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1. Resumen
Uno de los retos actuales de la medicina, es el control del dolor.

El dolor crénico no controlado es un problema de salud publica debido a las deficiencias en
el tratamiento efectivo, detras de este problema, esté la ineficacia en estudios conductuales.

A pesar de la magnitud del problema y del interés médico, cientifico y social que supone la
atencion y el tratamiento de las personas con dolor cronico, este es un problema infravalorado
o tratado inadecuadamente en muchos de los casos, y a pesar de haber muchas terapias
actuales para este tipo de condiciones de dolor, para muchos pacientes estan lejos de ser
Optimas, esto debido a que la comprensidn de la fisiopatologia de los trastornos dolorosos que
surgen de las estructuras inervadas por el trigémino es todavia limitada.

Con el fin de lograr una mejor comprension del fenémeno del dolor, se han desarrollado
diversos metodos para su medicién. Uno de ellos consiste en reproducir el dolor en el
laboratorio.

La mayoria de los experimentos de medicion del dolor orofacial, se basan en la lesion por
constriccion cronica de la rama infraorbitaria del nervio trigémino. En el presente
experimento, se provoco una lesion por constriccion crénica del nervio mentoniano para lograr
el estado deseado de hiperalgesia orofacial cronica. Las ratas del grupo con cirugia mostraron
un incremento significativo en los patrones nociceptivos aislados de aseo facial después de la
cirugia y con respecto a las ratas del grupo control e intacto, logrando desarrollar un estado de
hiperalgesia mecanica, demostrando ser un método eficaz para provocar un estado de dolor
neuropatico orofacial.

1. Abstract
One of the current challenges of medicine, is pain control.

Uncontrolled chronic pain is a public health problem due to deficiencies in effective
treatment. Behind this problem is ineffectiveness in behavioral studies.

Despite the magnitude of the problem and the medical, scientific and social interest
involved in the care and treatment of people with chronic pain, this is a problem that is
undervalued or inadequately treated in many cases, and despite many current therapies For this
type of pain conditions, many patients are far from optimal because of the limited
understanding of the pathophysiology of painful disorders arising from innervated structures
by trigeminal.

In order to gain a better understanding of the phenomenon of pain, various methods have
been developed for its measurement. One is to reproduce the pain in the laboratory.

Most of the orofacial pain measurement experiments are based on the chronic constriction
injury of the infraorbital branch of the trigeminal nerve. In the present experiment, a lesion



was induced by chronic constriction of the mental nerve to achieve the desired state of chronic
orofacial hyperalgesia. Rats in the surgery group showed a significant increase in the
nociceptive patterns of facial cleansing after surgery and in relation to the intact and control
rats, and managed to develop a state of mechanical hyperalgesia, proving to be an effective
method to provoke a State of orofacial neuropathic pain.



2. Introduccion
El dolor orofacial es responsable del 40% de todos los sindromes dolorosos que se presentan
en la poblacién, de los cuales alrededor del 7-11% de ellos son cronicos. La realidad es que

para muchos pacientes los tratamientos que existen no son los 6ptimos.

Esto debido a que el entendimiento que hay sobre los trastornos dolorosos derivados de

estructuras inervadas por el nervio trigémino todavia es limitado.

El presente estudio busca desarrollar un modelo traslacional en roedores para medir la
hiperalgesia orofacial causada tras lesionar por constriccién cronica unilateral el nervio
mentoniano, usando este modelo se evaluaron tanto los comportamientos nociceptivos
especificos de trastornos dolorosos en la region orofacial, como el periodo de tiempo en el que
se vuelven mas persistentes, asi como para medir la hiperalgesia causada ante un estimulo

mecénico, dada por los filamentos de VVon Frey.

Para medir la hiperalgesia se utilizaron 24 ratas wistar divididas en 3 grupos (n=8 por
grupo), con un peso entre los 150-300 g, con agua y comida ad libitum. Al grupo experimental
se le realizo la exposicidn del nervio mentoniano y se ligo con sutura 6-0 hasta lograr el grado
de constriccion deseado, al grupo control solamente se le expuso el nervio mentoniano sin
ligarlo. Los animales fueron video grabados y despues analizados por un observador, a doble
ciego, el cual cuantificd y registrd el nimero de acicalamientos orofaciales y las respuestas
ante los filamentos de Von Frey durante los dias -1 (pre-quiruargico), 3, 6, 10 y 15 después de

la cirugia.



3. Marco tedrico
Uno de los retos actuales de la medicina, es el control del dolor. La Asociacion Mexicana
para el Estudio y Tratamiento del Dolor (AMETD), motivaron la generacion de las guias de
practica para el tratamiento del dolor en sus diferentes contextos: dolor agudo, peri operatorio,
neuropatico y por cancer, en base a la preocupacion por ayudar en el control del dolor. [69].
Diversos autores han considerado que el dolor es un problema de salud. [71]. Este problema
de salud afecta del 25 al 29% de la poblacion general a nivel internacional. Si consideramos
gue México cuenta con 105 millones de habitantes, entonces es posible que poco mas de 28

millones de habitantes padezca dolor crénico. [70].

El dolor se define como la percepcion de un estimulo potencialmente lesivo; el cual,
conjunta a diversas experiencias no placenteras causadas por un dafio tisular (sensoriales,
emocionales y cognitivas), y que se manifiestan por ciertas reacciones fisioldgicas,

autonomicas y conductuales. [71].

El dolo cronico no controlado es un problema de salud publica debido a las deficiencias en
el tratamiento efectivo, detrds de este problema esta la ineficacia en estudios conductuales,
pues la mayoria de modelos de estudio miden so6lo los reflejos motores causados por la
sensacion dolorosa, lo cual no representa completamente el procesamiento de dolor en

humanaos. [72].

