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Marco teodrico

En México la prevalencia del dolor orofacial afecta al 85% de la
poblacién en algin momento de su vida [1]. El dolor orofacial,
independientemente de su etiologia, es uno de los sintomas de consulta
mas frecuente en el consultorio dental que aun no se ha llegado de
manera eficaz, esto se debe a que la comprension fisiopatoldgica
nociceptiva aun es limitada. Los trastornos del dolor orofacial abarcan
una gran gama, que incluyen trastornos de la articulacion
temporomandibular, dolor periodontal, la neuralgia del trigémino, dolor
facial atipico, sindrome de ardor bucal, dolor postquirtrgico dental, dolor

de cabeza y cuello de origen infeccioso. [2]

Las lesiones nerviosas constituyen una complicacion que puede
ser ocasionada por el dentista tras la realizacion de varios procedimientos
odontoldgicos como son: las cistectomias, la extraccion de dientes, las

apicectomias, los tratamientos endoddnticos, la colocaciéon de anestesia

local, o la cirugia implantoldgica o preprotésica [3].

El dolor en la region orofacial es un problema comun e
incapacitante que puede tener efectos colaterales en la calidad de vida
en los pacientes. A pesar de las terapias actuales, los pacientes alin estan
lejos de encontrar un alivio efectivo debido a que auin hay una limitada
comprension de la fisiopatologia nociceptiva [4], y por lo tanto, pese a
una gran gamma de alternativas terapéuticas, no se aborda el control del
dolor desde todos los angulos que deben ser afectados por la terapia

analgésica.



Dolor

La concepcion del dolor desde principios del siglo pasado como
sensacion no se trata sino de un mecanicismo mal entendido en las
ciencias biomédicas que hizo que se extendiera el entendimiento del
dolor como un tipo de sensacion producida por determinada
estimulacién nerviosa, en la que los aspectos emocionales no
constituirian sino una reaccion a dicha sensacion. Los aspectos
sensorioperceptivos del dolor eran los que habia que tener en cuenta en
el estudio y tratamiento de este padecimiento y esta conceptualizacion
es la que ha determinado que durante décadas la investigacion de este
problema se centrara  especificamente en las  variables

anatomofisioldgicas. Dolor no serfa sino nocicepcion.

No obstante, en la actualidad la dimensién sensorial del dolor se
considera como uno de los diversos componentes de la experiencia de
dolor, de forma que para la comprension de este fendmeno es preciso
atender a otros aspectos que cursan conjuntamente con los aspectos

perceptivos.

Si bien el estudio de los procesos sensorioperceptivos del dolor ha
favorecido no sélo la comprensién en profundidad de este fendmeno,
sino que ademas ha servido para desarrollar procedimientos de analgesia
extraordinariamente eficaces, éste no puede considerarse Unicamente
como un sentido somatico, sino que debemos entenderlo como una
experiencia global, en la que los procesos sensoriales sélamente
conforman una parte de todo este fendmeno. El dolor consiste en un
acontecimiento vital complejo, multidimensional y susceptible de

estudio e intervencion por diversas disciplinas cientificas.



Uno de los modelos psicoldgicos del dolor mds influyentes es el

modelo de Melzack y Casey (1968) [5], en el que este fendbmeno se

concibe como una experiencia multidimensional. Las dimensiones del

dolor que hay que tener en cuenta a la hora de su conceptualizacién,

evaluacidon o intervencidn son tres: dimension sensorial/discriminativa,

dimension motivacional/afectivay dimension cognitivo/evaluativa. Cada

una de éstas confieren al dolor una serie de caracteristicas especiales,

pero interrelacionadas del tal forma que la experiencia de dolor no puede

entenderse de forma completa si no se tienen en cuenta todas ellas.

a)

Dimensién  Sensorial/discriminativa:  estd  directamente
relacionada con los mecanismos anatomofisioldgicos. Es la
encargada de la transmision de la estimulacion nociceptiva desde
la regién donde se haya producido un dafo tisular, infeccién o
cualquier otra alteracion orgdnica o funcional hasta los centros
nerviosos superiores [6]. Tal dimension se dice que es
discriminativa ya que es la responsable de la deteccion de las
caracteristicas espaciales y temporales del dolor, asi como de la
intensidad y ciertos aspectos de la cualidad del dolor (distincion
entre dolor urente, opresivo, etc.), pardmetros éstos de especial
relevancia para el diagnostico de la patologia que produce el
dolor (neuroldgica, traumatismo, infecciosa, psicégena, etc.) [7].
Sin embargo, la experiencia del dolor resultante se ve afectada por
factores contextuales y cognitivos [8] de tal forma que la
activacion nociceptiva no siempre produce dolor, y por el
contrario, el dolor puede ocurrir sin una activacion nociceptiva
identificable [9].



Los procedimientos de intervencion que se basan en la
dimension sensorial/discriminativa son las técnicas biomédicas
tradicionales. Los analgésicos (quiza el mas utilizado de todos los
tipos de intervencion) pueden incidir en tres niveles: a nivel
receptorial, disminuyendo la capacidad de estimulacion de los
nociceptores (analgésicos como el 4cido acetil-salicilico, o el
paracetamol); a nivel de conduccion (anestésicos locales como la
lipnocaina); o a nivel central (opidceos). Otros procedimientos

comunes son b|OQU€OS nerviosos, transecciones nerviosas, etc.

Dimension Cognitivo/evaluativa: trata de la creacion del
aprendizaje que conlleva la experiencia subjetiva del dolor
haciendo referencia a las creencias, valores culturales y variables
cognitivas como influencia del pasado o creacién de una nueva
experiencia como mecanismo de supervivencia [10]. De tal forma
que el individuo evalia al estimulo como recompensante o

aversivo.

Es por eso que el dolor puede ser considerado como una
emocion homeostdtica primordial, andloga al hambre, sed, suefio,
termorregulacion y mantenimiento de las funciones viscerales

(1],

Dimension ~ Motivacional/afectiva:  estd  directamente
relacionada con la dimensién cognitivo/evaluativa. Tiene que ver
con la decisién de ejercer una accion de huir o mantener la
sensacion. Cuando la sensacion es recompensante se genera una
persistencia o habito que puede llegar a una adiccién, en cambio
cuando es aversiva, el sujeto escapa o huye de ella y es dificil que

se revierta [12].



Entonces...

Este mecanismo homeostatico involucra receptores que detectan
una sensacion (a) la cual es interpretada en wuna emocién
aversiva/recompensante (b), y que exige una respuesta conductual de

persistencia/escape ().

Por ejemplo, cuando un nifio reacciona quitdandose del fuego al
quemarse, la sensacion dolorosa produce un fuerte impulso motivacional
para promover un escape; ese movimiento que ocurre en milisegundos,
es simultdneo a la integracién de informacién a circuitos corticales y
subcorticales en el sistema nervioso central, lo cual promueve el

aprendizaje.

En ocasiones, estimulos aversivos pueden volverse apetitivos, por
ejemplo la sustancia activa contenida en el chile (capsaicina), a cierta
dosis puede ser tolerable e incluso placentera, sin embargo a una dosis
mas alta se vuelve muy aversiva. Cabe destacar que el sistema nervioso
periférico y central, sufre adaptaciones relacionadas al consumo de
capsaicina, que le permiten al individuo incrementar la dosis y la ingesta
en busca de placer. Otros estimulos como el etanol, a pesar de activar la
via nociceptiva, puede convertirse en un estimulo altamente
recompensante, y a su vez incluso inducir una adiccion. La clave a todo lo
anterior se encuentra en la relacion entre el procesamiento nociceptivo y

los sistemas de recompensa del cerebro.

El procesamiento del dolor y su integracion en el

circuito cortico-limbico.

Neuroimagenes en pacientes con dolor crénico demuestran que

se observan dreas estimuladas correspondientes al circuito cortico-



limbico, el cual se encarga de procesar la evaluacion de recompensa o
aversion a un estimulo y sus respuestas conductuales consecuentes
[13,14]. Estos circuitos comprenden principalmente al tdlamo, la
amigdala, el nacleo Accumbens (NAc), al drea tegmental ventral (VTA), la
corteza prefrontal (PFC) y la corteza cingulada anterior (ACC). Estas
regiones reciben informacién nociceptiva a través del tallo cerebral

proveniente del ganglio trigeminal [15].

Se ha propuesto que cambios en estos circuitos probablemente
contribuyan en el desarrollo del dolor crénico. Es por eso que la
investigacion en el drea de neurobiologia nociceptiva, se ha enfocado en
el estudio preclinico de las emociones y el dolor, estas investigaciones
han dado lugar a nuevos enfoques prometedores en la creacion de

nuevas terapias [16,17,18].

