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RESUMEN
INTRODUCCION: El dolor neuropéatico orofacial resulta de una lesién en el sistema

somatosensorial trigeminal e involucra cambios anatomicos y fisioldégicos en el
sistema nervioso central y periférico. Para su adecuado estudio y tratamiento, debe
ser abordado desde sus dimensiones sensorial, afectiva y cognitiva. Sin embargo,
la aproximacion de la mayoria de los estudios realizados ha sido limitada a la
dimension sensorial, considerando soélo una parte del problema. OBJETIVO:
Caracterizar conductualmente el desarrollo del dolor neuropatico orofacial
producido por una lesion trigeminal en un modelo de raton C57BL/6. MATERIALES
Y METODOS: La lesion trigeminal fue realizada a partir de la constriccion con sutura
del nervio mentoniano. Se realizaron pruebas conductuales para cada una de las
dimensiones del dolor, asi como para evaluar el bienestar general de los roedores.
Se realizaron, también, registros electrofisioldgicos en el nlicleo parafascicular del
talamo y en la corteza cingulada anterior en su porcion rostral, para evaluar los
efectos de dicha lesion en un modelo en cabeza fija. RESULTADOS: Los roedores
que sufrieron la lesidn de constriccion del nervio mentoniano presentaron signos de
hiperalgesia a la aplicacion de estimulos mecanicos y una conducta de
evitacion/escape aumentada. Los ratones lesionados no mostraron alteraciones en
las conductas de bienestar general; sin embargo, dicha lesion fue suficiente para
inducir un deterioro en la capacidad de adaptacion a los requerimientos
conductuales del medio. Se demostré también, que es un modelo util para el estudio
funcional de estructuras como el nucleo parafascicular y la corteza anterior
cingulada al evaluar la respuesta electrofisiolégica a la estimulacion mecanica en
ratones en cabeza fija. CONCLUSIONES: La lesion de constriccion del nervio
mentoniano es un modelo eficiente para el estudio del dolor orofacial en ratones,
pues produce alteraciones en las diferentes dimensiones del dolor. La intensidad y
temporalidad de los efectos en las dimensiones sensorial y afectiva, asi como en
las conductas de bienestar general lo hacen un modelo menos agresivo para los
roedores, siendo aun suficiente para la generacion de alteraciones cognitivas. El
presente trabajo ofrece una base conductual sélida para el estudio electrofisiol6gico
de los circuitos neuronales involucrados en el procesamiento del dolor cronico

neuropatico orofacial.



SUMMARY

BACKGROUND: Chronic neuropathic orofacial pain results from an injury to the
trigeminal somatosensory system and it involves anatomical and physiological
changes in both peripheral and central nervous systems. The adequate study and
treatment of this pathology should consider its different dimensions: sensory,
affective and cognitive. Nevertheless, the approach used by most studies has been
mainly limited to the assessment of the sensory dimension, considering only one
part of the problem. AIM: To behaviorally characterize the development of chronic
neuropathic orofacial pain induced by a trigeminal injury in a C57BL/5 mouse model.
MATERIALS AND METHODS: Trigeminal injury was induced by a chronic
constriction of mental nerve, an experimental and a sham-control group were
employed. Behavioral tests were conducted to assess the different dimensions of
pain, as well as to evaluate the rodents’ general wellbeing. RESULTS: Compared to
the sham group, rodents who went through mental nerve constriction, compared to
sham group, showed signs of hyperalgesia when mechanical stimuli were applied,
as well as an increased escape/avoidance behavior. Injured mice showed no
alterations in general wellbeing behaviors, yet the injury was sufficient to induce
impairment in the ability to adapt to the environmental behavioral requirements. It
was also shown that it is a useful model for the functional study of structures such
as parafascicular nucleus and rostral anterior cingulate cortex, through the
assessment of the electrophysiological response to mechanical stimulation in head
fixed mice. CONCLUSIONS: Mental nerve constriction injury is an efficient model
for the study of chronic neuropathic orofacial pain in mice, capable of inducing
impairment in the different dimensions of pain. Intensity and temporality of its effects
in both sensory and affective dimensions, as well as general wellbeing behaviors
make our model less aggressive, yet effective to generate cognitive impairment in
rodents. The current work provides a solid foundation for the electrophysiological
study of the neural circuits involved in the processing of chronic neuropathic orofacial

pain.



1. INTRODUCCION

1.1 Dolor crénico neuropatico orofacial

El dolor es considerado un problema de salud publica a nivel mundial. y se define
como una experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada a un dafio
tisular real o potencial, descrita en términos de dicho dafio. El dolor neuropatico es
definido como aquel causado por una lesion o enfermedad en el sistema nervioso
somatosensorial (Scholz et al., 2019). Se estima que, en México, alrededor de 28
millones de personas sufren de algun tipo de dolor cronico, y que 60% de los

pacientes padecen de dolor neuropatico (Covarrubias, 2010, 2015).

El dolor, al ser crénico, pierde su funcion protectora y deja de ser un signo de
enfermedad para convertirse en la enfermedad en si, pues pierde su relacion con el
agente causal. Aunque comunmente la temporalidad es el elemento mas usado
para describirlo, el determinante principal del establecimiento de dolor crénico son
los fendmenos de neuroplasticidad que ocurren en su desarrollo (Kato, Sugimura,
& Takahashi, 2018).

En el caso del dolor neuropético orofacial, este puede ser resultado de
complicaciones de enfermedades, de infecciones virales, de la compresion por parte
de arterias adyacentes, o de traumas realizados durante procedimientos dentales
de rutina (Tinastepe & Oral, 2013). La porcién del nervio trigémino que se ve
afectada de manera mas comun, en el Gltimo caso, es la rama mandibular (Hillerup,
2007).

1.2 Procesamiento del dolor en el sistema trigeminal

1.2.1 Procesamiento a nivel periférico

El nervio trigémino (V), considerado el mas grande de los pares craneales, tiene
una funcion mixta. Ademas de dar inervacion motora a los musculos de la
masticacion, sus fibras somaticas aferentes procesan informacion sensorial,
incluyendo tacto, temperatura y dolor de la region facial y estructuras de la cavidad
oral, asi como de las meninges. Las fibras aferentes de gran diametro (AB) terminan

en los tejidos en forma de mecanorreceptores, activados por estimulos tactiles y

4



propioceptivos. Algunas de las aferentes mas pequefias (Ad y C) terminan como
receptores sensibles a la temperatura, asi como en terminaciones nerviosas libres,
que funcionan como nociceptores, activados por estimulos nocivos (Lavigne &
Sessle, 2016). El sistema trigeminal emerge de la porcion del puente en el tallo
cerebral, y aloja los cuerpos celulares de sus fibras en el ganglio trigeminal en la
base del craneo, para dividirse en sus tres ramas mayores: oftalmica (V1), maxilar
(V2) y mandibular (V3) (figura 1).