En este sentido, cualquier sensacion somatica debe ser vista desde tres perspectivas:
sensorial, hedonica y motivacional. [73]. La dimension sensorial describe la localizacion,
intensidad y las cualidades fisicas de un estimulo somatosensorial. El aspecto hedonico, nos

refiere que tan placentero o aversivo es el estimulo, es decir, nos describe si una sensacion es
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dolorosa, irritante o favorable. El aspecto motivacional produce el deseo de terminar, reducir o
escapar de la experiencia nociva, de la misma manera que una sensacion placentera produce

deseo de continuar o incrementar la sensacion. [74].

La sensacion de dolor también incluye el aspecto sensorial, heddnico y motivacional; estas
dimensiones del dolor son representadas en el cerebro, el tdlamo estd involucrado en el
procesamiento e integracion de estas dimensiones del dolor. [73]. Lesiones en nucleos del
tdlamo producen alivio de dolor en humanos [75], por otro lado, la manipulacién de regiones
corticales que reciben la informacién nociceptiva procesada en el tdlamo, produce cambios

conductuales. [76,77].

Por lo tanto el entendimiento de estos procesos a nivel de sistema nervioso central, nos da
pautas para la basqueda de alternativas terapéuticas para controlar el dolor, también abre una
puerta de posibilidades para mejorar y entender los mecanismos de accion de terapias

analgésicas actuales.

3.1 DOLOR

Debido a que la experiencia del dolor tiene una naturaleza compleja, se ha hecho dificil
definirla, sin embargo la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor por sus siglas en
inglés (IASP), la defini6 como: “Experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a

dafo actual o potencial, descrita en términos de dicho dafio”. [7].

El dolor también se puede entender por las respuestas de comportamiento que provoca, que
incluyen la motivacion para escapar, terminar o evitar procesos que dafian los tejidos [8].

Ademas de su papel protector de tejidos, el dolor proporciona una sefial que permite a las
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personas evitar dafios futuros. Por lo tanto el dolor puede considerarse un castigador primario

y su relieve da lugar al refuerzo negativo. [4].

El dolor se puede clasificar como dolor agudo, y crénico. El dolor agudo es la activacién de
las vias nociceptivas a través de un estimulo nocivo, el cual tiene como funcion proteger al
organismo [7]. Mientras que en el dolor crdnico, la relacién entre el dolor y la lesion es dificil
de precisar, pues permanece en el tiempo a pesar de que las causas de su origen hayan

desaparecido. [9].

De igual manera el dolor puede diferenciarse en dos: en nociceptivo, como consecuencia de
una lesién somatica o visceral y en dolor neuropatico como resultado de una lesion vy
alteracion en la transmision de la informacion nociceptiva a nivel del sistema nervioso central

o periféerico. [10].

3.2 CLASIFICACION DEL DOLOR

3.2.1 Dolor nociceptivo

El dolor nociceptivo es el resultado de la activacion directa de receptores especificos
(nociceptores) en la piel o los tejidos blandos en respuesta a una lesion tisular, puede estar
acompariado por inflamacion y es el tipo de dolor més frecuente. La activacion de estos
receptores produce una disminucién en el umbral nociceptivo, este fenémeno 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. [10].
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3.2.2 Dolor neuropdtico

Dolor neuropéatico se genera por una lesion directa, enfermedad o disfuncion del sistema
nervioso, que involucra a los nervios periféricos, el ganglio de la raiz dorsal, el asta dorsal o el
sistema nervioso central. En este tipo de dolor se presentan los fendmenos de hiperalgesia y
alodinia. La alodinia es la respuesta dolorosa que se debe a un estimulo que normalmente no

provoca dolor. [10].

3.2.3 _Dolor agudo

Se manifiesta por alguna lesién o herida bien especificada, dentro de un periodo corto de
tiempo y de forma predecible. El dolor agudo es bien localizado, produce molestia persistente,
conjuntamente, hay una respuesta global del organismo en proporcion a la magnitud del

estimulo doloroso, se acomparfia de ansiedad, rabia o rechazo y de signos fisicos autonémicos.

Puede ser superficial como en la piel y mucosas, profundo en mdasculos, huesos,
articulaciones, ligamentos y visceras. El dolor agudo puede aparecer por una inflamacion,
dafo en un tejido, lesion, enfermedad o cirugia reciente, por lo general, se describe de acuerdo
sintomas como: dolor intenso, enrojecimiento, temperatura local elevada e hinchazon. Con
frecuencia el dolor agudo desaparece cuando se da tratamiento o resuelve la causa que lo

origin6 o con la recuperacion de la enfermedad. [11].

3.2.4 Dolor cronico.

Su inicio se da de forma gradual y permanece en el tiempo a pesar de que las causas de su
origen hayan desaparecido, al mantenerse el sintoma pierde su sentido de proteccion y se
convierte en la enfermedad en si [9]. Debido a su persistencia, el dolor crénico se asocia al

componente de sufrimiento y a la produccién de conductas de dolor, interfiriendo en las demas
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dimensiones de la vida de la persona que lo padece: conlleva inactividad, pérdida de apetito,
pérdida de peso, insomnio, e incapacidad fisica y laboral o escolar, con el desgaste

correspondiente. [12].

El dolor crénico no responde al tratamiento de una causa especifica, se asocia con cambios
de la personalidad depresion y sentimientos de tipo negativo. Los factores de riesgo que
contribuyen a generar un estado crénico incluyen la predisposicion genética, la edad, el
género, la experiencia de dolor previo y actitudes hacia dolor [4]. De acuerdo a Caudill et. al.,
el dolor cronico aparece cuando el propio mecanismo de dolor no funciona o cuando algunos
padecimientos vinculados al dolor se convierten en crénicos, situacion que conlleva
complicaciones de multiples consecuencias: bioldgicas (sefiales fisicas que requieren atencion
inminente), psicoldgicas (emocionales: sensaciones de ansiedad, depresion y abandono, y
cognitivas: produccion de pensamientos catastroficos, y de pérdida de control) y sociales

(conductas de retraimiento, escasa actividad y relacion con otros). [13].