El circuito cértico limbico, fig. 1 [19], tiene diversas funciones,
entre ellas integra informacion motivacional del dolor, procesa la
informacién desde la percepcién hasta la toma de decisiones. Una de las
regiones principales en este procesamiento es la parte ventral del ntcleo
estriado conocida como nucleo Accumbens (NAc), ya que recibe
informacion nociceptiva aferente, a través de conexiones con el tadlamo,
la zona peribraquial (PB), la amigdala y la corteza cingulada anterior (ACC)
[20].
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Fig 1. Circuito cértico-limbico.

(ACC) Corteza Cingulada Anterior, (PFC) Corteza Prefrontal, (NAc) Nucleo
Accumbens, (VTA) Area Tegmental ventral, (PB) Area Peribraquial, (RVM) Médula
Rostral Ventromedial.

El NAc no parece codificar la sensacién de dolor, sino mds bien
darle un valor afectivo a la sensacion (valor heddnico), para después
ejercer una accidon motora (motivacion). Es por eso que estd involucrado
con cambios conductuales relacionados a la percepcion, generando
adicciones o incrementando la motivacion por ciertos estimulos como lo

mencionado en el punto 1 referente al etanol y a la capsaicina [21].

El NAc no es la Unica regidon que integra informacién nociceptiva
en el sistema cortico-limbico, también el drea tegmental ventral (VTA)
envia sefnales dopaminérgicas salientes al NAc, dandole valor al dolor es
decir proporciona una evaluacion del dafno y de la sensacion dolorosa
[22].



Las conexiones entre la corteza prefrontal (PFC) y la ACC codifican
informacion emocional y cognitiva del procesamiento nociceptivo, estas
regiones modulan la toma de decisiones (motivacion) [23,24]. En forma
general se conoce que un estimulo placentero genera la decision de
mantenerse en él, sin embargo cuando un estimulo es aversivo produce

huida y escape [25].

Estimulos como el etanol, generan aversion cuando son ingeridos
por primera vez, sin embargo el circuito sufre adaptaciones (plasticidad
neuronal) que incrementan su consumo en forma progresiva [26]. En una
busqueda por entender cémo un estimulo aversivo puede volverse
apetitivo o recompensante, se requiere evaluar desde la percepcién hasta
la integraciéon de la informaciéon a nivel neuronal, el presente estudio
abordard la percepcion y el procesamiento trigeminal desde una
perspectiva conductual y fisiolégica, sin embargo en proyectos

posteriores se abordara la conectémica de dicho procesamiento.

Otro elemento sumamente importante en este circuito, es la
amigdala, la cual se asocia también con la toma de decisiones,
especialmente ante el miedo y la ansiedad a un peligro. Las senales
provenientes de la amigdala del tipo glutamatérgicas vy las salidas
dopaminérgicas del VTA convergen en el NAc influenciando la conducta
en respuesta al estrés y la ansiedad, [27] por lo tanto estos circuitos son
de suma importancia en los procesos que estudiamos en este proyecto,

para la realizacion de proyectos posteriores.

El estudio de este circuito en relacion al dolor orofacial, nos abre
una gama de posibilidades, para encontrar blancos terapéuticos para el

control del dolor. [28]
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Interconectividad del circuito cortico limbico

Los mecanismos celulares y moleculares exactos que subyacen la
plasticidad asociada con el circuito cértico limbico aun permanecen muy
poco definidos debido a las dificultades para su investigaciéon por las

condiciones tan cambiantes del cerebro [29].

Es bien sabido que el circuito cortico-limbico cuenta con 3 tipos
de interconexiones principales del tipo glutamatérgico, GABAérgico y

dopaminérgico (Fig. 2).

Palido

Hipocampo ventral

GABA
GLUTAMATO

DOPAMINA

La_vbtth_
Fig 2. Interconexiones.

Representacion de la interconectividad existente entre las estructuras
del sistema cortico-limbico.
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El NAc recibe aferencias del tipo glutamatérgicas de diferentes
regiones cerebrales como el PFC, la amigdala, el tdlamo y el hipocampo
que dependiendo de su funcidn se activan en diferentes tipos de
estimulacién [30]. Por el contrario tiene dos principales salidas de tipo
GABAérgica que son una proyeccion directa al pdlido ventral y otra al VTA.
El pdlido ventral envia eferencias GABAérgicas al tdlamo vy las

proyecciones glutamatérgicas del tdlamo a la PFC [31].

Las proyecciones mesolimbicas dopaminérgicas se localizan en el
VTA. El VTA no recibe ninguna entrada directa, pero es inervada por
estructuras como la PFC, el NAc, el palido ventral y una variedad de
conexiones entre neuronas alineadas en columna a lo largo del

mesencéfalo que unen a la PFC con el tallo cerebral.

Una via glutamatérgica representa el sistema de neurotrasmision
exitador mas abundante en el sistema nervioso central (SNC) de
vertebrados, asi su importancia se hace evidente en los procesos
cognitivos. El glutamato, aparte de constituir uno de los veinte
aminodacidos proteinogenéticos, es el neurotransmisor mayoritario en el
sistema nervioso central de los mamiferos. Se puede afirmar que
practicamente todas las vias tdlamo-corticales, cortico-corticales y la
mayoria de las aferentes de la corteza estan mediadas por glutamato. Esto
hace que alrededor del 60% de todas las neuronas del cerebro,
incluyendo las piramidales de la corteza y las neuronas de relevo del

tdlamo, utilicen glutamato como neurotransmisor [32].

12
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Fig 3. Sinapsis glutamatérgica.

Liberacién de glutamato por la célula presinaptica y su aferencia con
receptores AMPA y NMDA.

Una sindpsis glutamatérgica, de manera general, se lleva a cabo
de la siguiente forma (Fig. 3). El glutamato se acumula en el interior de las
vesiculas sindpticas de las neuronas glutamatérgicas, es liberado por las
mismas en respuesta a despolarizaciones de la neurona mediante un
sistema de exocitosis dependiente de calcio, o por reversion de alguno
de sus transportadores. El glutamato ya liberado se recicla mediante la
intervencion de transportadores especificos y dependientes de sodio,
que controlan ademds su concentracion extracelular dentro de limites
muy estrechos. Esta funcion de regulacion de concentraciones
adecuadas de glutamato extracelular es tan importante que consume

aproximadamente dos tercios de toda la energia metabdlica generada

13



por el cerebro. Posteriormente, el glutamato interacciona con uno de los
receptores postsindpticos o gliales cercanos al terminal nervioso
completando la via de sefalizacion nerviosa rdpida mediada por este

neurotransmisor [32].

El glutamato ejerce su accion a través de receptores tanto
ionotropicos como metabotrépicos, aunque la neurotransmision
glutamatérgica rapida estd mediada por los primeros puesto que los
receptores metabotrépicos, a través de su asociacion con proteinas G,
median efectos neuromoduladores a largo plazo. Receptores
ionotrépicos de glutamato hay de tres clases: receptores AMPA (por acido
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolenpropionico),  receptores  de
kainato, y receptores NMDA (por N-metil-D-aspartato) [32]. Todos ellos
son proteinas multiméricas de membrana que, tras su unién a glutamato,
responden abriendo un canal iénico induciendo asi corrientes

excitatorias postsinapticas .

Actualmente la mayoria modelos animales de dolor neuropdtico
periférico tiende a efectuarse por lesiones en los nervios, que dan como
resultado signos de hiperalgesia (aumento de la sensibilidad dolorosa)
térmica y alodinia (percepcién dolorosa a un estimulo mecdnico que no

provocaba dolor) en el drea afectada [33].

El drea orofacial estd inervada principalmente por el nervio
trigémino (Fig. 4), el sistema trigeminal es responsable de transmitir la
informacion sensorial bilateral de las dreas oral, facial y craneal al sistema

nervioso central (SNC) a través de 3 grandes ramas: [34]

14



a) Oftdlmica: Cornea, piel de la frente, cuero cabelludo, parpados,

nariz, mucosa de senos paranasales, nariz.

b) Maxilar: Piel sobre maxilar, dientes maxilares, mucosa nasal, seno
maxilar, y paladar.

¢) Mandibular: Piel de la mejilla, mandibula, dientes mandibulares,

ATM, mucosa oral, porcién anterior de la lengua.

Co rteza

Rama oftalmica
Rama maxilar
Rama mandibular
Ganglio trigeminal

Periacueducto ventrolateral gris
Médula rostral ventromedial
Nucleo caudal trigeminal

1 Oral

2 Interpolar

3 Caudal

{./betm

Fig 4. Sistema nociceptivo trigeminal.