La rama V1 provee de inervacion sensitiva del tercio superior de la cara, la
rama V2 al tercio medio y la rama V3 al tercio inferior. Esta uUltima se divide en una
porcién motora, dirigida a los musculos de la masticacion; y una sensorial dirigida a
la articulacién temporomandibular, mandibula, dientes, periodonto, lenguay encias,
ademas de una porcion de la membrana timpénica (Go, Kim, & Zee, 2001). Estas
fibras aferentes provenientes de las regiones anatémicas de cabeza y cuello
previamente descritas, se integran en el ganglio trigeminal y se dirigen hacia el tallo

cerebral, al complejo nuclear trigeminal para su procesamiento a nivel central.

V1

V2

"

Figural. Divisién del nervio trigémino en ratén. V1, rama oftalmica; V2,
rama maxilar; V3, rama mandibular. Figura elaborada con BioRender®.

Después de una la lesion de los tejidos orofaciales, distintos mediadores

quimicos son producidos y liberados tanto por la terminacién sensorial primaria



como por células no nerviosas, como son macrofagos, neutréfilos y mastocitos. Los
mediadores quimicos liberados en el sitio de la lesion constituyen lo que se conoce
como la “sopa inflamatoria”, compuesta por citocinas proinflamatorias,
prostaglandinas, protones, ATP, serotonina, histamina, sustancia P, entre otras
(Bista & Imlach, 2019; Ellis & Bennett, 2013; Julius & Basbaum, 2001). Estos
favorecen la despolarizacion de las aferentes nociceptivas trigeminales,
aumentando la excitabilidad neuronal y generando el fendmeno de sensibilizacion
periférica, que contribuye a los fendmenos de hiperalgesia (sensibilidad y/o
respuesta aumentada a un estimulo que normalmente es doloroso) y alodinia (dolor

resultante de un estimulo que normalmente no lo produciria) (Bista & Imlach, 2019).

1.2.2 Procesamiento a nivel central

En el tallo cerebral, el complejo nuclear trigeminal estd compuesto por cuatro
nucleos: El nucleo sensitivo principal, el nicleo mesencefalico, el nlcleo motor y el
nucleo espinal, que a su vez consta de tres subdivisiones: oral (Sp50), interpolar
(Sp5i) y caudal (Sp5c) (Henssen et al., 2016). Las fibras aferentes de mayor
diametro terminan en dicho nucleo y activan en él a las nheuronas mecanosensitivas
de bajo umbral. Las fibras activadas por estimulos térmicos y nocivos terminan en
la porcion caudal de la division espinal del nucleo trigeminal (Sp5c) activando a
neuronas nociceptivas especificas (NS), asi como a neuronas de amplio rango
dindmico (WDR). Las terminales centrales de las fibras trigeminales pueden liberar
neuroquimicos excitatorios que pueden activar a neuronas de segundo orden
(Chichorro, Porreca, & Sessle, 2017; Lavigne & Sessle, 2016)

Posteriormente, las neuronas de segundo orden en el complejo nuclear
trigeminal se dirigen a distintas estructuras supraespinales. Estas estructuras no
son especificas para el procesamiento del dolor, también median otros procesos
sensoriales, afectivos y cognitivos. De esta forma, el papel del cerebro en el
procesamiento del dolor no es Unicamente el de recibir y detectar informacién nociva
o potencialmente peligrosa, sino que es capaz de modular, seleccionar y filtrar dicha
informacion en una red de estructuras a la que Ronald Melzack llamé la matriz del

dolor (“neuromatrix”) (Melzack & Casey, 1968). De acuerdo con estudios de



neuroimagen, las estructuras principales que participan en la representacion y
modulacién de la experiencia del dolor son la corteza somatosensorial primaria (S1)
y secundaria (S2), la corteza cingulada anterior (ACC), la corteza insular (Cl), la
corteza prefrontal (PFC ) y el tdlamo; también se ha observado, aunque de una
manera menos uniforme, la participacion de estructuras como el cerebelo y los
ganglios basales (Almeida, Roizenblatt, & Tufik, 2004; Apkarian, Bushnell, Treede,
& Zubieta, 2005; Moriarty, McGuire, & Finn, 2011; Shibasaki, 2004). Asi, la
neuromatrix incluye estructuras somatosensoriales, limbicas y de asociacion, y su
actividad puede ocurrir como circuito en serie y/o en paralelo para producir la
experiencia del dolor (Melzack & Casey, 1968; Melzack, 1999). Dicha experiencia

esta compuesta por tres diferentes dimensiones o componentes:

a) La dimension sensorial/discriminativa, que involucra a los aspectos de deteccion,

ubicacion e intensidad de los estimulos nocivos.

b) La dimension afectiva/motivacional, que comprende tanto el aspecto
desagradable de la sensacion, como sus aspectos emocionales (ej. el sufrimiento
asociado y la necesidad por detener, disminuir o evitar el dolor).

c) La dimension cognitivo/evaluativa, que involucra la capacidad de adaptacion a
las condiciones del medio, asi como aspectos de aprendizaje y de memoria de
experiencias previas (Groh et al., 2018; Melzack & Casey, 1968; Saadé et al., 2007).

Dichas dimensiones o componentes del dolor son procesadas en diferentes
estructuras, organizadas en vias que pueden actuar tanto de forma continua, como
también de forma simultanea y relativamente independiente (Almeida et al., 2004).
Estos son los llamados sistemas medial y lateral (figura 2). Asi, el sistema lateral
estd asociado al componente sensorial/discriminativo e involucra a las fibras
dirigidas al complejo ventrobasal del tdlamo, tratandose, en el caso del sistema
trigeminal, del nacleo ventral posteromedial (VPM); para dirigirse hacia S1y S2, asi
como a otras regiones corticales como ACC. Por otra parte, el sistema medial esta
asociado al procesamiento de la dimension afectiva/motivacional. Involucra a
aguellas fibras que se dirigen a los nucleos intralaminares y de la linea media del

talamo, como son los ndcleos parafascicular y mediodorsal, asi como a regiones
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limbicas como la amigdala, la insula, ACC y PFC. Asimismo, el sistema medial ha
sido asociado al procesamiento de la dimension cognitivo/evaluativa, en la que
también esta involucrada la interaccion entre distintas regiones corticales (Melzack
& Casey, 1968; Xiao & Zhang, 2018).

ferter)—

Sistema lateral Sistema medial en conjunto

[Componente Sensorial/Discriminativﬂ [Componente Afectivo/motivacionaD (Sistemas lateral y medialj

Figura 2. Estructuras centrales involucradas en el procesamiento del dolor. Sistemas lateral y
medial. Sp5c, porcién central del nicleo espinal trigeminal; PBNI, nacleo parabraquial lateral; VPM,
ndcleo ventral posteromedial del talamo; S1, corteza somatosensorial primaria; S2, corteza
somatosensorial secundaria; ACC, corteza anterior cingulada; Pf, nlcleo parafascicular del tAlamo;
PFC, corteza prefrontal. Modificado de Xiao & Zhang, 2018.