El dolor crénico se asocia con cambios funcionales y morfologicos en las areas cerebrales
subcorticales y corticales que llevan al deterioro cognitivo y hace énfasis en que enfoques
multidisciplinarios de investigacion han demostrado que el dolor cronico puede ser una
consecuencia de cambios plasticos a largo plazo a lo largo de toda la matriz del dolor, es decir,
a largo plazo las modificaciones plasticas en redes corticales pueden representar un posible
mecanismo basico de dolor crdnico, también sostienen que aparte de los cambios funcionales,
en el dolor crénico se han reportado alteraciones morfoldgicas a nivel espinal y supraespinal, y
que precisamente los estudios de imagen han permitido argumentar que no existe un simple

enlace directo entre el grado de la nocicepcion y la experiencia total del dolor [14,15].
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3.3 ANATOMIA DEL DOLOR

Podemos dividir las vias dolorosas de la siguiente manera:

e Sistema periférico: nociceptores y axones.

e Sistema central: neurona de primero, segundo Yy tercer orden.

3.3.1 SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO

3.3.1.1 NOCICEPTORES

Los nociceptores son receptores sensoriales capaces de diferenciar entre estimulos inocuos y
nocivos, estos inervan la mayor parte de los 6rganos y sistemas del cuerpo humano. Los cuales
se manifiestan en las terminaciones periféricas de las fibras aferentes sensoriales primarias;
estas reciben y transforman los estimulos locales en potenciales de accion que son
transmitidos a través de las fibras aferentes sensoriales primarias hacia el SNC. EI umbral al
dolor en cada fibra no es constante y va a depender del érgano inervado. Respecto a su funcién

y a su localizacién se pueden distinguir tres grupos de nociceptores. [7,10, 16].

e Cutdneos: Poseen un alto umbral de estimulacion, se activan ante estimulos intensos y

carecen de actividad en ausencia de un estimulo nocivo. Existen 2 tipos:

0 Nociceptores A-6: Son fibras mielinicas, con alta velocidad de conduccion,
localizadas en la dermis y la epidermis. Responden principalmente a estimulos
mecanicos, aunque también responden a estimulos de otro tipo. Transmiten el
20% de los estimulos, produciendo un dolor agudo, concreto e inmediato. Estas
fibras A- 6 son capaces de modular la intensidad y el carcter del impulso

nervioso.
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0 Nociceptores C: Son fibras amielinicas, con una velocidad de conduccion lenta,
localizadas en la dermis. Responden a estimulos que pueden ser mecanicos,
térmicos y quimicos asi como a las sustancias liberadas de dafio tisular
(bradicinina, histamina, acetilcolina e iones de potasio). EI 80% de los impulsos
es vehiculizado por estas fibras. Son responsables de la sensacion de dolor

difuso y desagradable.

e  Misculo-articulares: En el musculo los nociceptores A- & responden a contracciones
mantenidas del musculo, iones de potasio, bradicinina y serotonina. Los del tipo C
responden a la presion, calor e isquemia muscular. Las articulaciones estan inervadas
por nociceptores las cuales generan respuestas a movimientos articulares nocivos y son
las terminaciones de fibras aferentes amielinicas. Se activan por dafio tisular o en

presencia de una inflamacion.

e Viscerales: La mayoria de estas fibras son amielinicas, estan presentes en el corazén,
pulmones, tracto respiratorio, testiculos, sistema biliar, uréter y uretero. Existiendo los
de alto umbral, los cuales solo van a responder a estimulos nocivos e intensos; y los

inespecificos, que pueden responder a estimulos inocuos o nocivos.

3.3.1.2 AXONES
Los impulsos dolorosos, después de ser activados por nociceptores, viajan a través de los
axones de las fibras aferentes primarias. Especificamente el dolor se transmite a través de las

fibras A- 8 y C. [7,16].
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TIPOS:

e Fibras A- é: mielinicas, de bajo umbral y conduccion rapida. Entran por la porcion
lateral hasta las laminas I, 11 Y V. Perciben dolores agudos bien localizados y cuando

se estimulan producen una respuesta adecuada.

e Fibras C: fibras amielinicas, son de umbral alto. EI 70% de las fibras entran por el
lado lateral del asta posterior. EI 30% restante una vez en el ganglio dorsal, se regresan
y entran a la medula por el asta anterior hasta que llegan al asta superior a nivel de la
lamina I1. Estas fibras son activadas con estimulos intensos o repetitivos generando

dolor continuo, insoportable y mal localizado.

e Fibras A- f: son fibras de bajo umbral. Entran en la porcion media del asta posterior

sin hacer sinapsis y dan colaterales a diferentes laminas.

3.3.2 SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

3.3.2.1 Aferencias nociceptivas al SNC (neurona de primer orden)

Las fibras aferentes primarias que inervan los nociceptores periféricos tienen sus cuerpos
celulares en los ganglios raquideos, la primera neurona de las vias del dolor, tiene su extremo
distal en la periferia, el cuerpo en el ganglio raquideo y el extremo proximal en el asta
posterior de la médula espinal, la distribucién de las fibras sensoriales aferentes depende en
gran medida de las propiedades funcionales de los receptores sensoriales a los que inervan.

[10, 16].

3.3.2.2 Neuronas nociceptivas (neurona de segundo orden)
Una proporcién importante de estas neuronas envian sus axones a centros supraespinales,

bulbares y talamicos. La mayor parte de la informacidén nociceptiva se transmite por vias
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cruzadas ascendentes, usualmente los fasciculos espino-talamico, espino-reticular y espino-
mesencefalico [10]; aunque la mayor parte de vias espinales ascendentes contienen axones de
neuronas nociceptivas. El trigémino esta constituido por neuronas de segundo orden
nociceptivas en el subnucleo caudal. Ademas el nucleo caudal contiene mecanorreceptores de

bajo umbral, que se activan por la luz de estimulos téactiles [17].