Los principales nociceptores orofaciales son los receptores
primarios mielinizados Ag y las fibras C no mielinizadas, ademas otros
como los receptores transitorios vaniloides, éstos se encuentran
radicados en el ganglio trigeminal (de Gasser) y transmiten informacion
hasta al SNC a través del complejo nucleo caudal trigeminal. Este
complejo se ha subdividido por su citologia en 3: [35]

1) Oral

15



2) Interpolar
3) Caudal

El complejo nucleo caudal trigeminal lleva la informacion a la

médula rostral ventral para subir a niveles superiores del cerebro [36].
Evaluacion experimental de las dimensiones del
dolor.

Evaluacion de la dimension sensorial del procesamiento

ciceptivo orofacial.
La mayoria de los modelos animales de alteraciéon del nervio

trigeminal incluyen:

a) La constriccién, que consiste ligar completa o parcialmente los
nervios periféricos V1, V2 o V3 con sutura produciendo asi una

lesion isquémica.
b) La transeccién, que consiste en cortar o segmentar los nervios.

Este proceso de degeneracion distal respecto al sitio de la lesion
es conocido como degeneracion Walleriana [37]. La reaccion proximal
respecto al punto de seccién se llama degeneracién primaria o

retrégrada.

16



Nervio

lestonado Ganglo

Fig 5. Degeneracion Walleriana.

El objetivo de estos métodos es alterar los nervios periféricos

produciendo:

a) Cambios en la expresion de canales idnicos, por la
degeneracion axénica producida y que en consecuencia causa una falla

o pérdida de la conduccion nerviosa [38].

b) Alteracion de los receptores aferentes primarios, por la

desmielinizacién segmentaria [38].
¢) Liberacién de neuropéptidos requladores de dolor [39,40].

d) Ademds de una respuesta regenerativa el nervio, un edema

local intraneural por la lesion del tejido conjuntivo del nervio [41].

Un nuimero de técnicas se han empleado para el estudio del dolor
utilizando como parametro el reflejo a las respuestas (levantamiento de
la pata trasera), comportamientos de aseo en el drea lesionada o de
retirada/escape (Fig. 6). Estos métodos incluyen: la aplicacion de una gota
de acetona [42, 43] spray de cloruro de etilo, [44] que permite provocar

una hiperalgesia fria en un area especifica que se quiera estudiar del

17



animal y contabilizar el nimero de reacciones que se tengan por parte
del animal, de igual forma otro parametro que puede ser evaluado es la
altitud medida de levantamiento de la pata (hindpaw) como un indice de

dolor.

Fig 6. Comportamientos de aseo en pruebas de hiperalgesia.

Otro modelo que evalua la relacion entre la nocicepcion orofacial
y la motivacion es el paradigma de escape/aversion que permite medir
simultdneamente las respuestas sensoriales y afectivas producidas por
una estimulacion tactil o térmica [45]. Como es el caso del dispositivo de
evaluacion del dolor orofacial (OPAD) (Fig. 7) que utiliza la relacion dolor-

recompensa; consiste en que en animal recibe la recompensa liquida

18



presionando su cara en unas placas de temperatura controlada. El animal
decide entre recibir la bebida gratificante o evitar el contacto con las altas

temperaturas de la placa, renunciando a la recompensa. Con estos

i -

50
@100 D
Solucion de
agua, recompensa Q
Bobina
Area de contacto
Animal Porcién aislada
dela I.Joblna Termostato: agua circulante
Registros a diferentes temperaturas
Contactos /_.
o ‘
0 1 2 Bebedero
Fases

urbtm

Contacto con el
bebedero y con
la bobina térmica

Aproximacion de la
rata, ala
bobina térmica

Fig 7. Representacion del sistema OPAD.

Sistema de medicion de sensibilidad orofacial a estimulos térmicos, en la parte
superior se muestra el termostato que genera diferentes temperaturas en una
bobina mediante agua circulante, en el cuadro intermedio se muestran las fases del
proceso conductual (1 ensayo), en el que la rata se acerca y hace contacto con la
bobina y el bebedero, también se muestran los registros del tiempo de contacto y
la tasa de lengleteos, en la fotografia (B), se muestra una fotografia de la rata
haciendo contacto con el bebedero y con la bobina hidrotérmica.
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ensayos se puede evaluar el complejo comportamiento del dolor en
respuesta a una estimulacion y su relacién con la motivaciéon por la

obtencién de un componente heddnico [46].

Una de las moléculas relacionada con el desarrollo de dolor
neuropatico orofacial es el receptor de potencial transitorio vaniloide 1
(TRPV1) [47]. EI TRPV1 es un canal catidnico no selectivo de las neuronas
sensoriales nociceptivas periféricas donde media la deteccion y
trasduccion de estimulos térmicos y quimicos nocivos (etanol, la
capsaicina, sustancias con pH acido y calor intenso). Se piensa que los
receptores TRPV1 funcionan como un sensor de calor nocivo en los
nervios periféricos terminales y es esencial para el desarrollo de
hipersensibilidad térmica durante un proceso inflamatorio. Ademas se ha
implicado a los TRPV1 en el desarrollo de dolor neuropatico inducido, ya
que se han observado cambios en su expresion después de la lesion a los

nervios periféricos [48].

Recientes hallazgos indican que los efectos estimulantes
trigeminales del etanol pueden estar mediados en parte por la
interaccion con el receptor de potencial transitorio del canal receptor de
vaniloide 1 (TRPV1) [49].

El TRPV1 se sabe que es expresado en las neuronas sensoriales
primarias del ganglio trigeminal que inerva la cabeza y la cavidad oral, a
su vez transmite informacion somatosensorial al nucleo del trigémino
[50]. Estos receptores pueden ser activados por estimulos como altas
temperaturas, agentes quimicos con ph acido, u otros estimulantes como

capsaicina 'y etanol [51].

El etanol es un estimulo quimiosensorial que activa al sistema

gustativo, el sistema olfatorio, y la somatosensacién oral trigeminal (el
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cual lo detecta y lo procesa como un agente quimico nocivo). La
capacidad del etanol para estimular las vias neuronales implicadas en el
procesamiento trigeminal es ya conocida por estudios con diferentes
especies [52]. El etanol ademas de evocar una respuesta dependiente de
la concentracion en las neuronas ganglionares del trigémino, también
aumenta la expresion de TRPV1 de las células HEK (células renales de
origen embrionario utilizadas en experimentacion de biologia celular),
que son inhibidas por el receptor TRPV1 antagonista competitivo de
capsazepina. Es muy interesante que el etanol potencializa respuestas
electrofisioldgicas del canal TRPV1 a una variedad de agonistas,
incluyendo la capsaicina, protones, la endo-cannabinoide anandamida y
calor. Las respuestas inflamatorias periféricas inducidas por el etanol son
dependientes de la activacion del receptor TRPV1. Estudios
inmunohistoquimicos muestran una localizacion sobresaliente de los
receptores TRPV1 en las fibras sensoriales que inervan el epitelio oral y el
etanol es capaz de penetrar el tejido rdpidamente para activarlos [53]. Por
esta razon usaremos al etanol activar el sistema trigeminal via receptores
TRPV1.

Usando paradigmas conductuales es posible evaluar el valor
heddnico de estimulos orofaciales [54], uno de esos paradigmas evaluta la
respuesta de precaucion tipica ante un estimulo novedoso, neofobia.
Para proteccion, los mamiferos siempre presentan temor a lo nuevo, esto
impide altos consumos de sustancias desconocidas que podrian ser
potencialmente daninas, para este proposito el sistema trigeminal
participa generando sefiales nocivas que detienen al sistema de ingesta

en un inicio, sin embargo si la sustancia no es dafina se incrementa el
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consumo en forma progresiva, basdndonos en experimentos con otros

estimulos, usando etanol como estimulo en este paradigma,

desencadenaria los procesos siguientes:

a.

Respuesta innata: La primera vez que se consume etanol se
produce una reaccion aversiva, lo que podriamos llamar la primera
impresion, el sujeto entra en un proceso de evaluacion y
discriminacion asociando el sabor con las consecuencias de su

consumo [55].

Respuesta adaptativa: Si luego de la ingesta no hay consecuencias
negativas, el sabor (y el alimento) se reconoce como seguro y se
consumird mas en futuros encuentros, este fendmeno es
conocido como atenuacion de la neofobia. Por el contrario, si el
consumo va acompafado por consecuencias negativas para los
animales (toxicidad, malestar intestinal) serd reconocido como
aversivo y serd rechazado en futuras ocasiones, este aprendizaje

se denomina aversion [56].

La aplicacién del etanol en la lengua activa fibras periféricas

aferentes linguales del nervio trigémino en el gato, la rata y los primates

[57]. Este paradigma conductual nos proporciona un indice de que tan

aversivo es un estimulo, en este caso el etanol, y que tan rapido puede

aceptarse por el organismo.