Adicionalmente a los sistemas ascendentes mencionados, existe evidencia
que sugiere la participacion de un circuito que involucra al nacleo parabraquial (PbN)
y Sus proyecciones en la conexion entre el procesamiento sensorial-emocional del
dolor, asi como en el proceso de cronificacion del dolor (Gauriau & Bernard, 2002;
Kato et al.,, 2018). En el caso del sistema trigeminal, recientemente se ha
descubierto un circuito monosinaptico, dirigido del ganglio trigeminal a PbN en su
porcién lateral. Este circuito ha sido asociado al procesamiento de la dimensién
afectivo/motivacional del dolor; y podria ser un sistema subyacente a las diferencias
entre el procesamiento del dolor en la region orofacial y otras regiones corporales
(Rodriguez et al., 2017).

La modulacion del dolor en el sistema trigeminal se atribuye a que Sp5c tiene

una variedad de conexiones con otras estructuras en el tallo cerebral, como la



formacion reticular (RF), el locus coeruleus (LC), los nucleos del rafé, la sustancia
gris periacueductal (PAG), el nucleo parabraquial (PbN) y la médula rostroventral
medial (RVM), asi como con estructuras subcorticales, como el hipotalamo o la
amigdala; y corticales, como las cortezas somatosensorial, cingulada anterior y
prefrontal. Estas estructuras pueden ejercer una accion moduladora a través de
mediadores quimicos, como son el acido gamma-aminobutirico (GABA), glicina,
histamina, serotonina (5-HT), noradrenalina, dopamina, orexina Yy opioides
(encefalinas, endorfinas). Asimismo, las conexiones con dichas estructuras pueden
tener un efecto bidireccional, es decir, los impulsos nerviosos pueden ser facilitados
o0 inhibidos (Chichorro et al., 2017; Lavigne & Sessle, 2016).

1.3 Desarrollo de dolor crénico neuropatico orofacial

A partir de estudios en modelos animales de lesiones trigeminales, asi como de
estudios de imagen en humanos, se han determinado distintos cambios en el
sistema trigeminal en el desarrollo del dolor crénico orofacial, tanto en la periferia,
como en estructuras a nivel central. Entre de los mecanismos involucrados en el
desarrollo y mantenimiento del dolor crénico neuropatico orofacial (figura 3) se

encuentran:
a) Generacion de impulsos ectopicos en fibras periféricas
b) Excitacion cruzada de los nervios lesionados con los no lesionados

c) Cambios fenotipicos, tanto en las neuronas dafiadas como en las no dafiadas,
gue involucran cambios en la expresion de moléculas de sefializacion o de proteinas

de membrana, asi como alteraciones en la funcion de canales iGnicos
d) Interacciones neuro-gliales

e) Activacion de fibras simpaticas

f) Cambios en la modulacién ascendente y descendente

g) Fendmenos de plasticidad neuronal (Bista & Imlach, 2019; Tinastepe & Oral,
2013)



Estos cambios producen modificaciones de las propiedades eléctricas de las
fibras nerviosas de la periferia hacia el sistema nervioso central, que a su vez
generan perturbaciones en el balance entre la sefializacion excitatoria e inhibitoria,
de modo que estos sistemas se encuentran alterados. Asi, dichas modificaciones
se reportan como un aumento en la excitacion y facilitacion de los impulsos
nerviosos, y una aparente pérdida de su inhibicion, manifestandose a traves de los
sintomas caracteristicos del dolor crénico neuropatico: alodinia, hiperalgesia y
episodios de dolor espontaneo (Colloca et al., 2017). Tanto la alodinia como la
hiperalgesia son considerados fendmenos de hipersensibilidad: la alodinia consiste
en el dolor producido por un estimulo que normalmente no lo produciria, mientras
que la hiperalgesia consiste en una respuesta aumentada a un estimulo que
normalmente es doloroso (Loeser & Treede, 2008). En el caso del dolor espontaneo,
este se entiende como aquel dolor causado por cambios internos, no con respecto

a estimulos externos, en el sistema somatosensorial (Bennett, 2012).

Estructuras superiores

- Disminucién en la modulacion
inhibitoria

- Aumento en la actividad
excitatoria

- Fenémenos de neuroplasticidad

——

Ramas nerviosas ) Nticleo espinal trigeminal
-Excitacion cruzada -Activacion de microglia
-Degeneracion axonal Vi1 -Desinhibicion de neuronas
-Generacion de impulsos WDR

ectopicos . T -Disminucion en la modulacién
-Disminucién del tamafo de inhibitoria
axones mielinizados -Facilitacién de la transmision
V3 excitatoria

- Activacién de células gliales
- Aumento en la expresion de

Qmales iénicos /

\

Ganglio trigeminal

-Activacion y proliferacion de
células gliales

-Aumento en la expresion de
canales ionicos

-Disminucién del numero de
células y dafio neuronal

-Aumento en expresion de

conexinas en células gliales)

Figura 3. Posibles mecanismos del desarrollo de dolor crénico neuropético orofacial en los
sistemas nervioso central y periférico.
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1.3.1 Alteraciones a nivel periférico

Se ha encontrado que, posterior a una lesion neuropatica del nervio mentoniano en
ratas, existe degeneracion axonal, que se identifica desde el tercer dia posterior al
procedimiento. Hay cambios en los patrones de inervacion tanto sensorial como
auténoma en la region del labio inferior, existe inervacion ectopica de fibras
auténomas en la region del labio inferior (Grelik, Bennett, & Ribeiro-da-Silva, 2005),
disminucién de fibras sensoriales peptidérgicas y un aumento en la longitud de fibras
no peptidérgicas (Grelik, Allard, & Ribeiro-da-Silva, 2005; Taylor & Ribeiro-Da-Silva,
2011). Estos cambios inician, en dicho modelo, dentro de un periodo de 7 dias, y
dicha condicién permanece entre cuatro y ocho semanas. Tales eventos coinciden
con un aumento en la conducta de acicalamiento orofacial, signo de dolor
espontaneo, y con una disminucion en el umbral de respuesta a estimulos
mecanicos (alodinia y/o hiperalgesia), signo caracteristico del desarrollo de dolor
neuropatico (Grelik, Allard, et al., 2005). Estos signos se han determinado después
de la constriccion y transeccion del nervio mentoniano en la region ipsilateral de las
vibrisas (Takahashil et al., 2011), una zona inervada por la rama maxilar del
trigémino. Esto sugiere una modificacién del sistema trigeminal que va mas alla del

sitio inicial de la lesion.