3.3.2.3 Mecanismos talamo-corticales (neurona de tercer orden)

Los axones que participan en la sinapsis del tracto trigémino-taldmico, son neuronas de tercer
orden. Toda la informacién sensorial de la medula 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 somatosensorial. La informacién sensorial alcanza el tdlamo

donde es transmitida a varios nucleos [17].

3.4 FISIOLOGIA DEL DOLOR
El proceso de nocicepcion puede dividirse en cuatro procesos individuales: transduccion,

transmision, modulacién y percepcion [18].

La Transduccion es el proceso en el que un estimulo nocivo periférico se transforma en un
estimulo eléctrico, los estimulos nocivos se convierten en un potencial de accion a nivel de

receptores [19].

La Transmision es la propagacion del impulso nervioso que ocurre desde la periferia a la
médula y de ahi hasta los niveles sensoriales del sistema nervioso central en forma una
centripeta y ascendente a traves de las vias del Sistema Nervioso Periférico y el Sistema

Nervioso Central [20].
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La Modulacion se puede definir como la capacidad que tienen los sistemas analgésicos
enddgenos de modificar la transmision del impulso nervioso, mediante la inhibicion en las
astas dorsales de la médula, y también a nivel periférico u otros niveles) proceso por el que la

transmision es disminuida a diferentes niveles [7].

La Percepcion es una experiencia subjetiva y emocional en la que interactian los tres

procesos mencionados con anterioridad.

Existen sustancias gque estan involucradas en la nocicepcion, como iones H+ Y K+, los
cuales son liberados cuando ocurre un dafio tisular, neurotransmisores como serotonina y
norepinefrina, mediadores, y péptidos. Algunas de estas sustancias estimulan directamente al
receptor nociceptivo y otras modifican su sensibilidad a otros agentes. La activacion y
desactivacion de los nociceptores se produce como consecuencia de cambios en la membrana
neuronal, la mayoria de ellos calcio-dependientes [7]. En relacién a la estimulacion del

receptor presinaptico hay que distinguir 2 situaciones:

La estimulacion simple de un nociceptor que no haya sido sensibilizado previamente. La
estimulacion nociceptiva en presencia de una lesion inflamatoria que induce la liberacion de

mediadores quimicos y que por consiguiente genera procesos ofensivos mas duraderos.

3.4.1 Principales mediadores periféricos
Los principales que activan simultaneamente mecanismos excitadores e inhibidores
determinando las caracteristicas de la sefial dolorosa cuando alcanza el asta dorsal medular

son:
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3.4.1.1 Hidrogeniones y potasio

Los exudados inflamatorios poseen un pH éacido y soluciones &cidas aplicadas a tejidos
expuestos producen dolor. Originan una despolarizacion rapida y mantenida de la fibra algida,
consecuencia del aumento de la conductancia al Na+ y Ca2+ a traves de canales idnicos
asociados al receptor para capsaicina, esta sustancia tiene efecto sobre un receptor acoplado a

un canal de calcio denominado TRPV1 [16].

3.4.1.2 Adenosina trifosfato (ATP)
Se encuentra en concentraciones escasas en todas las células, pudiendo a estas concentraciones
excitar determinadas subpoblaciones neuronales por un aumento de la permeabilidad

catidnica. Su administracion intradérmica produce un dolor agudo, aungue transitorio [10, 16].

3.4.1.3 Norepinefrina

En aquellas situaciones en que la norepinefrina entra en contacto con nervios seccionados o
nociceptores lesionados, las terminaciones sensoriales expresan receptores o-adrenérgicos y
esta sustancia induce una excitacion y sensibilizacién de la fibra periférica. Sobre la médula y
otros centros superiores, la norepinefrina participa en la modulacion inhibitoria del dolor. [21,

22].

3.4.1.4 Serotonina

Interviene en distintos niveles y por mecanismos diferentes; ya que puede activar directamente
y producir dolor o sensibilizar a los nociceptores. La serotonina a nivel periférico activa las
fibras nociceptivas mientras que a nivel central, participa mas en la modulacion inhibitoria del

dolor. [10, 16].
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3.4.1.5 Bradicinina

Es uno de los mas potentes inductores de dolor presentes en exudados inflamatorios y tejidos
lesionados. Estimula los nociceptores por un mecanismo calcio-dependiente, en el que se
activan la fosfolipasa A y se sintetizan prostaglandinas. También tiene actividad mitogénica,
estimula la secrecion, contrae la fibra muscular lisa, estimula las células endoteliales y activa

la sintesis de prostanoides a partir del acido araquidonico [7].

3.4.1.6 Oxido nitrico

Es un radical libre que actiia como mensajeros. Parece estar implicado en la nocicepcion tanto
a nivel periférico como central. A este Gltimo nivel, modula la liberacion de diversos
neurotransmisores (GABA, serotonina, glutamato) y podria participar en procesos de

plasticidad y sensibilizacién central. [7].

3.4.1.7 Prostaglandinas y eicosanoides

No activan directamente los nociceptores, sino que intervienen en la sensibilizacion de los
mismos u otros mediadores quimicos y en el desarrollo de hiperalgesia. Estas sustancias son
producidas cuando se altera la integridad de la membrana celular de tejidos conectivos, debido
a la entrada de calcio al espacio intracelular y posteriormente la activacion de la fosfolipasa
A2. Los fosfolipidos de la membrana son metabolizados por esta enzima convirtiéndolos a
acido a 4acido araquiddnico, posteriormente este compuesto es metabolizado por la

cicloxigenasa (COX) produciendo prostaglandinas. [7].