Mecanismos cerebrales son los que determinan el grado de

aversiony de aceptacion de un alimento, y usan al sistema trigeminal para

detectar un estimulo potencialmente dafnino, en estudios posteriores se

podra dilucidar cudl es el mecanismo neurobioldgico involucrado en

dicha conducta.
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Para explicar mejor el paradigma, en la figura 8 podemos ver una
grafica, que nos muestra los resultados de un experimento tipico de
neofobia, en el que 3 grupos experimentales fueron expuestos a
consumo de una soluciéon de acido citrico (A+), sal (A-) y sacarina (X)
respectivamente (ver pie de figura). En la neofobia es comun ver un
retraso del consumo durante las primeras exposiciones, pero a medida
que se va aceptando se espera la superacion (extincion) de la aversion y

la estabilizacion del consumo [58].

Retraso Extincion

()
L]

Cantidad media consumida (ml)
S N b 0 ® B N R O ® O
W W BT EFUS WP W S W TP T . |

-o-A+
-+ A-
X+

1 2 3 3 4 5
Ensayo Ensayo

Fig 8. Neofobia.

Retraso: En el panel izquierdo se muestra como en todos los grupos el
consumo decreci6 durante los primeros 4 ensayos.

Extincion: en el panel derecho se puede apreciar como el consumo de la
solucién fue aumentando progresivamente a medida que sucedieron los
ensayos, hasta que finalmente alcanzaron una relativa estabilidad.

Para evaluar la preferencia posterior a la adaptacion al consumo
de un nuevo estimulo se usa una prueba llamada preferencia de dos
botellas (agua vs. estimulo) antes y después de la manipulacion

trigeminal. Consistiendo en presentarle individualmente a cada rata dos
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botellas: agua y etanol a libre acceso por cierto nimero de horas y se

registran y compran los consumos.

Los paradigmas de refuerzo han sido utilizados para evaluar las
propiedades motivacionales a estimulos gustativos, como lo son los

programas de reforzamiento fijo (FR) y progresivo (PR).

El reforzamiento fijo consiste en colocar al sujeto experimental en
una caja conductual en el que se encuentra una palanca y un
despachador de refuerzo o recompensa, el reforzamiento fijo se utiliza
para que el sujeto aprenda y relacione que al activar la palanca se le
entregard una recompensa; se llama reforzamiento fijo porque el
requerimiento es el mismo durante toda la sesion. Por ejemplo un FR(1)
consiste en 1 vez activa la palanca y 1 vez se le entrega recomensa, un
FR(3) seria 3 veces activa la palanca y recibe 1 recompensa en toda la

sesion [59].

El reforzamiento progresivo fue propuesto por Hodos en 1961
[60], consiste en el incremento sistematico de respuestas requeridas para
obtener una recompensa hasta que el sujeto finalmente no responde en
un plazo de tiempo determinado (punto de rompimiento). Por ejemplo
en un PR(4) los requisitos para la entrega de la recompensa van
aumentando 4, comienza en 1 palanqueo y se entrega una recompensa,
después se suman 4, es decir 1,5,9, 13y asi sucesivamente. Esto nos ayuda
a saber qué tan motivado estd el sujeto para obtener el refuerzo, si es
capaz de trabajar cada vez mds por una misma recompensa. Nosotros
hacemos uso de esta tarea conductual para evaluar el comportamiento

heddnico de consumo de etanol, encontrar patrones de respuestas-
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refuerzo y de cierta forma hacer medible algo tan complejo como es la

motivacion [61].

De acuerdo con toda la base tedrica planteada, es posible notar
que el entendimiento de los niveles sensoriales, heddnicos vy
motivacionales de la nocicepcién del dolor es una nueva vision que
puede sernos de gran ayuda en la busqueda de mejores tratamientos
analgésicos, y aunque es poca la investigacion que se ha hecho enfocada
en el drea de la neurobiologia nociceptiva orofacial, podemos hacer uso
de fundamentos tedricos y otras herramientas adaptadas para la
busqueda de respuestas de acuerdo a nuestras necesidades, como en
nuestro caso las mediciones motivacionales en respuesta a un estimulo
heddnico, y asi presentar nuevos avances en esta la misma linea de

investigacion.
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Planteamiento del problema.

Algunos problemas a los que nos enfrentamos cuando hablamos

de estudios sobre el procesamiento de dolor orofacial son:

a)

La falta de modelos de estudio. La mayoria de los modelos
animales, no toman en cuenta las dimensiones motivacionales y
afectivas del dolor. Por otro lado son pocos los que se enfocan al
procesamiento nociceptivo orofacial pues la mayoria evalla

procesos de dolor de otras vias.

La evaluacién de los aspectos motivacionales y cognitivos del
dolor orofacial no sélo los aspectos sensoriales. Es de suma
importancia la evaluacion de estas dimensiones del dolor en los
modelos experimentales, para poder extrapolar los datos al ser

humano y generar alternativas para el control del dolor.

La evaluacion experimental de la relacion entre percepcion-
hedonia-motivaciéon, y su repercusion en el procesamiento

cerebral asi como en la conducta.

Ademas cabe resaltar que resulta de gran interés el conocer como

un estimulo nuevo puede resultar aversivo, pero que al activar la via

nociceptiva y relacionarse con el circuito cortico limbico, puede

transformarse y atenuarse esa aversion y cambiar a ser apetitivo, incluso

llegar a ser adictivo.

Como puede notarse es de gran importancia el entendimiento del

proceso sensorial, hedénico y motivacional del dolor orofacial ya que a

futuro podran proponer alternativas terapéuticas que sin duda seran de

gran utilidad en la consulta dental.
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Justificacion.

El dolor orofacial, independientemente de su etiologia, es uno de
los sintomas de consulta mas frecuente en el consultorio dental, ain no
se ha llegado resolver efectivamente, esto se debe a que la comprension
fisiopatoldgica nociceptiva aun es limitada. Las situaciones mas comunes
son los trastornos de la ATM, dolor dental, neuralgia del trigémino,

sindrome de ardor bucal o migranas.

De acuerdo a evidencias cientificas, la sensacién de dolor en
humanos es una experiencia multidimensional, que comprende la
dimension sensorial, heddnica y motivacional. Actualmente nos
encontramos con obstdculos en el estudio de estos componentes, pues
no hay modelos animales que nos permitan estudiar todos los
componentes simultdneamente en funcién de extrapolar la informacion
al procesamiento nociceptivo en humanos. Por otro lado también es
necesaria la busqueda de modelos que nos permitan la evaluacién
precisa de variables experimentales, que no pueden ser evaluadas en el
humano a nivel orofacial, pero que a su vez nos generen alternativas

terapéuticas.

En una busqueda de modelos de estudio de la percepcién vy el
dolor orofacial en cada una de sus dimensiones, hemos hallado diferentes
acercamientos al estudio del dolor orofacial, evaluaremos el efecto de los
cambios en la percepcién orofacial sobre paradigmas conductuales que
nos representan: sensacion, motivacion y el valor hedénico. De esta
manera podremos proponer por primera vez diferentes maneras de
evaluar cada una de las dimensiones del procesamiento nociceptivo

orofacial.
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Las bases tedricas y experimentales generadas en esta tesis, se
utilizardn para evaluar en proyectos futuros, cuales son los cambios
neurofisiolégicos que nos permiten huir, soportar o desear un estimulo

que activa la via del dolor.

Cabe mencionar que podremos determinar cudles son los
cambios conductuales y neurofisiolégicos de alteraciones en la
percepcion somatosensorial oral inducida quirdrgicamente, lo cual
implicaria alteraciones de forma retrégrada desde los nervios periféricos,
que se traduce en cambios en la expresion de canales idnicos, receptores
aferentes primarios, y neuropéptidos en las diferentes clases de neuronas
sensoriales. Por Ultimo podremos reconocer por qué un estimulo que en
un principio era aversivo se transforma a uno de aceptacion y comprobar

si la modificacion de las vias nociceptivas modulan la conducta.

Todo lo anterior nos dard pautas para proponer alternativas
terapéuticas mas precisas al control del dolor orofacial y a la formacion de
hédbitos nocivos de consumo, relacionados con alteraciones del sistema

trigeminal.
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Hipotesis.
Las dimensiones del dolor orofacial pueden ser evaluadas desde

una perspectiva fisiolégica y conductual, y pueden ser alteradas

modulando el sistema trigeminal.

Objetivo General.

Evaluar experimentalmente si la lesién trigeminal neuropdtica

cronica altera las dimensiones de dolor.