Ademas de lo mencionado anteriormente, se ha identificado un aumento en
la expresion de ATF3, un marcador de dafio axonal en el ganglio trigeminal,
consecuencia de una lesion neuropatica de la rama mandibular. De forma muy
interesante, en las neuronas que no presentan dafio axonal existe un aumento en
la expresion de canales TRPV1, mientas que en las que si lo presentan, la expresion
de los canales TRPV1 esta disminuida (Kim et al., 2008), lo que sugiere que una
modificacion en el fenotipo de las estructuras no dafiadas podria estar participando
en el desarrollo de dolor cronico neuropatico. Después de 180 dias posteriores a la
transeccion del nervio mentoniano, hay una disminucion del nimero y volumen de
células en el ganglio trigeminal y que, si bien el volumen puede recuperarse

posteriormente, se mantiene una menor densidad (Zuniga, 1999).
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Otro de los factores que han sido propuestos como mecanismos del
desarrollo de dolor neuropético orofacial, es la respuesta inmune a la lesion
nerviosa, a partir de la inflamacion. Se ha sugerido que existe una interaccion
cruzada entre células del sistema nervioso y células del sistema inmune: el dafio
nervioso lleva a una activacion de células inmunes y de células de la microglia, y
éstas liberan los mediadores quimicos de la inflamacion que constituyen la sopa
inflamatoria.  Dichos mediadores estimulan a las terminaciones nerviosas,
contribuyendo al fendmeno de sensibilizacion periférica, que posteriormente da
lugar a la sensibilizacién central. Asi, la sopa inflamatoria también tiene una
participacion en el establecimiento y desarrollo de dolor neuropatico orofacial
(Hossain, Unno, Ando, Masuda, & Kitagawa, 2017).

Ademas de las modificaciones en la funcion neuronal, se ha propuesto que
las células de la glia desempefian un papel importante en el establecimiento y
mantenimiento del dolor crénico neuropatico. Se ha reportado activacion de la
microglia (Piao et al., 2006), ademas de un aumento en la expresion de la conexina
43 en las células satelitales gliales, lo cual sugiere una comunicacion aumentada
entre las células de la glia en el ganglio trigeminal ante una lesion nerviosa. Estas
modificaciones, ademas de la proximidad de las células satelitales gliales con los
cuerpos neuronales en el ganglio trigeminal, podrian causar un aumento en la
sefalizacion paracrina, favoreciendo la sensibilizacién de las neuronas a partir de
la actividad de ATP sobre receptores a purinas, cuya activacion aumenta la
concentracion de calcio intracelular (Hossain et al., 2017).

1.3.2 Alteraciones a nivel central

A nivel central, en el tallo cerebral, se han realizado evaluaciones en la division
caudal del nucleo espinal trigeminal (Sp5c), sitio de convergencia para el
procesamiento de informacion nociceptiva y no nociceptiva, y el lugar en donde se
efectia la primera sinapsis en la via sensitiva del trigémino. En este sentido,
distintos estudios en roedores y en humanos han demostrado que la actividad en
dicha estructura se encuentra alterada (Alshelh et al., 2016; Martin, Malmierca,
Avendafio, & Nufiez, 2010). En estudios experimentales, se ha identificado en las

12



neuronas de amplio rango dinamico (WDR) en Sp5c, un aumento en las respuestas
espontaneas y evocadas posterior a la constriccion del nervio infraorbitario en ratas.
Esta desinhibicion podria estar mediada en parte, por una disminucion en la
transmision por GABA, pues se observo que hay una disminucién en la expresion
de la enzima GADG65, responsable de la expresion de GABA (Martin et al., 2010).
Otra de las estructuras centrales involucradas en el desarrollo del dolor neuropético
orofacial es el nacleo parabraquial, del que se ha demostrado que presenta

hiperexcitabilidad en procesos de dolor neuropatico trigeminal (Uddin et al., 2018).

1.3.3 Estructuras cerebrales involucradas en el desarrollo de dolor crénico
neuropatico

Multiples estructuras supraespinales han sido asociadas a la presencia y desarrollo
de dolor crénico. Asimismo, en dicho proceso han sido involucrados cambios
anatomicos vy fisiologicos en el sistema nervioso central. Mediante estudios de
imagen por resonancia magnética funcional en humanos, se ha demostrado un
aumento en la conectividad funcional entre Sp5c y estructuras del tallo cerebral
involucradas en la modulacién del dolor, como es la médula rostroventral (RVM),
asi como entre la sustancia gris periacueductal (PAG) y el locus coeruleus (LC) con
estructuras como el hipocampo y el nacleo accumbens (NAc) (Mills et al., 2018). Se
ha propuesto también que las modificaciones que ocurren en un sujeto para
desarrollar dolor crénico se deben a cambios en la actividad talamo-cortical, pues el
volumen del tdlamo somatosensorial se ve disminuido en pacientes con dolor
trigeminal (Alshelh et al., 2016; Henderson et al., 2013). Las regiones activadas en
pacientes con dolor cronico parecen ser diferentes, e incluso podrian depender del
tipo de dolor. Por ejemplo, mientras el dolor crénico de tipo inflamatorio, derivado
de trastornos temporomandibulares, esta asociado a mayor actividad de la corteza
cerebelar, premotora y anterior cingulada, el dolor crénico neuropético orofacial esta
asociado a, ademas de un aumento en la actividad de la corteza premotora y la
corteza prefrontal dorsolateral, a una disminucion en la actividad del talamo
(Youssef et al., 2014).
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Con respecto a estudios con roedores, se ha encontrado una participacion
importante de ACC en el inicio, desarrollo y mantenimiento de dolor crénico ya que,
en presencia de este, ACC presenta un aumento de actividad que esta asociado
tanto con alteraciones en la dimension sensorial, como con alteraciones en la
dimensién afectiva, mostrando conductas de escape aumentadas (Kramer et al.,
2017; Moon et al., 2017; Xiao et al., 2019).

Otra de las estructuras asociadas con el desarrollo de dolor neuropatico es
el talamo ventrobasal, cuya actividad se encuentra incrementada en condiciones de
dolor crénico (Kramer et al., 2017; Moon et al., 2017). Sin embargo, se ha observado
que otros ndcleos talamicos también estan involucrados en el procesamiento del
dolor crénico. Estos ndcleos son el mediodorsal, que forma parte de los nacleos de
la linea media, y los nucleos intralaminares, que incluyen al nucleo centromedial y
parafascicular. Al formar parte del sistema medial, antes mencionado, sus
alteraciones en condiciones de dolor crénico han sido vinculadas con las
alteraciones en las dimension afectiva y cognitiva del dolor (Meda et al., 2019;
Weigel & Krauss, 2004). Sin embargo, hacen falta estrategias experimentales para

estudiar su participacion en el desarrollo de dolor crénico.
1.3.3.1 Nucleo parafascicular del talamo

Los ndcleos intralaminares del talamo, junto con los nacleos de la linea media, son
conocidos como nucleos “inespecificos” o difusos (Sadikot & Rymar, 2009). Forman
un grupo separado del resto de los nucleos talamicos, debido a su localizacién y
distribucién a sitios subcorticales y corticales, asi como por estar aparentemente
involucrados en procesos de activacion y atencién. En roedores, el grupo
intralaminar se divide en dos: el grupo rostral, compuesto por los nucleos centro
medial (CM), paracentral (PC), y central lateral (CL); y el grupo caudal, compuesto

por el nucleo parafascicular (Pf), dividido en lateral (PfL) y medial (PfM).

