
Una de las desventajas de estos modelos es que los animales estén mas o menos

restringidos durante el periodo de prueba, y es bien sabido que el estrés provocado por
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tales restricciones puede alterar la sensibilidad al dolor (Dubuisson y Dennis 1977; Hill et

al., 1952).

La prueba de la formalina orofacial ha sido estandarizada en rata, ratén y el gato
(Dubuisson y Dennis, 1977; Hunskaar y Hole, 1987; Alreja et al., 1984; Clavelou y col.,
1989) este modelo implica un minimo de restricciones. El dolor se parece bastante al dolor
clinico provocado por un estimulo transitorio (Rajaona et al., 1996; Dubuisson y Dennis
1977; Hunskaar y Hole, 1997), se asocia con dafio tisular y es sensible a los analgésicos

suaves (Rajaona, 1996; Dubuisson y Dennis 1977; Hunskaar y Hole, 1987).

VIIl. CONCLUSION

e En el presente trabajo se implementé el modelo de nocicepcién orofacial en el

laboratorio de dolor y analgesia de |la Dra. Myrna Déciga Campos.

e Se determind que la especie adecuada para este modelo son los ratones

macho.

e Este modelo puede ser utilizado especificamente si se desea evaluar farmacos

gue se quieran utilizar en el drea odontolégica y en dafio del nervio trigémino.
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