Objetivos Particulares.

e Fvaluacion sensorial: Levar a cabo una lesion trigeminal
consecuente a la constriccion del nervio mentoniano vy
posteriormente comprobar si existen alteraciones sensoriales

mediante la prueba de hiperalgesia con acetona.

e Fvaluacion cognitivo/evaluativa: Evaluar la respuesta innata y la
respuesta adaptativa al consumo de etanol a través de un modelo
de neofobia de EtOH. Posteriormente usando un paradigma
conductual llamado preferencia de dos botellas se comparardn
los cambios motivacionales de ingesta voluntaria de agua vs.

etanol, cony sin una lesion trigeminal.

e Evaluacién motivacional/afectiva: Usando dos paradigmas de
refuerzo fijo y progresivo, se evaluaran las propiedades
motivacionales a un estimulo gustativo (etanol), antes y después
de un dafo al nervio trigeminal. Al mismo tiempo se comparara
con la motivacién por el consumo de sucralosa el cual es un

estimulo recompensante.
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Material y métodos.

Animales.

Todos los procedimientos se llevaran a cabo de acuerdo a las
normas del comité de ética de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala
de la Universidad Nacional Auténoma de México (Oficio:
CE/FESI/042015/1043). Los estudios conductuales se realizardn apegados
a la guia de estdndar ético para investigacion del dolor en animales

conscientes y utilizaremos el menor nimero posible de animales por
grupo.

Utilizamos 42 ratas Wistar macho 200 £25gr, (36 para los
paradigmas de neofobia y preferencia de dos botellas y 6 para pruebas

de reforzamiento fijo y progresivo) mantenidas en ciclos de luz 12:12

dia/noche en condiciones de bioterio.

Sdlo las ratas sometidas al protocolo de evaluacién neofébica
estuvieron privadas de agua 22 hrs/dia, posterior a la sesion tendran libre
acceso a agua por 1 hora. Siempre se pesaron antes de cada sesion para

vigilar y evitar pérdidas de peso debido a la privacion.

Cirugia de constriccion del nervio trigeminal.

El modelo de alteracion retrograda del nervio trigeminal que

usamos fue la constriccion del nervio mentoniano.

1striccion del nervio mentoniano

[56]
Material

e Anestésicos: Combinacion de Ketamina y Xilacina.

30



e Soporte estereotaxico.

e Instrumentos quirdrgicos estériles: pinzas de Adson, pinzas
hemostaticas, hoja de bisturi del nimero 12 y 15 y mango,

retractores y tijeras finas.

e Sutura de nylon 6-0y seda 5-0.
Método

1. Anestesia e inmovilizacion.

Se anestesio a la rata con una combinacién de Ketamina y Xilacina
(90mg/kg + 5mg/kqg). La piel del drea del ojo la afeitamos y se colocd a la

rata en el estereotaxico.
2. Exposicién del nervio mentoniano y ligadura.

Se realizd una incisién a la altura del foramen mentoniano,
separando cuidadosamente de la fascia y el musculo exponiendo el

nervio que sale a través del foramen. Se efectud una apretada ligadura

constriccion

Fig. 9 Localizacion y constriccion del nervio mentoniano
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(tipo Selzer) cerca de la salida del fordmen. Se corté el sobrante de sutura.

Se suturd la incision con seda 5-0.

3.

Posteriormente dejamos pasar 7 dias de recuperacion para cada

cirugia, vigilando el peso y comportamiento de los animales.

Prueba de hiperalgesia con acetona.

Esta prueba se realizd en la finalidad de evaluar el grado de

hiperalgesia provocada por la lesion trigeminal.

Material

Acetona.

Gotero

Caja de plexiglas.

Camara de video.

Espejo

Método

Colocar el espejo detrds de la caja de plexiglas.

Con ayuda del gotero, colocar una gota sobre el drea del nervio

mentoniano en ambos lados.
Grabar por 15 min.

Para el conteo a doble ciego. Una persona, que desconocia si el
video era de una rata que tenia lesion o no, registrd el nimero de
veces que la rata se aseara la cara durante toda la sesion en
intervalos de 5 segundos. Una segunda persona realizd las

pruebas estadisticas.
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Neofobia

Para evaluar la respuesta innata y de adaptacion del sistema
somatosensorial a la administracion persistente de un estimulante del
nervio trigémino. La transicion del etanol como reforzamiento negativo a
positivo generalmente se desarrolla durante las primeras dos semanas de
exposicion. Durante esta etapa el consumo es controlado y la ingesta
parece ser de tipo exploratorio. Los patrones de consumo'y la dosis diaria
ingerida son inestables e impredecibles. Probablemente es en este
estadio en que los animales aprenden a evaluar los efectos psicotrépicos

del alcohol y a ajustar su comportamiento de consumo.

Para evaluar esta transicion se tendrdn 6 grupos (n=6) de 200 +25
gr de peso, comida ad libitum, se les privaba de agua por 23 hrs anteriores

a la sesion.

A la mitad de los grupos de les realizard la cirugia de constriccion
del nervio mentoniano para evaluar sus cambios motivacionales que

influyen con esta manipulacion.
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El modelo consiste en darle agua por 15 minutos del Ter al 3er dia
para obtener la linea base de consumo en volumen (ml) de todas las ratas.
Una vez recopilado los datos se separaron las ratas en 6 grupos de manera
equilibrada basdandonos en su consumo, de manera que 3 tuvieran lesion
y 3 grupos sin lesion. Posteriormente del dia 4 al dia 8 se les daba una
solucion de etanol al 8% y 20% respectivamente, por 15 minutos (Fig 10)
y se registraban los consumos; después de la sesion se les dejaba libre
acceso a agua por 15 min para garantizar el cumplimiento de

requerimientos diarios de agua, también se registraba este consumo.

Fig. 10

Para evaluar la preferencia posterior a la adaptacion de consumo
al etanol usamos la prueba de preferencia de dos botellas (agua vs.
etanol) antes y después de la manipulaciéon trigeminal. Usando los
mismos grupos anteriores, se les aplicé el paradigma consistiendo en
presentarle individualmente a cada rata dos botellas: agua y etanol
(8/20% dependiendo de la concentracion anteriormente usada para cada
rata) a libre acceso por 48 hrs y registramos los consumos en volumen
(ml); las botellas eran cambiadas de lugar a las 24 hrs para descartar que

el consumo era por preferencia de lugar.
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Preferencia de dos botellas

Para evaluar la preferencia posterior a la adaptacién de consumo
al etanol usamos la prueba de preferencia de dos botellas (agua vs.
etanol) antes y después de la manipulacién trigeminal (Fig. 11). Usando
los mismos grupos anteriores, se les aplico el paradigma consistiendo en
presentarle individualmente a cada rata dos botellas: agua y etanol
(8/20% dependiendo de la concentracion anteriormente usada para cada
rata) a libre acceso por 48 hrs y registramos los consumos en volumen
(ml); las botellas eran cambiadas de lugar a las 24 hrs para descartar que

el consumo era por preferencia de lugar.

Fig. 11

Programa de reforzamiendo fijo y progresivo

Las sesiones tanto de entrenamiento y de experimentacion fueron
realizadas en una cdmara modular operante (Med Associates, Inc,
Georgia, VT) que mide 30.5cm x 24.0cm x 29.0cm, con paredes superior,
trasera y delantera de plexiglas trasparente, paredes laterales de acero
inoxidable. Suelo de rejilla compuesta por 19 varillas de 4.8mm (didmetro)
espaciadas a 1.6cm de distancia. Cada cdmara esta compuesta por dos
palancas retractiles situadas en ambos lados de la pared derecha,

separadas por un despachador de recompensas (sélida o liquida), el
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liquido es controlado por una palanca que surte un volumen de 0.1ml de
liquido. Por ultimo, cuenta con una luz superior en la pared opuesta que

se enciende durante toda la sesion (Fig 12) [57].

Fig. 12
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Los datos de la sesion fueron recolectados por una computadora
interfaz. El tipo de entrenamiento serd programado y escrito en leguaje

de notacién Medstate (Med Associates, Inc.)

to 11jo
Como primer objetivo buscamos la formacion del hébito del
consumo de etanol, sin que les resulte aversivo a las ratas, por lo que en

esta fase se les condiciona a su consumo.

Las ratas son privadas con anticipacion por 22 hrs
aproximadamente. En el dia 1, las ratas se colocan en las cajas operantes
durante Thr, en la cual cada 60 segundos se entrega libremente una

disolucion preparada al 0.2% de sucralosa (sin ser presionada la palanca),
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con el fin de que cada rata se dé cuenta de la existencia del liquido en la

caja.