El nacleo Pf recibe aferencias de nucleos sensoriomotores, como son los
nacleos vestibulares, el complejo espinal trigeminal, los coliculos superiores, la
sustancia nigra pars reticulata, el nucleo entopeduncular, aferencias autonomicas y

viscerales, como son aquellas que provienen del nucleo del tracto solitario (NTS), la
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sustancia gris periacueductal (PAG) y el nucleo parabraquial (PbN) (Gerfen, 2004).
El nacleo Pf también recibe aferencias de la corteza cerebral y de la porcién interna
del globo pélido. La modulacion ascendente de este nucleo es mediada por
estructuras del tallo cerebral, a través de nucleos colinérgicos y glutamatérgicos de
la region parabraquial, asi como del nucleo pedunculopontino y los ndcleos

laterodorsales tegmentales (Sadikot & Rymar, 2009).

El ndcleo parafascicular es considerado la fuente mas importante de las
proyecciones talamo-estriatales. Sus principales blancos son regiones de la corteza
sensoriomotora y del estriado dorsal (caudado-putamen), con proyecciones
adicionales al estriado ventral o nicleo accumbens (NAc) y la amigdala. Este nucleo
ejerce una influencia excitatoria importante de tipo glutamatérgico en las neuronas
gabaérgicas del estriado (Sadikot & Rymar, 2009; Smith, Galvan, Raju, &
Wichmann, 2010).

En cuanto a sus aspectos funcionales, las neuronas del ndcleo parafascicular
responden a estimulos multimodales significativos, particularmente en el contexto
de eventos no predichos o eventos contrarios a las predicciones (Naoyuki
Matsumoto, Minamimoto, Graybiel, & Kimura, 2001). Matsumoto observoé en
primates no humanos que, al aplicar estimulos sensoriales, si estos ocurrian
repetidamente, la respuesta neuronal era disminuida y que esta era mayor cuando
el evento era inesperado. De igual manera, las neuronas de Pf son moduladas
temporalmente, es decir, pueden generar de manera oportuna respuestas discretas
a diversos estimulos sensoriales (Matsumoto, Minamimoto, Graybiel, & Kimura,
2001). Esto indica un posible papel en la codificacién de la informacién atencional,
posiblemente a través de la regulacion del sistema cortico estriatal. La relacién entre
el estriado y el nicleo parafascicular provee un sustrato a través del cual los eventos
sensoriales contribuyen a un cambio conductual (“switch”) y al reforzamiento
(Sadikot & Rymar, 2009).

Kimura y colaboradores han sugerido de manera hipotética que el Pf es un
sistema que clasifica sus funciones en dos: a) como un monitor (top-down) mediante

el sistema cortico-ganglios basales para la seleccion de sefiales de accion y
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cognicion, b) accién de cambio (“switching”) (bottom-up), basado en las sefiales de

eventos externos salientes (Matsumoto et al., 2001).

Recientemente, se ha determinado el papel del complejo intralaminar en la
seleccion y adaptacion de respuestas ante estimulos visuales conductualmente
significativos en un modelo roedor. Kato (2018) y colaboradores demostraron que
la eliminacion de las neuronas del nucleo Pf altera la seleccion de respuestas en
una tarea de discriminacion visual, tanto en una fase de adquisicion como en el
desemperio de dicha tarea. Posteriormente, el mismo grupo encontré a través de la
eliminacién de las neuronas del nacleo central lateral (CL) del mismo complejo, que
este controla la adaptacion de las respuestas y la flexibilidad conductual ante
cambios en un paradigma que también involucraba la discriminacion de estimulos
visuales, pero que requeria cambios en la estrategia para su solucion, basados en
la deteccion de estimulos relevantes. Asimismo, demostraron que la participacion
de CL es predominante en el desempefio general de la tarea y no durante la fase
de adquisiciéon (Kato et al., 2018). Con respecto a la evidencia en humanos, se han
obtenido resultados concordantes con los obtenidos en los modelos en primates no
humanos. Mediante registros electrofisioldgicos en pacientes a quienes les fueron
implantados electrodos en CM-Pf para estimulacion cerebral profunda como
tratamiento para el dolor crénico, se encontré que dicho complejo es activado en
procesos de orientacion atencional y de flexibilidad conductual en la seleccién de
una conducta apropiada en tareas de deteccidén de estimulos tanto visuales como

auditivos (Schepers et al., 2017).

Recientemente, Mandelbaum et al. realizo la diseccion de Pf en un modelo
de raton. Demostro que las neuronas en Pf estan organizadas de forma anatémica,
transcripcional y genética (figura 4). Asi, sugiere que, por sus conexiones con
regiones distintas del estriado, Pf participa en tres circuitos independientes de forma
paralela: un circuito limbico, asociativo y somatosensorial (Mandelbaum et al.,
2019).
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Figura 4. Organizacion del nacleo parafascicular. Por la organizaciébn anatémica, genética y
electrofisiolégica del nicleo parafascicular (Pf), asi como sus proyecciones a divisiones y grupos
neuronales especificos del estriado (STR), se ha propuesto que Pf participa de manera paralela en
un circuito limbico, con su porcion medial (azul), un circuito asociativo, mediante su porcién central
(rosa), y un circuito somatosensorial, a través de su division lateral (amarillo). Modificado de
Mandelbaum et al., 2019.

1.3.3.2 Procesamiento del dolor en el nucleo parafascicular

El papel de los nucleos intralaminares en el procesamiento del dolor ha sido descrito
como parte del sistema medial que, en el tAlamo, comprende a los nucleos de la
linea media y a los intralaminares, asi como a sus proyecciones dirigida a cortezas
de asociacion y a estructuras limbicas, de forma que ha sido asociado al

componente afectivo del dolor (Melzack & Casey, 1968; Saadé et al., 2007).

Las aferencias del complejo intralaminar provenientes de la corteza estan
organizadas topograficamente: Mientras que la corteza prefrontal proyecta hacia el
complejo CM-Pf, la corteza motora proyecta hacia CM y CL. Adicionalmente, al
recibir también proyecciones de la sustancia gris periacueductal (PAG), entre otras

estructuras subcorticales, el papel del complejo parafascicular ha sido asociado
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principalmente con el proceso de modulacion de la sensacion dolorosa (Weigel, &
Krauss, 2004).

Con respecto al componente sensorial del dolor, se ha encontrado, en
distintos modelos animales (roedores, gatos y primates no humanos), que CM-Pf
presenta neuronas responsivas electrofisiolégicamente a estimulos nociceptivos;
ademas de expresar de manera temprana el marcador de actividad neuronal c-fos
después de aplicar dichos estimulos (Bullit, 1989; Dang, 1978). Asimismo, la
activacion de las neuronas de dicho complejo varia con la intensidad de la
estimulacién dolorosa. Lesiones electroliticas y el bloqueo con lidocaina del ndcleo
parafascicular produce una atenuacion transitoria, pero significativa de las
manifestaciones de dolor neuropatico (Saadé et al., 2007). Su papel en procesos de
modulacién del dolor, posiblemente sea a través de la participacion de receptores
opioides; el uso de antagonistas a dichos receptores bloquea el efecto
antinociceptivo en un modelo de dolor trigeminal por irritacion de la cérnea
(Tamaddonfard, Farshid, Seiednejhad, & Morvaridi, 2011).