3.4.1.8 Citosinas
Los nociceptores son estimulados de forma indirecta por las interleucinas, el factor de necrosis

tumoral o los interferones, al activar la sintesis y liberacion de prostaglandinas. [7].
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3.5 MEDICION DEL DOLOR

De un 15%-25% de los adultos sufren dolor cronico en un momento dado, una cifra que
aumenta al 50% en los mayores de 65 afios. A pesar de la magnitud del problema y del interés
médico, cientifico y social que supone la atencion y el tratamiento de las personas con dolor
cronico, éste es un problema infravalorado o tratado inadecuadamente en muchos de los casos.
[63]. Esto debido a que la comprension de la fisiopatologia de los trastornos dolorosos que
surgen de las estructuras inervadas por el trigémino es todavia limitada. Por lo que no es de
extrafiarse que el diagnostico y tratamiento del dolor orofacial agudo y cronico, se haya

convertido en un tema importante para la odontologia y la investigacion.

Con el fin de lograr una mayor comprension del fenémeno del dolor, se han desarrollado
diversos métodos para su medicion. A pesar de las dificultades metodoldgicas y conceptuales,
se ha tratado de evaluar el dolor de muchas formas, y una de ellas consiste en reproducir el
dolor en el laboratorio, para ver cudl es la relacion entre el estimulo y la percepcion del
individuo sobre este. Asi, se han podido medir su umbral, cualidad e intensidad de una forma

mas objetiva. [64].

El dolor experimental se produce en el laboratorio, y se diferencia del dolor clinico en que
es menos prolongado, menos intenso, y la duracion es determinada. Es importante que el
método empleado sea sensible y confiable; por esta razon, se sefialan ciertas condiciones que
permiten medir tanto el umbral como la tolerancia: a) El estimulo utilizado debe inducir una
sensacion reconocible de dolor; b) El estimulo debe ser definido claramente en términos
fisicos; ¢) Hay que tener cuidado de que el estimulo no vaya a producir dafios en los tejidos,
aunque sea minimo; d) Se debe limitar con precision la zona estimulada; €) El estimulo

aplicado no debe modificarse debido a variables extrafias antes de que llegue a los receptores;
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f) Se busca lograr la menor incomodidad posible a los sujetos, cuidando siempre de su

bienestar; g) La técnica debe de ser sencilla.[64].

Los modelos animales son utilizados para examinar la eficacia de farmacos ya existentes,
desarrollo de nuevos y/o para identificar los mecanismos fisiopatoldgicos que intervienen en el

desarrollo y mantenimiento del dolor neuropatico.

La mayoria de los modelos de comportamiento (90%; [65]), se centran en el dolor
provocado, en el que nosotros hacemos uso de un estimulo externo, para obtener una reaccion
por parte del roedor, donde lo que se mide es la hipersensibilidad: mecanica (un

pinchazo/presion) y térmica (frio/calor). [66]

El otro tipo de modelo que se estudia es con la medicion de comportamientos nociceptivos

espontaneos (lesion por constriccion cronica de algin nervio). [66].

El dolor a pesar de ser una percepcion, tiene representaciones visuales muy claras y muy
generales en todas partes del mundo, de hecho la cara de dolor, la cara algica, se comparte en

todas las culturas, en toda la historia de la humanidad.

Es una caracteristica que se ha mantenido de forma filogenética a lo largo del tiempo.

Darwin argumentd que los animales no humanos, también pueden expresar emociones con
su cara y cuerpo, muchos de los métodos que se mencionan a continuacion, se basan en estas

expresiones para saber si hay o no presencia de dolor.
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3.5.1 PRINCIPALES METODOS UTILIZADOS PARA LA VALORACION DEL

DOLOR NEUROPATICO EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

e Dolor evocado por estimulos mecdanicos:
Valoracion de la alodinia mecanica.
- Filamentos de Von frey (alodinia estatica).*
- Pincel suave con algoddn (alodinia dinamica).

Valoracién de la hiperalgesia mecanica.

- Presion de la pata (método de Randall-Sellito) o de la cola.

- Pinchazo de la pata o del area facial.

e Dolor evocado por estimulos térmicos calientes:
Valoracion de la hiperalgesia a estimulos calientes.
- Retirada de la pata (método de Hargreaves) o de la cola de un foco calorifico.
- Inmersidn de la cola en agua caliente (48-55°C).
- Placa caliente (50-55°C).
Laser de CO.
Valoracion de la alodinia a estimulos calientes.
- Inmersion de la cola en agua templada (38-42°C).
- Placa caliente con incremento progresivo de la temperatura.
e Dolor evocado por estimulos térmicos frios:
Valoracién de la alodinia a estimulos frios.

- Estimulacién de la pata con acetona o con cloruro de etilo.
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- Inmersion de la cola en agua fria (5-10°C).
Valoracién de la hiperalgesia a estimulos frios.

- Placa fria (de -5 a +5°C).

e Dolor evocado por estimulos quimicos:
- Inyeccion intraplantar de formalina.

e Dolor espontdineo:
- Analisis de la postura y del comportamiento del animal.*
- Cuantificacion de la conducta de autonomia.

[67].

FILAMENTOS DE VON FREY

Son una serie de filamentos de distintos grosores (que permiten aplicar distinta presion segun
el grosor del filamento). En este modelo el animal se introduce en un compartimento cuyo
suelo es una malla metélica. Tras un periodo de exploracién del habitaculo, el animal se queda
quieto y comienza el experimento. Se puede realizar de dos formas distintas. Frecuentemente
se utiliza el método “arriba abajo”, descrito por Chaplan et Al (1994). Para realizarlo se utiliza
un filamento de grosor intermedio (capaz de aplicar 2 g de presion en una rata, 0 0,4 g en un
raton) a través de uno de los agujeros de la malla y se presiona la planta de la pata hasta que el
filamento se dobla, registrando si el animal retira la pata 0 no. La estimulacion se repite 3
veces 0 mas con el mismo filamento (con intervalos de 1-5 segundos entre estimulos) para
asegurarse de si hay respuesta o no. Si se produce la respuesta de retirada, se repite la
estimulacidn de la planta, se repite el experimento, pero utilizando un filamento mas fino (con
el que se ejercera menor presion) y si no se produce ninguna respuesta de retirada, se repite la

estimulacion de la planta, pero con un filamento mas grueso. El proceso experimental continua
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hasta que se determina el filamento de menor grosor con el que se produce al menos una
respuesta de retirada de la pata en las tres veces que se estimula o bien hasta llega a estimular
sin respuesta de retirada con el filamento de mayor grosor de los estudiados (Chaplan et al.
1994). La otra forma de realizar el experimento solo se diferencia de la anterior en que la
planta de la pata del animal comienza a estimularse con el filamento mas fino y se aplican
sucesivamente filamentos mas gruesos, registrandose el porcentaje de estimulos en los que los
animales retiran la pata con cada filamento (La Buda et al. 2000). En este caso, generalmente
se aplica un mayor numero de estimulos (hasta 10) para poder calcular el porcentaje de

respuesta con una cierta fiabilidad. [78].