En el dia 2 (con misma privaciéon previa) se programa una sesion
diferente en la que la rata recibe la recompensa al presionar 1 vez la
palanca izquierda, activando la entrega de 0.1ml de la solucién preparada

con sucralosa. Lo mismo para el dia 3.

Después de todas las sesiones se da un tiempo de recuperacion,
aproximadamente Thr, en la que las ratas reciben agua ad libitum. La
sesion del dia 2 durard sélo 30 min y se continda con ésta hasta el dia 10
aproximadamente, para asegurarnos de encontrar un comportamiento
estandar entre las ratas, con el fin de obtener una base Util para las futuras

comparaciones.

Una vez estandarizado el consumo de las sesiones anteriores
después se prepara una disolucién de 5% de etanol + 0.2% de sucralosa
y se efectla el mismo programa de sesiones por 30min. Esta fase de la
prolongamos hasta el dia 20 aprox. para buscar la misma estabilizacion

anterior [58].

Los aspectos motivacionales pueden ser examinados mediante
un programa de reforzamiento progresivo, este nos muestra la cantidad
que un animal esta dispuesto a trabajar para obtener el refuerzo pues el

requisito de respuesta va incrementando durante la sesion.

En este caso para evaluar la motivacion de los animales por la
obtencion del etanol se modifican el requisito comenzando con 1
palanqueo, e ir sumando 3, es decir comienza en 1, después 4, 7, 10 y asi

sucesivamente para obtener una sola entrega de la recompensa de
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etanol. Las primeras 3 serdn con privacién de agua y después se les dejo
agua ad libitum para descartar que su motivacion no sea la sed sino

comprobar que las ratas ya consumian etanol por sf solas.

Es normal que por las pausas entre cada palanqueo la duracién de
la sesion se prolongue mucho mds. En este caso se extendié hasta las 2
horas ya que ésta entrega gradual es lenta porque las ratas no estdn
privadas de agua, permitiendo un consumo moderado de etanol antes

de llegar al punto maximo de respuestas.

Fig. 13
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Software y hardware

MED-PC

MED-PC es un programa que implementa el dialecto Medstate
Notation (MSN) desarrollado para la programacion y control en tiempo
real de las cajas de condicionamiento operante. Se ejecuta con una PCde
640 MB de RAM, que tiene la capacidad de controlar hasta 8 estaciones
experimentales (cajas de condicionamiento operante) funcionando de
forma independiente (cada uno con los mismos o diferentes
procedimientos experimentales) de forma simultanea, con un maximo de

8 entradas y 32 salidas por cada estacion. [58]
Hay 3 ventajas principales de uso de MED-PC: [55]

e Laprogramacion puede modificarse de acuerdo a las necesidades

del experimento.

e lanotacion de lo que sucede en cada caja es registrado de forma

inequivoca.

e Fllenguaje en el que se registran las sesiones permite que se use
otros programas para ser analizados estadisticamente de forma

relativamente facil.

s AU
=7
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MATLAB

MATLAB es una plataforma integral que abarca todo el proceso de
la neurociencia experimental, convirtiéndose en un instrumento
poderoso y eficaz en la programacion, recopilacion de datos, control
experimental, andlisis y moldeado de datos para su utilizacién en
multiples representaciones graficas. Los puntos fuertes de MATLAB son el
manejo grafico de datos con algoritmos altamente avanzados y su
capacidad para generar facilmente varios tipos de visualizacién de los

resultados de las sesiones experimentales [55].

En concreto nosotros lo usamos para en analisis estadistico de los
datos obtenidos en las sesiones de las cajas Med, generando dos tipos de
graficas: Temporal raster plot y Peri stimulus time histogram (descritas

anteriormente).
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Resultados

A) Existen cambios sensoriales tras una lesion nerviosa del nervio

mentoniano.

Las alteraciones sensoriales por la hiperalgesia provocada tras la
transeccion nerviosa son claramente evidentes tras comparar el nimero
de respuestas entre las ratas con lesion y sin lesion. Como ponemos notar
en la fig 14, vemos el numero de respuestas es mucho mayor en las ratas
con hiperalgesia (linea roja) en comparacion con nuestros controles (linea
azul). En ésta grdfica se representa el nimero de veces que las ratas

respondian en intervalos de 5 sequndos.

Fig. 14
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Para evaluar los registros de forma estadistica se recurrié a un
analisis lamado Kolmogorov-Smirnov, fig 15, en el que se representan los
promedios de respuestas en intervalos de 5 segundos de manera
acumulativa, de tal forma que se obtienen lineas ascendentes; entre mas
crezca, como lo es el caso de los grupos con cirugia (linea roja), quiere
decir que hubo muchas mas respuestas en contraste con las ratas control

(Iinea azul).
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Kolmogorov-Smirnov (p<0.05)

Ademas de representar cambios evidentes de manera sensorial, la
cirugia resulto ser relativamente sencilla, de rédpida recuperacién y poco
invasiva, lo cual es de gran importancia a tomar en cuenta especialmente
en modelos de dolor, en el que se busca que el experimento sea lo menos

desagradable para el animal.

B) La lesion trigeminal no altera la respuesta innata al consumo de

EtOH.

La primera vez que las ratas ingieren etanol presentan neofobia.
La conducta neofdbica muestra que el etanol como primera impresion es
percibido por la rata como una sustancia potencialmente nociva, esto se
debe a que dicho estimulo se percibe por la via del dolor a través del
sistema trigeminal. En este proyecto evaluamos la respuesta neofdbica a
8y 20% de etanol, en comparacion con la base de consumo de agua (Fig.
16y 17) drea gris, sesiones 1-3 el consumo de etanol al 20% es menor en
comparacion con los grupos al 8% pero no presenta diferencias
significativas (T Student, P(T<=t)= 4.2069, p<0.05). Por lo que podemos

decir que una lesion trigeminal no altera realmente la respuesta innata al
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Fig.16 Respuesta Innata
8%

16 |

N =

10

ml
co

Base de agua Dia1

- 80 —e—8% control

Respuesta aversiva innata al 8% de EtOH.

La linea base nos muestra el consumo de agua en el drea grisy
posteriormente la primera impresién (dia 1).

* comparacion entre EtOH y la linea base. T Student, p<0.05

** comparacion entre EtOH y la linea base. T Student, p<0.005

EtOH. Todas las sesiones de exposicion al etanol (8 y 20%) son menores al
consumo de agua, lo cual indica que el etanol en ambos casos resulta

aversiva.

Una menor concentracién de etanol 8%, genera un grado de
aversion menor comparada con el 20%, es decir la aversion se presenta
de manera proporcional a la concentracion de EtOH, de tal forma que a
mayor concentracion, mas aversivo. Ademas comparando la base de
agua vs. el consumo del dia 1 nos resulté estadisticamente diferente (8%
T Student, cx P(T<=t)=0.004684746, control P(T<=t)= 0.000333529, 20%
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Fig.17 Respuesta Innata

20%
20 i
18

16

14

Base de agua Dia 1

-2 (0% —e=—20% control

Respuesta aversiva innata al 20% de EtOH.

La linea base nos muestra el consumo de agua en el drea gris y
posteriormente la primera impresion (dia 1).

*comparacion entre EtOH vy la linea base. T Student, p<0.05

** comparacion entre EtOH vy la linea base. T Student, p<0.005

ox P(T<=t)=4.20686"%, control P(T<=t)= 5.25243%, p<0.05); de tal forma
que la primera exposicion al EtOH despierta una respuesta neofdbica
importante, la cual requiere 3 exposiciones aproximadamente para ser

atenuada.

C) La lesion trigeminal si altera la respuesta adaptativa al consumo

de EtOH.
La respuesta adaptativa comprende el periodo posterior a la
primera vez que se ingiere el etanol, en esta etapa evaluativa se

reconocera al etanol como “familiar” o “danino”, si el estimulo es dafino
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no se inducird su consumo y si es familiar su consumo incrementara en
las siguientes exposiciones al estimulo. Para poder evaluarlo, tomamos en
cuenta los 3 dias posteriores al dia 1 (dia 2,3y 4) (Fig. 18y 19), de tal forma
que al analizarlos observamos que hay cambios estadisticamente
significativos (8% cx vs. control, t Student, P(T<=t)=0.00021594, 20% cx
vs. control, P(T<=t)=3.6552"%) entre los grupos con lesién y sin lesion. Es
interesante como el grupo sin una lesion parece sensar su ConNsUMO
dependiendo del dia anterior, es decir, si bebe una cantidad considerable,
de forma automatica al dia siguiente no bebe tanto; y al contrario, si bebe
poco, al dia siguiente bebe mucho mds; lo mismo para ambas

concentraciones. Esta respuesta preventiva no se presenta en los grupos

Fig.18 Respuesta Adaptativa
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ml
[+4]

Base de agua 1 2 3 4
—e—38% —e—8% control

Primeros cuatro dias de exposicién al EtOH al 8%.