En el caso de la dimensién afectiva del dolor, el tAlamo intralaminar ha sido
usado como blanco para intervenciones quirldrgicas en pacientes en los que este no
responde a otros tipos de terapia, pues se ha encontrado que la ablacion del
complejo Cm-Pf, y del nucleo centrolateral reduce el sufrimiento emocional asociado
a dolor crénico en humanos, ademas de alivio del dolor en su dimension sensorial
(Pirrotta et al., 2013; Steiner, Forster, Leksell, Meyerson, & Boethius, 1980).

Se ha encontrado también, un efecto importante a partir de la estimulacion
cerebral profunda en dichas regiones en el alivio del dolor. Sin embargo, ha sido
dificil determinar si dicho efecto es debido a un alivio en la percepcién del dolor en
si misma o a un cambio en la actitud de los pacientes hacia él (Gao et al., 2010;
Pirrotta et al.,, 2013; Sindou, Jeanmonod, & Mertens, 1990; Weigel et al.,
2004)(Dostrovsky, 2000; Gao et al., 2010; Jeanmonod & Morel, 2009; Pirrotta et al.,
2013; Weigel & Krauss, 2004; Willis & Westlund, 1997). De forma interesante, el

proceso afectivo del dolor esta relacionado con la necesidad del individuo que lo
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padece de huir de la sensacién dolorosa, o de adaptarse a condiciones que predicen

estimulos aversivos o un castigo.

Desde una dimensién cognitiva del dolor no hay evidencias de la participacion
de regiones intralaminares en las alteraciones inducidas cognitivas por el dolor
cronico. Se ha observado en humanos, que aquellos pacientes con lesiones por
infarto localizadas en CM-Pf, presentaban un desempefio deficiente en la prueba de
cartas de Wisconsin, una tarea que evallUa la capacidad de ajuste de la conducta
ante reglas cambiantes (Liebermann, Ploner, Kraft, Kopp, & Ostendorf, 2013). Es
probable que regiones intralaminares del talamo también participen en las

alteraciones en procesos cognitivos inducidos por dolor crénico.

2. ANTECEDENTES

Para el estudio del dolor crénico neuropético orofacial se han empleado diferentes
modelos que han permitido identificar distintos mecanismos, periféricos y centrales,

involucrados en su establecimiento y mantenimiento.

Vos (Vos, Strassman, & Maciewicz, 1994) propuso la lesion de constriccion
del nervio infraorbitario como modelo de estudio de dolor neuropético orofacial en
ratas. En dicho estudio, identific6 cambios en el comportamiento de las ratas como
indicadores de una conducta de tipo dolorosa. Estos cambios fueron observados a
partir de una conducta de acicalamientos anormal, en donde los roedores
lesionados dirigian sus patas delanteras a la regién orofacial, a diferencia del grupo
control, cuyos acicalamientos eran distribuidos en todo el cuerpo. Dicha conducta
es interpretada como signo de dolor espontaneo. Vos y Strassman observaron
también, que a partir de dicha lesibn se modificaba la respuesta a estimulos
mecanicos, como signos de los fendmenos de alodinia e hiperalgesia,
caracteristicas clinicas del dolor neuropatico. Este modelo de lesién por constriccion
del nervio infraorbitario en ratas ha sido el mas utilizado para el estudio del dolor
cronico neuropatico orofacial. Sin embargo, se han sefalado ciertas limitaciones
para este modelo. Entre esas limitaciones, se encuentra la dificultad técnica para

realizarla, y la necesidad del uso de estereotaxico y de un microscopio quirdrgico
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para llevarla a cabo, ademas de la agresion que supone para el animal, por la
extension de las superficies inervadas y por la manipulacion requerida para acceder
al nervio (Ding et al., 2017). Ante esta problematica, Ding (2017) realiz6 una
modificacion al modelo, realizando la constriccion en la porcion distal del nervio
infraorbitario en ratas, a partir de un abordaje mas pequefio sobre la piel facial.
Posteriormente, evaluaron conductualmente el efecto de dicha constriccion,
determinando que dicha lesion también es capaz de generar alteraciones
sensoriales, disminuyendo el umbral de retraccion a estimulos mecanicos, y

aumentando la conducta de acicalamiento orofacial.

Ademas del nervio infraorbitario, se ha empleado la rama mandibular del
trigémino, a partir de la lesion del nervio alveolar inferior y de su rama terminal, el
nervio mentoniano. Esta Ultima, fue implementada por Grelik y colaboradores,
mediante una constriccion con sutura (Grelik, Bennett, et al., 2005), y usada como
modelo para evaluar los cambios en la inervacion del labio inferior posteriores a la
lesion en ratas. Ademas, encontré que dichos cambios coinciden temporalmente
con un aumento de acicalamientos orofaciales, como signo de dolor espontaneo,
proponiendo este modelo como una alternativa util para el estudio del dolor
neuropatico trigeminal. La lesion del nervio mentoniano en ratas ha sido utilizada
para evaluar distintos mecanismos involucrados en alteraciones sensoriales
causadas por dolor neuropatico orofacial, desde la periferia hasta niveles centrales
(Piao et al.,, 2006; Taylor & Ribeiro-Da-Silva, 2011), realizando también
modificaciones en la técnica de lesion, a partir de la transeccién del nervio (Piao et
al., 2006; Takahashil et al., 2011; Zuniga, 1999), o su lesion por aplastamiento
(Barghash, Larsen, Al-Bishri, & Kahnberg, 2013; Li et al., 2012; Savignat et al.,
2008).

A pesar del uso de los modelos ya mencionados, el abordaje de estos se ha
limitado a la evaluacion del componente sensorial del dolor, dejando de lado sus
componentes afectivo/motivacional y cognitivo. En un proyecto anterior del
laboratorio, se caracterizaron los efectos multidimensionales de la lesion por

constriccién del nervio mentoniano en un modelo de rata (Montes-Angeles et al.,
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2017). En dicho estudio se encontr6 que el modelo de constriccion del nervio
mentoniano es suficiente para generar alteraciones en las dimensiones sensorial,
afectiva/emocional y cognitiva. En el caso de la dimension sensorial, se observaron
conductualmente signos de dolor espontaneo, asi como de alodinia mecanica e
hiperalgesia. Con respecto a la dimension emocional, se observo que la lesion
provocaba una disminucion en la motivacion por el consumo de una recompensa
dulce, como signo de anhedonia y, en el caso de la dimension cognitiva, los
resultados mostraron que las ratas lesionadas tenian dificultades para adaptar su
comportamiento ante los cambios en las reglas en las tareas conductuales

realizadas.