Recientemente se han comercializado aparatos que permiten controlar electronicamente la
presion aplicada con un solo filamento que no se dobla. Con estos aparatos la fuerza aplicada
va aumentando progresivamente hasta que el animal la retira, y el aparato es capaz tanto de
detectar automaticamente la retirada, como de registrar automaticamente la presion aplicada

cuando se retira (Wallace et al. 2007; Nieto et al. 2008). [78].

Una caracteristica comun de los modelos anteriores es que se aplica un estimulo puntiforme
estatico (que no se mueve a lo largo de la piel). Sin embargo, en humanos con neuropatias es
muy relevante para la afectacion de la calidad de vida la alodinia a estimulos dinamicos (que
se mueven por la piel), por lo que también se han desarrollado modelos de alodinia dinamica
en roedores. En estos modelos se mueve un pincel o cepillos suaves o una punta de algodon a
lo largo de la planta de una pata trasera y se registra la frecuencia y/o la duracion de la
respuesta de retirada de la pata (Field et al. 1999; Sasaki et al. 2008). Estos modelos ponen de
manifiesto que los mecanismos implicados en ambos tipos de alodinia en roedores y su

sensibilidad farmacoldgica son diferentes (Field et al. 1996; Yamamoto et al. 2008). [78].
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So6lo un nimero muy limitado de los estudios han intentado medir el dolor crénico
espontaneo. Esto esta en contraste con el hecho de que la queja principal de los pacientes con
dolores el dolor continuo, no hiperalgesia o alodinia [66]. Ademas, basado en la evidencia
existente, la fisiopatologia de la hipersensibilidad puede ser diferente de la de dolor crénico

espontaneo. [65-68].

Hasta la fecha los patrones aislados de aseo facial seguidos de la ligadura de algun nervio,

es el mejor indicador posible del dolor neuropatico en ratas. [81].
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4 Planteamiento del problema y justificacion

El dolor orofacial es responsable del 40% de todos los sindromes dolorosos que se presentan
en la poblaciéon. El diagnostico y tratamiento del dolor orofacial, agudo y crénico, se ha
convertido en un tema importante para la odontologia. Ademas, el dolor orofacial es muy
frecuente en la poblacion mundial: alrededor del 17-26% de los cuales del 7-11% son

crénicos.

A pesar de haber muchas terapias actuales para este tipo de condiciones de dolor, para

muchos pacientes estan lejos de ser dptimas.

Diversos articulos indican que el tratamiento del dolor esta mal llevado a cabo hasta en un
80% de los casos. Esto debido a que la comprension de la fisiopatologia de los trastornos

dolorosos que surgen de las estructuras inervadas por el nervio trigémino, es todavia limitada.

El desarrollo de un modelo traslacional en roedores para el estudio y medicion del dolor
neuropatico orofacial, donde se estandarice un método que nos ayude a conocer cuales son los
dias en los que se vuelven mas persistentes los patrones nociceptivos y cuales son las variables
necesarias para provocar un estado de hiperalgesia, nos podria orientar para realizar estudios
mas precisos y sencillos para medir, estudiar y tener un mejor entendimiento de la compleja

neurobiologia que conlleva el dolor trigeminal.

La mayoria de los experimentos de medicion orofacial, se basan en la lesion por
constriccion cronica de la rama infraorbitaria del nervio trigémino. En este experimento,
también esta la propuesta de utilizar con mayor frecuencia la lesién por constriccion cronica
de la rama mentoniana del nervio trigémino como método para la medicion de hiperalgesia

orofacial, ya que es mas sencillo el procedimiento quirdrgico, ademas de ser menos traumatico
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para el sujeto experimental, mas rapido su tiempo de recuperacion, y son menos las variables

que podrian afectar la correcta realizacion de la cirugia.

El desarrollo de este modelo servira para conocer cuéles son las variables necesarias para
obtener un verdadero estado de hiperalgesia orofacial crénica en futuros experimentos y saber
con precision cudles son los dias en los que es mejor tomar registro de los sujetos
experimentales, obteniendo mejores resultados de forma mas sencilla y menos traumatica para

los animales.
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5 Hipotesis
La frecuencia de los patrones de aseo facial, sera mayor en el grupo con constriccion cronica

del nervio mentoniano, indicando el desarrollo de dolor neuropético cronico orofacial.

La respuesta de hiperalgesia mecénica dada por los Filamentos de VVon Frey sera mayor en el

grupo con constriccion cronica del nervio mentoniano.
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6 Objetivos

6.1 Objetivo general

Desarrollar un modelo traslacional en roedores para el estudio y medicién del dolor
neuropatico orofacial; establecer comportamientos nociceptivos especificos que nos permitan
correlacionar otras variables con un estado de dolor neuropéatico experimental de la region

orofacial.

6.2 Objetivos especificos

1. Evaluar si la lesion por constriccion cronica del nervio mentoniano, el registro en video, el
andlisis de las respuestas orofaciales, y la evaluacién de la alodinia e hiperalgesia mecénica
dada por los filamentos de Von Frey, son variables suficientes para determinar un estado
hiperalgesico después de la constriccion experimental de la rama mentoniana del nervio

trigémino en ratas.

2. Determinar en qué dias después de realizada la lesion nerviosa se vuelven mas frecuentes

los comportamientos nociceptivos.