La linea base de consumo de agua se muestra en el drea gris, posteriormente
vemos los dias de exposicion 1,2, 3y 4 de EtOH.

* comparacion cx vs. control, T Student, p<0.05.
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Fig.19 20%
18
16
14
12

10

ml

Base de agua 1 2 3 4
—o—20% —e—20% control

Primeros cuatro dias de exposicion al EtOH al 20%.

La linea base de consumo de agua se muestra en el drea gris, posteriormente
vemos los dias de exposicién 1,2, 3 y 4 de EtOH.

* comparacion cx vs. control, t Student, p<0.05.

con lesién mentoniana, donde podemos apreciar que no existe esa forma
homeostatica al consumo de EtOH y es muy parecido durante el paso de

los dias.

Por otro lado, quisimos estabilizar los consumos para cada rata, ya
que durante el experimento notamos que la cantidad bebida y los
requerimientos diarios para cada sujeto eran muy diferentes, es decir,
para una rata podia representar un consumo de EtOH mucho mayor que
otra pero en realidad no era tanta la diferencia con respecto a su propio
consumo previo de base de agua; por esa razén llevamos a cabo una
normalizacion, en la que la base de agua fue tomada como 0 y la
comparacion con el EtOH consumido cada dia vs. la linea base,

representaba que tanta diferencia tenian. De esta forma obtuvimos una
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Fig.20
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Primeros cuatro dias de exposicion al EtOH al 8% y 20%.
Normalizado a la base de agua (BA).
* comparacion ¢x vs. control, t Student, p<0.05.
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representacion mas evidente del comportamiento de senso al consumo

de etanol (Fig. 20).

Después de encontrar estos resultados quisimos comprobar de
manera matemdtica la relaciéon de consumo consecuente al dia
precedente. Como podemos observar en la figura 21y 22, se observa un
plano en el que se considera al eje X como los ml que se consumen
durante una sesion y al eje Y como la diferencia del dia estudiado menos
el dia precedente. Es asi que nos resultan unas pendientes, que entre mas
pronunciadas, como lo es el caso de los grupos sin lesién, nos indican
que el consumo es inversamente proporcional, es decir si X vale poco, en
consecuencia Y valdrd mas, en otras palabras a poco consumo un dia

anterior, serd mayor el resultado al dia siguiente; cumpliéndose asi que el

Fig.21
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= @ EtOH cx — ® EtOH control
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trigémino participa en la deteccion y senso del consumo de EtOH. En
contraste, si la pendiente resulta ser muy plana, nos indica que X'y Y casi
no difieren, es decir, que el consumo estd siendo muy parecido
comparando un dia anterior con un posterior, como lo es el caso de los
grupos con lesion mentoniana, luego entonces parece ser que alteracion
trigeminal propicia que EtOH no esté siendo detectado como para poder

ser regulada su ingesta.

Fig.22
? 20%
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10 L]

A ml (x1-x2)

16
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Coef. Correl
cx r’=-0.456472856
control r*=-0.779258184

— @ EtOH cx — ® EtOH control

D) La lesion trigeminal no altera la respuesta de preferencia al

consumo voluntario de EtOH.

La respuesta preferencial posterior a varias exposiciones previas
de EtOH podria ir incrementando, pues en la mayoria de las situaciones
parece ser que el sujeto va adaptandose a la concentracién consumida e
incluso puede llegar a aumentar considerablemente como lo es en los

casos de alcoholismo. Hipotéticamente, esto podria estar alterado tras
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una lesion trigeminal. Una forma de medir la consecuente motivacion a
la respuesta adaptativa al consumo de EtOH de manera voluntaria fue el
paradigma de dos botellas. En la figura 23 y 24, contrario de lo que
nosotros esperdbamos, no encontramos cambios significativos
constantes entre las ratas con lesion y control, en ambas concentraciones
(8% cx vs. control, t Student, P(T<=t)=0.0942419, 20% cx vs. control,
P(T<=t)=0.0940)

Fig.23
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¥ comparacion cx vs. control / 24 hrs, t Student, p<0.05
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* comparacion cx vs. control / 24 hrs, t Student, p<0.05
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Sin embargo si realmente queriamos comparar la ingesta a EtOH,
calculamos los gr de EtOH puro consumidos por los grupos con lesion y
sin lesion (Fig. 25). Si comparamos estadiasticamente los grupos con
lesiéon vs. los controles no se ve ninguna diferencia para cada
concentracion (8% cx vs. control, t Student, P(T<=t)=0.0942419, 20 % cx
vs. control, t Student, P(T<=t)=0.0940569). No obstante al analizar los
grupos, 8% vs 20%, notamos que si hay una diferencia estadistica entre
las concentraciones, de manera sorprendente las ratas con concentracion
de 20% estaban consumiendo mucho mas gr de EtOH puro que las ratas
con la solucién al 8% (cx 8% vs. 20%, t Student, P(T<=t)=0.000407, control
8% vs. 20%, t Student, P(T<=t)=0.000388). Esto nos refleja entre mayor sea
la concentracion, mayor va a ser la motivacion por consumir de manera
voluntaria el EtOH, pues parece ser de manera proporcional tanto en las
ratas con lesién, como en los controles.

Fig.25 EtOH puro

10 ##

W Cx

S

M Control

gr de EtOH puro / kg / 24hrs

(]

8% 20%
Estandarizado al peso en kg de cada rata.

* comparacion entre cx vs. control al 8%y 20%, t Student, p<0.05

# comparacion entre 8% vs. 20% con cx y controles, t Student, p<0.05.

51



Ensayos

E) La autoadministracion de etanol a bajas concentraciones es muy
similar al de sustancias dulces; a concentraciones altas es altamente

aversivo.

Para poder medir la motivacion por consumir etanol,
comparamos el consumo de etanol con el de sucralosa, un edulcorante
artificial que no tiene efectos metabdlicos post-pandriales, demostramos
que son muy similares sélo a bajas concentraciones de etanol, sin
embargo el etanol es escasamente recompensante y muy aversivo a altas
concentraciones, la figura 26, muestra una grafica tipo raster en la que se
muestra la conducta motora para sucralosa (derecha) y para etanol al 5%
(izquierda), cada punto muestra la presién de una palanca para obtener
sucralosa o etanol; en cero se alinean todas las respuestas, se puede

apreciar la conducta ritmica y oscilatoria 10 segundos antes y 10

segundos después de cada tiempo en el cual la rata presiond la palanca

para recibir etanol, es muy claro como los palanqueos se agrupan de

F|g-26 Grafica tipo raster plot, de palanqueos para etanol y para sucralosa
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Raster plot de la respuesta motora en el consumo de sucralosa y etanol. Linea media nos muestra
todos los palanqueos (ensayos) en una sesion y lo que pasa 10 segundos antes (-10) y 10 segundos

después (+10)



forma ritmica y estereotipada, y que es muy similar para ambos estimulos
(et anol al 5% y sucralosa al 0.3%), la figura 27 muestra el histograma
centrado en el tiempo que recibe la recompensa, la correlacién de
Pearson (r2=0.99) entre el palanqueo para sucralosa y para etanol

muestra la gran similitud a bajas concentraciones de etanol.
Fig.27
Histograma de tiempo peri-estimulo para sucralosa y etanol
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Histograma que muestra la similitud de la relacién ritmica

entre el tiempo y frecuencia para recibir una recompensa
de sucralosa y etanol.
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La figura 28 muestra el consumo de etanol al 20%, en el cual la rata
solo llega a 25 ensayos, el roedor no puede mantener una conducta de
administracion ritmica debido al estimulo, por tal motivo no continuamos

evaluando la autoadministracion e intentamos evaluar motivacion.
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Raster plot de la respuesta motora en el consumo etanol al 20%.
Linea media nos muestra todos los palanqueos (ensayos) sin ritmo
en una sesidn y lo que pasa 10 sequndos antes (-10} y 10 segundos
después (+10).

F) La lesion del nervio mentoniano altera la motivacion por el

consumo de etanol.

Existen diversas maneras de medir la motivacion en ratas, si
usamos el paradigma de autoadministracion (Radio fijo) en el que deben
presionar una palanca para recibir una recompensa (una gota de etanol
al 20%), es posible evaluar la conducta motora y la microestructura de la
misma (punto b), por otro lado si a esa conducta agregamos un mayor
grado de exigencia para el roedor, no sélo evaluaremos la conducta
motora sino también la motivacion por obtener la misma recompensa.
Por ejemplo si un trabajador debe realizar una actividad para recibir una
recompensa y esta actividad se incrementa por la misma recompensa,
llegard el momento en el que el trabajador desista de su trabajo, esto sede
a que la motivacion cambia cuando cambia la demanda de trabajo, para

mantener la motivacion por dicho trabajo se requiere que el trabajador
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tenga un incremento proporcional entre el trabajo y la ganancia, si sélo
incrementamos el trabajo con la misma ganancia, el trabajador llegard a
un punto de rompimiento, el punto maximo de trabajo por la misma

recompensa.