Otra de las limitaciones a las que se ha enfrentado el estudio del dolor
neuropatico orofacial, es el uso predominante de modelos en rata, y a la falta de
modelos implementados en ratén. Una de las principales ventajas que tiene el
empleo de ratones en el estudio del desarrollo del dolor crénico es la posibilidad de
uso de lineas de ratones transgénicos, en los que se pueden manipular variables
muy especificas (Rigaud et al., 2008). En respuesta a este problema, Hardt et al.
(Hardt, Fischer, Vogel, Wilken-Schmitz, & Tegeder, 2019) desarrollaron en ratones
el modelo de lesién del nervio infraorbitario en su porcién distal propuesto por Ding.
En este estudio, se encontré que la lesion genera alodinia térmica y mecénica, y

una mayor duracion en la memoria aversiva a estimulos mecanicos.

En ratones, los eventos posteriores a la lesién trigeminal no han sido
completamente descritos o caracterizados. En el caso del modelo de lesion por
constriccién del nervio mentoniano, el uso de ratones también ha sido escaso, y
limitado a la evaluacién del componente sensorial del dolor neuropético. Seino
(Seino, Seo, Maeda, & Someya, 2009), empleé esta lesién en ratones, y evaluo
conductual e histolégicamente sus efectos. Observaron ademas una disminucion en
el umbral de respuesta a estimulos mecanicos, asi como cambios en la distribucién

de Sustancia P en el ganglio trigeminal.

Se ha propuesto que el origen de las alteraciones cognitivas y emocionales

reportadas es diferente con respecto al tipo de dolor que se padece. Mientras que
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en el caso del dolor agudo estas alteraciones parecen derivar de una limitacion de
los recursos atencionales por una hipervigilancia al dolor (Attal, 2014; Lavie, 2005),
en el dolor cronico éstas se han asociado a modificaciones maladaptativas a nivel
del sistema nervioso central. Estos cambios pueden ser a largo plazo y permanecer
incluso en casos en los que el dolor remite (Miguel Pais-Vieira, Lima, & Galhardo,
2009; Schwartz et al., 2014).

En relacion con las respuestas acorde a los estimulos salientes, se sabe que
son de vital importancia para la conducta flexible orientada a metas (Schepers et
al., 2017). Sin embargo, se ha observado que, en modelos de roedores de una
lesion del nervio ciético, al realizar una tarea que evalla el tiempo de reaccion a
estimulos visuales, éste estd aumentado, ademas de que el nimero de respuestas
correctas esta disminuido con respecto a un grupo control, como signo de falta de

adaptacién (Higgins et al., 2015).

Por otro lado, la participacion de diferentes estructuras centrales en el
procesamiento del dolor, ademas de su asociaciébn con procesos cognitivos y
emocionales han permitido establecer relaciones entre dolor y alteraciones
sensoriales, cognitivas y afectivo-emocionales. Una de las estructuras asociadas al
procesamiento motivacional y afectivo del dolor es el tAlamo, a través de complejo
parafascicular (Pf), parte de los ndcleos intralaminares, mediante sus aferencias
provenientes de vias somatosensoriales y sus proyecciones dirigidas a regiones

corticales paralimbicas y asociativas (Jeanmonod & Morel, 2009).

En roedores, la participacibn de los nucleos intralaminares en el
procesamiento sensorial del dolor ha sido evaluada en ratas. Saadé demostré que,
después de realizar una lesién en el nervio ciético, las lesiones o el bloqueo de los
nacleos intralaminares atenuaban los signos de dolor neuropético en respuesta a
estimulos mecéanicos y térmicos (Saadé et al.,, 2007). Adicionalmente, se ha
encontrado que la administracion de morfina en Pf aumenta el umbral de retraccion
y las vocalizaciones ante la aplicacion de un choque eléctrico en la cola en un

modelo de rata (Harte, Lagman, & Borszcz, 2000).
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Asimismo, el talamo intralaminar ha sido descrito como una estructura
mediadora de cambios atencionales a estimulos multimodales salientes (Matsumoto
et al., 2001), asi como de la seleccion de acciones apropiadas en respuesta a estos
(Kato, 2011, 2018).

Como se menciond previamente, Mandelbaum caracterizé la organizacion
del nucleo parafascicular y, con base en sus -caracteristicas anatomicas,
transcripcionales y electrofisiologicas, asi como las propiedades de sus conexiones
con distintas partes del estriado, atribuyd sus funciones en tres circuitos distintos:
Limbico, de asociacibn y somatosensorial (Mandelbaum et al., 2019). Esta
orientacion multidimensional anatémica y funcional, ademas de su participacion en
diferentes componentes del dolor en condiciones de salud y patoldgicas, podrian
hacer a los nucleos intralaminares una estructura de gran relevancia para el
procesamiento del dolor, y formar parte de los circuitos involucrados en el desarrollo

de su cronicidad.

3. JUSTIFICACION

El dolor crénico es una condicion debilitante para quien lo padece, y disminuye
considerablemente su calidad de vida. En el caso del dolor cronico orofacial de
origen neuropatico, este puede resultar como complicacion de otra enfermedad,
infecciones virales o de procedimientos dentales de rutina, como tratamientos de
conductos y procesos quirlrgicos como extracciones y colocacién de implantes,

siendo comunmente la rama mandibular del nervio trigémino la mas afectada.

Una de las complicaciones para el estudio de los mecanismos involucrados
en el desarrollo del dolor neuropético orofacial es la dificultad del abordaje del nervio
mas comunmente empleado, el nervio infraorbitario. Como solucion a este
problema, se han propuesto alternativas de modelos, como son la constriccion del
nervio infraorbitario en su porcion distal y del nervio mentoniano, demostrando que
en ambos casos existen alteraciones sensoriales tanto a nivel periférico como

central.
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Sin embargo, la mayoria de los estudios han sido realizados tomando en
cuenta unicamente la dimension sensorial del dolor que han permitido describir
diferentes procesos que participan en su cronificacion. De esta forma, dejan un
espacio en la evaluacion sus dimensiones afectiva y cognitiva, en las que
clinicamente también existe un impacto importante y que afectan directamente la
calidad de vida de quienes sufren de dolor cronico neuropético orofacial. Asimismo,
el uso predominante de un modelo animal (rata), ha limitado el uso de estrategias
experimentales que involucren herramientas como la modificacion de genes

especificos, para la busqueda de mecanismos y alternativas terapéuticas.

Es por esto que es necesaria tanto la implementacion de un modelo de dolor
de acceso y ejecucién simple en ratones, como la caracterizacion multidimensional
de sus efectos. Dicha caracterizacion permitira sentar las bases para la busqueda
de alteraciones en estructuras y circuitos especificos, como es el caso del nucleo
parafascicular del tdlamo y la corteza cingulada anterior, de los cuales se ha
sugerido su participaciéon en el desarrollo de dolor crénico neuropatico en sus
diferentes dimensiones. En este sentido, el establecimiento de las bases
conductuales de un modelo especifico de dolor neuropéatico orofacial, asi como la
evaluacion de las estructuras involucradas en su procesamiento, permitiria también
el estudio de métodos de modulacién especifica a nivel central y periférico, para la
busqueda de alternativas efectivas en el control del dolor y la posible prevencion o

reversion de sus efectos en sus dimensiones sensorial, afectiva y cognitiva.