3. Comparar la frecuencia de los patrones de aseo facial y el grado de hiperalgesia mecanica

en un diseflo experimental de casos y controles.
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7 Metodologia

7.1 Consideraciones éticas

Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo a las normas del comité de ética de la
Facultad de Estudios Superiores lIztacala de la Universidad Nacional Autonoma de México
(Oficio: CE/FESI/042015/1043). Todos los experimentos se realizaron de conformidad con las
Pautas Eticas de la Comision de Investigacion y Cuestiones Eticas de la Asociacion
Internacional para el Estudio del Dolor (Zimmermann, 1983) y siguiendo estrictamente las
directrices institucionales, que estan en cumplimiento de las leyes nacionales, internacionales

y politicas para el uso de animales en la investigacion en neurociencias.

7.2 Sujetos

Para el experimento se utilizaron 24 ratas wistar con un peso inicial de 150-300 gramos cada
una. Fueron colocadas en cajas individuales de acrilico, sometidas a un ciclo invertido de
12:12 horas de luz oscuridad, con acceso ad libitum a alimento y agua. Se les dio una semana
para que se aclimataran a las condiciones de la habitacién. Fueron divididas en 3 grupos de 8

ratas cada uno:

A las ratas del grupo experimental (1) se les realizd una lesion unilateral por constriccion

cronica del nervio mentoniano.

A las ratas del grupo control (2) solamente se les expuso el nervio mentoniano (sin ligarlo).
A las ratas del grupo intacto (3) no se les realizé ningin procedimiento.

El disefio experimental se dividio en 2 fases:

-Fase 1: Cirugia.
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-Fase 2: - Registro de la respuesta a la aplicacion de los filamentos de VVon Frey.

- Registro en video de comportamientos nociceptivos.

Ambos procedimientos fueron realizados a los dias -1, 3, 6, 10 y 15 de realizada la cirugia.

7.3 Cirugia
-Las ratas fueron anestesiadas con Ketamina (100 mg/kg) y Xylazina (8 mg/kg) administrado

por via intraperitoneal.

-Se afeit6 la zona en donde se realiz6é la incision.

-Para la lesion bilateral por constriccion crénica del nervio mentoniano (grupo (1)), se expuso
quirdrgicamente el nervio mentoniano cerca de su salida por el foramen mentoniano de la
mandibula. Después se ligaron los nervios con sutura quirdrgica 6-0, hasta obtener el grado
deseado de constriccion, cuidando no hacer la constriccion a tal grado de cortar la circulacién

epineural y provocar una necrosis.

-Para la exposicion del nervio mentoniano (grupo (2)), se expuso quirdrgicamente cada nervio
cerca de su salida del foramen mentoniano de la mandibula, solo que esta vez no se ligaron los

nervios.

-Para cerrar la incision, se utilizé sutura quirdrgica de seda 3-0. Se mantiene aislado en una
jaula individual con un ambiente calido y se le da seguimiento a cada roedor hasta que
comience a recuperar la consciencia y pueda mantenerse estable por si mismo. No se le

regresa con los demas roedores hasta que haya recuperado la consciencia por completo.
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7.4 Pruebas conductuales

Las ratas fueron evaluadas el dia previo a la cirugia y a los 3,6, 10 y 15 dias posteriores. Cada
sesion consisti6 en 2 pruebas conductuales: (1) Registro en video y analisis de
comportamientos nociceptivos espontaneos. (2) Evaluacion de la respuesta del animal ante la

estimulacion mecanica con filamentos de VVon Frey.

7.4.1 Registro en video y andlisis de comportamientos nociceptivos espontineos

Cada rata de los tres grupos fue transportada por separado a una habitacion libre de ruido y
colocada en una caja individual de acrilico transparente, colocando un espejo en la parte
trasera de la caja. Una video cdmara fue colocada en frente de la caja, a una distancia desde la
cual se pudiera observar la totalidad del interior de la caja. Cada rata fue video grabada
durante 10 minutos, sin que el observador esté presente en la habitacion. Al término de los 10
minutos, se limpid la caja para pasar al siguiente animal, y al anterior se le aplica el test de
Von Frey. Los registros en video fueron analizados por el observador, el cual cuantifico los
patrones nociceptivos de aseo facial (patrones en los cuales ambas patas delanteras entran en
contacto con la region facial afectada por la constriccion del nervio mentoniano) (figura 1). Se
hizo distincién entre los patrones nociceptivos aislados de aseo facial y los patrones normales
de aseo, para que el movimiento fuese contabilizado, no debia estar precedido ni continuado
por movimientos de aseo corporal, ni hacia otras regiones faciales. Para la medicion de los
movimientos, fue utilizado un cronometro el cual empezaba al inicio de cada movimiento y se
detenia al final de este, al final se sumaron todos los tiempos, sacando el total en segundos que

cada rata present0 y después haciendo un promedio por grupo y para cada dia.
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Figura 1

A). Forepaw face rubbing

Rata que exhibe alteraciones en sus patrones de
aseo facial, pasando sus patas delanteras por sus
mejillas. EI movimiento consta en el rose
repetitivo, lavado o caricias de la cara y/o el
hocico con una 0 ambas patas delanteras. Estas
acciones no incluyen golpes a los oidos o pases

largos sobre toda la cara.

6.4.2. Testde Von Frey
Después de ser video grabadas, cada rata de los tres grupos, fue transportada a una caja de
acrilico transparente, en donde se le realizo el test de VVon frey. El test consistié en utilizar una
serie de cinco filamentos con diferentes fuerzas de presion (10 g, 15 g, 26 g, 60 g y 100 g).
Durante 1 minuto, se dejé que las ratas se adaptaran a la presencia de la mano del observador
y a la de los filamentos. Una vez que el animal se quedd lo suficientemente quieto, se
comenzaron a aplicar en orden ascendente los filamentos, esto se realizé de ambos lados de la

cara. Para cuantificar las respuestas ante el estimulo se utilizo la siguiente escala. [79].