Entonces motivacion desde la perspectiva conductual se define
por una relacion entre la recompensay la demanda de trabajo, en la figura
29 se muestra una relacion entre el niUmero de respuestas (trabajo en'y),
y el numero de recompensas (ganancia en x) definido por la siguiente

formula: R:Be(nﬂmero de recompensas xj)]

F|9-29 Relacion entre el nimero de respuestas y el numero de recompensas en una
sesién del programa de reforzamiento progresivo (PR)
400 r

Radio requeridQ:Be("ﬂmede reccmpensasxj)]
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rompimiento

= control
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150
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100 -

Uy [

I
5

-
o
1%

Ndmero de recompensas

Donde R es el nimero de respuestas que se requieren para llegar
al méximo numero de recompensas en el menor tiempo posible, como
puede apreciarse, el roedor tiene que dar mas de 350 respuestas
(palanqueos) para llegar a 15 recompensas (gota de 20ulL de etanol), al
punto de mayor numero de respuestas que la rata esta dispuesta a dar

por un estimulo se le conoce como punto de rompimiento.
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Como puede apreciarse, la conducta cambia cuando hay dolor o
lesion del nervio mentoniano, hay una disminuciéon en el numero de
respuestas y la recompensa fue menor en toda la sesién, como es de
esperarse en dolor crénico, la motivacion por cualquier conducta dirigida

a la obtencién de una recompensa disminuye.
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Discusion

Como pudimos apreciar, si tomamos en cuenta sélo la conducta
a la respuesta innata (primera impresién) parece que una lesién
trigeminal no estd afectando directamente el sistema sensorial, sin
embargo existen estudios (Hokfelt Ty colaboradores 2013) [62], en los
que plantean que una lesion neuropdtica altera la expresion de los
canales TRPV por la degeneracion axénica y desmielizacion producida;
tomando en cuenta esto, y ademds agregamos que nuestros resultados
de hiperalgesia a la acetona mostraron cambios evidentes, una de las
alternativas sugeridas para determinar los cambios sensoriales es evaluar
a nivel celular la expresion de los receptores activados por etanol (TRPV1)
en cortes histologicos del epitelio lingual marcados por
inmunohistoquimica a diferentes tiempos de exposicion, pues si el etanol
en un inicio es aversivo estan sucediendo alteraciones receptoras que
ayudan a los roedores a consumirlo. jEI estimulo del EtOH podria
transformarse a recompensante después de un proceso de adaptacién a
nivel molecular?, ;Podria estar participando el sistema trigeminal en el
desarrollo de una adiccion? O al contrario, jpodria una lesion trigeminal

propiciar el exacerbar o impedir una adiccion al EtOH?

Por otro lado de acuerdo con los resultados, podemos observar
que las ratas presentan una aversion evidente como primera impresion al
etanol, contrario a lo que proponen en un estudio anterior, donde
muestran que el etanol al 20% resulta recompensante (E. Augier y
colaboradores en el 2014) [63], encontramos que las ratas en condiciones
normales no atenuan la neofobia sino hasta el 4° dia y no alcanzan los
niveles de consumo que tenian en la base de agua, es decir requieren la

ingesta persistente de etanol para poder aceptarlo y atenuarlo.

57



Otro aspecto importante es la conducta adaptativa posterior al
presentarse un nuevo estimulo, en un estudio de reciente publicacién por
Ji X'y colaboradores de la Universidad de Massachusetts [64] encontraron
que las aferencias glutamatérgicas de la amigdala, que participa en
situaciones de miedo y ansiedad, eran menores al paso de las
exposiciones de consumo de EtOH, lo cual explica nuestros resultados en
los que en condiciones normales las ratas sensan su consumo al etanol
por la participacion del sistema cortico limbico y que alteraciones
neuropaticas si estan alterando la respuesta homeostatica de prevencion
al consumo. Ademas en una publicacién por el Dr Howerfields [65],
explica que en un modelo realizado por el Dr. Schwartz et al [66], en
roedores con dolor crénico lo que parece ser alterado son los receptores
del glutamato en el NAc, es decir la expresion de los receptores AMPA era
menor, lo cual explica la baja motivacion que tienen los sujetos que
padecen de dolor crénico. Es por eso que en los roedores con la
constriccion mentoniana no presentan la modulacién al EtOH, haciendo
su consumo bajo y de niveles constantes entre los dias. Pero de forma
opuesta, basandonos en nuestros resultados, es interesante como a
pesar del dolor crénico provocado, parece ser que la motivacion por el
consumo a libre eleccion después de varias exposiciones al 8 y 20% no se
ve alterado con respecto a los roedores con lesion. Incluso entre mas
concentracién, mayor es el consumo de EtOH. ;Estard adaptdndose el
sistema cortico limbico para que a pesar de las alteraciones
neurodegenerativas, la motivacién aumente?. Las posibles respuestas
podrian ser encontradas tras la realizacion de estudios de optogenética

para los circuitos especificamente entre en NAc y la amigdala.

Tomando en cuenta la motivacion uno de los aspectos

propuestos por el doctor Augier y colaboradores, es la capacidad del
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etanol de mimetizar sustancias dulces a nivel orofacial. ;Cémo podria ser
similar la ingesta de etanol al dulce? Los resultados demuestran algo que
el etanol es aversivo, tanto a 8 y 20 % produce una disminucion en la
ingesta con respecto a agua. Sin embargo usando un paradigma
conductual en el que la rata debe demostrar motivacién por etanol y
comparamos la conducta con la motivacion por sacarina, nuestros
resultados reflejan que las bajas concentraciones de etanol pueden
mimetizar el sabor dulce, y la conducta de ingesta es casi igual; sin
embargo, no asi cuando se administra al 20%. Es muy interesante que
probablemente haya un componente gustativo activado durante la
ingesta de etanol, por lo que lesiones del nervio facial podrian generar

alteraciones en la ingesta de etanol.

En un estudio previo (K. Agnieszka, 2003) [67] en el que lesionan
la cuerda del timpano (nervio facial) reportan no encontrar cambios
asociados a la ingesta y autoadministracion de etanol a bajas
concentraciones (2 y 4% de etanol) en el grupo con lesién, Esto nos
sugiere que los receptores gustativos del nervio facial no estan
respondiendo al estimulo del etanol, y en consecuencia no produce
alteraciones en dreas cerebrales relacionadas con la conducta. Lo anterior
se comprobd por un articulo publicado en el mes de Mayo del presente
ano, en el que Legastelois [68] y colaboradores proponen la participacion
de una fosfatasa en neuronas estriatales, la cual es responsable de la
conducta aversiva al etanol, probablemente los cambios inducidos a nivel
de sistema nervioso central que producen un incremento en la ingesta
de etanol sean la disminucion de dicha fosfatasa en el circuito de
recompensa. Lo anterior abre un panorama para el estudio de la
expresion de la fosfatasa durante la administracion persistente de etanol

y sobre todo cuando hay una lesion del nervio trigémino, en cuyo caso la
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expresion de receptores sensibles al etanol esta exacerbada. Los modelos
conductuales propuestos en este proyecto, nos da las bases para
continuar experimentos a nivel neurofisiolégico para dilucidar los
procesos involucrados en la fisiopatologia del dolor, en la terapéutica
para controlarlo y en los cambios fisioldgicos que disparan las conductas

compulsivas de adiccion.

Visualizando la importancia y las implicaciones clinicas en los
pacientes con dolor neuropdtico podemos encontrar alteraciones como
alodinia térmica, cambios en la percepcion de estimulantes sensoriales y
modificaciones en la expresion de receptores periféricos del nervio,
algunos otros efectos secundarios van relacionados en consecuencia de
la afectacion de las dreas que son dafadas tras una lesion nerviosa, como
lo son trastornos de suefo, déficit de atencion, estrés, cuadros de
depresion y abulia. Esto nos alerta de la importancia de los
investigaciones futuras, por la gran influencia de las alteraciones
neurodegenerativas sobre conductas cotidianas en los pacientes que
sufren dolor neuropatico crénico; centrandonos en el estudio de las
consecuencias especificas y en concreto encontrar mas claridad en las
areas cerebrales implicadas en las que pueda estar causando alteraciones

para poder asi mejorar los tratamientos y que éstos sean tempranos.
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