- (0) Ausencia total de respuesta.
- (1) Deteccion del estimulo, es decir, que las ratas giran la cabeza hacia el objeto, y este

este es explorado (oler o lamer).
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(2) Reaccion de abstinencia, es decir, la rata gira lentamente la cabeza o tira
rapidamente de ella cuando el estimulo es aplicado, en ocasiones se presenta un solo
acicalamiento del lado del area estimulada (nota que una reaccién de abstinencia
incluye un movimiento de deteccidon que precede la retirada de la cabeza, por lo que
esta respuesta se compone de dos elementos).

(3) Escape / ataque, es decir, que ademas de que las ratas evitan el contacto con el
objeto del estimulo, ya sea pasivamente moviendo su cuerpo lejos del estimulo
tomando una posicién en cuclillas contra la pared de la jaula, o activamente, atacando
el objeto del estimulo (mordiéndolo o agarrandolo).

(4) Patrones asimétricos de aseo facial, es decir, que la rata realiza una serie

ininterrumpida de acicalamientos (al menos 3) dirigidos hacia la zona estimulada.

Figura 2

ol

Rata a la cual se le esta aplicando el test de VVon Frey
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7. Resultados
Las ratas del grupo con cirugia mostraron un incremento significativo en los patrones
nociceptivos aislados de aseo facial después de la cirugia y con respecto a las ratas de los
grupos control e intacto. Siendo el dia 6 el dia en el que existe mayor presencia de patrones

nociceptivos aislados de aseo facial, y disminuyendo progesivamente hacia el dia 15.

A

—&— Promedio Cx —l— Promedio Control —aA— Promedio Intacto

60

v
o

D
o

/

CANTIDAD DE TIEMPO (SEGUNSOS)
) w
() )
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—— 3§

DiA -1 DiA 3 DiA 6 DiA 10 DiA 15
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DiAS POST-QUIRURGICOS

Cambios en los patrones nociceptivos aislados de aseo facial, antes y después de la
lesion por constriccidon crdnica del nervio mentoniano. La figura A), representa el
promedio (n=8 por grupo) de la cantidad de tiempo transcurrido de los patrones
aislados de aseo facial. La figura B), representa el promedio (n=8 por grupo) del
ntmero de episodios de patrones aislados de aseo facial. El dia previo a la cirugia (-1)
y del dia 3-15 posteriores a la cirugia. En el dia 3, 6 y 10 hay diferencias significativas
entre los grupos, ANOVA (p<0.05).
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Figura 4

—&— Cx Contralateral —— Control Contralateral —A&— Intacto Contralateral

—>—Cx Ipsilateral —¥— Control Ipsilateral ~—@— Intacto Ipsilateral

DIA -1 DIA 3 DIA 6 DIA 10 DIA 15

Cambios en la respuesta a la estimulacién mecanica dada por los Filamentos de Von
Frey antes y después de la lesién por constriccién crénica del nervio mentoniano. La
figura representa el promedio (n=8 por grupo) de las respuestas a los filamentos de
Von Frey en la zona inervada por el nervio mentoniano ya ligado. El dia previo a la
cirugia (-1) y de los dias 3-15 posteriores. No se muestran diferencias significativas
entre los grupos.

Cambios en la respuesta asociada a estimulacion mecénica en una funcion dependiente
de los gramos fuerza aplicados a la zona mentoniana. Se muestran diferencias
significativas entre los grupos ANOVA (p<0.05).
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8. DISCUSION
La cirugia utilizada para causar la lesion por constriccion cronica del nervio mentoniano, es
menos traumatica para los sujetos y mas sencilla de realizar para el investigador, que la cirugia

del nervio infraorbitario, ofreciendo resultados similares [80].

Se encontré que no existen diferencias significativas entre el grupo control y el grupo intacto,
descartando asi que posibles variables pudieran ocasionar comportamientos nociceptivos en el

grupo control; por lo que en futuros estudios no sera necesario incluir a un grupo intacto.

En contraste con los resultados que presentan Deseure y Hans, la utilizacion de la constriccion
del nervio mentoniano es suficiente para evaluar el desarrollo de hiperalgesia mecanica, como
puede apreciarse en la Ultima grafica de resultados, en funcion de los dias es muy claro el
desarrollo de hiperalgesia mecanica; por lo tanto, también nos ha sido posible estandarizar el
efecto de dicha manipulacién quirurgica, proponiendo asi por primera vez un modelo sencillo

para la evaluacion de la lesion nerviosa trigeminal.

Novedosos sistemas de medicion de dolor orofacial como el OPAD, podria ser una alternativa
para futuros experimentos, también el uso de la optogenética como método alternativo al
tratamiento farmacoldgico. Las aplicaciones principales de este modelo de medicién orofacial,
son pruebas del efecto analgésico de nuevos farmacos, comparaciones con los ya existentes, el
desarrollo de métodos terapéuticos novedosos; para estudiar la fisiopatologia de los trastornos

que involucren dolor neuropatico trigeminal.
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9. CONCLUSIONES
La cirugia para causar la lesion por constriccion cronica del nervio mentoniano, es un método

eficaz para provocar hiperalgesia y para evaluar la lesion trigeminal.

Utilizar la videograbacion de comportamientos nociceptivos espontaneos y la utilizacion de
los filamentos de Von Frey para de la alodinia e hiperalgesia mecanica, son variables
suficientes para determinar un estado hiperalgesico después de la constriccion experimental de

la rama mentoniana del nervio trigémino en ratas.

El sexto dia post-operatorio, es el dia en el cual hay mayor presencia de patrones nociceptivos,
por lo mismo, el mas adecuado para hacer cualquier tipo de medicion o comparaciéon en
cuestion de patrones nociceptivos; por otro lado, la evaluacion de hiperalgesia mecéanica se

puede realizar desde el dia 3 al dia 28 posterior a la realizacion de la lesion trigeminal.
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