El presente proyecto pretende caracterizar los efectos conductuales de una
lesion neuropatica de la regién orofacial desde un abordaje multidimensional para
asi determinar la actividad de los sustratos neuronales en los que podrian converger
distintas alteraciones sensoriales, afectivas y cognitivas producidas por dolor

cronico.
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4. HIPOTESIS

La lesién de constriccion del nervio mentoniano induce alteraciones sensoriales
tipicas del dolor neuropéatico. La lesion del nervio mentoniano también altera la
respuesta de adaptacion a estimulos del ambiente, por lo que puede ser utilizado
como un modelo ideal para el estudio de la actividad neuronal de subcircuitos que
subyacen las alteraciones emocionales y cognitivas inducidas por dolor neuropatico

cronico orofacial.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Caracterizar conductualmente desde una perspectiva multidimensional el desarrollo
del dolor crénico neuropatico orofacial producido por una lesién trigeminal en un
modelo de raton C57BL/6.

5.2 Objetivos particulares

e Determinar los cambios en la dimensién sensorial del dolor posterior a una
lesion de constriccion del nervio mentoniano.
o Caracterizar cambios en la respuesta de evitacibn/escape cuando hay dolor
cronico neuropético orofacial.
e Establecer los cambios en procesos cognitivos de adaptacion a:
o Larespuesta a estimulos relevantes.

o Larespuesta a cambios en las exigencias del medio

e Determinar la presencia de cambios en la actividad electrofisiolégica del
ndcleo parafascicular del tAlamo y la corteza cingulada anterior en su porcién

rostral bajo la influencia de la lesion trigeminal en un modelo de cabeza fija.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Sujetos de estudio

Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con las normas del comité
de ética de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala de la Universidad Nacional
Autonoma de México (Oficio: CE/FESI/042015/1043). Se utilizaron ratones macho
y hembra de la cepa C57/BL6, con un peso inicial de 20 a 30 g. Fueron alojados en
cajas de policarbonato en un cuarto con temperatura de 23°C, con agua y alimento
ad libitum. Se dividieron aleatoriamente en dos grupos: el grupo experimental
(cirugia de constriccion del nervio mentoniano, CnM) y el grupo control (cirugia

sham).

6.2 Lesion del nervio mentoniano

Para la lesion de constriccion crénica, los animales fueron anestesiados con una
inyeccion intraperitoneal de Ketamina/xilacina (en una solucion de 1.18 mL Ket +
0.59 mL xil en 10 mL de solucion salina) en una dosis de 0.1 mL/10 g de peso. La
cirugia se realizé con control visual directo. Se realizé una incision en la piel facial
sobre la mandibula para la exposicion del nervio mentoniano (figura 1). Una vez
localizado, su constriccion fue hecha con una ligadura con sutura de catgut crémico
4-0, pasando la sutura por debajo del nervio y realizando un nudo. Posteriormente,
la incision fue suturada y se administré tratamiento antibidtico a una dosis de 0.3 mL
de Baytril 2.5%/kg/dia via intraperitoneal. Para el grupo control, en la cirugia sham
se realiz6 la misma incision, se observé el nervio mentoniano sin ligarlo, y la incision
fue suturada. Ambas cirugias, de constriccion del nervio mentoniano y aparente

(sham), fueron hechas del lado derecho, dejando el lado izquierdo intacto.
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Incisiéon

Nervio mentoniano

Constriccion Sutura

Figura 5. Lesion de constriccion del nervio mentoniano. Las flechas indican la ubicacion del

nervio mentoniano en el panel superior derecho, y del nudo de sutura, en el panel inferior izquierdo.

6.3 Evaluacion de ladimensiéon sensorial

6.3.1 Evaluacion de respuestas espontaneas (observacion de la conducta de

acicalamiento)

Los ratones fueron colocados individualmente en un cilindro de acetato transparente
de 15cm de diametro y 25cm de altura y se colocaron dos espejos en la parte
posterior, en un espacio iluminado. Previa habituacion a dicho espacio por 10
minutos, los ratones fueron videograbados durante 10 minutos. Para evaluar la
conducta de respuesta espontanea, se identificaron los episodios de acicalamiento
orofacial, es decir, aquellos episodios en los que las patas delanteras del roedor
entraban en contacto con la region orofacial. Dichos eventos fueron cuantificados
en numero y duracion y, para ser incluidos en las mediciones no debian estar
precedidos o sucedidos por acicalamientos en el resto del cuerpo (Kristof Deseure
& Hans, 2015).
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6.3.2 Evaluacién de respuestas provocadas (prueba de estimulaciéon
mecanica)

Los ratones fueron colocados individualmente en cajas plasticas transparentes de
17cm x 9cm x10cm y se permitié su habituacion a la caja por 10 minutos mas. Se
utilizé una serie graduada de filamentos de von Frey para la aplicacion de estimulos
mecanicos. La fuerza necesaria para doblar cada uno de los filamentos era: 0.4g,
0.69, 19, 1.4q, 29, 449, 69, 8g y 10g. Para habituar a los ratones a los movimientos
del observador con los filamentos, cada 30 segundos, durante 10 minutos, el mango
de los filamentos era posicionado dentro de la caja, sin aplicar el estimulo sobre el
ratdbn. La aplicacion de los estimulos se realizé mientras los ratones no se

encontraban en movimiento.

Se estimulé bilateralmente la region mentoniana de los ratones con los
filamentos, aplicandolos en orden ascendente, y su respuesta fue graduada
asignandole un puntaje, de acuerdo con la escala propuesta por Vos (Vos et al.,
1994):

0, en ausencia de respuesta
1, si el ratdn detectaba el estimulo
2, si existia una reaccioén de retroceso

3, ante una reaccioén de escape al filamento (el roedor evitaba el contacto posterior),

o de ataque a este

4, si se presentaba una conducta de acicalamiento prolongado posterior a la
aplicacion del estimulo (si las patas delanteras contactaban con el area al menos

tres veces).
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6.4 Evaluacion de ladimension afectiva
6.4.1 Tarea de evitacion/escape

Para evaluar el componente afectivo/emocional en diferentes momentos posteriores
ala cirugia se utilizo el paradigma conductual de evitacién/escape (LaBuda & Fuchs,
2000). Dicho paradigma permite al animal elegir un ambiente asociado con la
aplicacion de un estimulo mecéanico sobre la region del lado en el que se realiza la
cirugia o sobre una region no operada. Si el animal huye de la estimulacion de la
zona afectada, permanecera mas tiempo del lado iluminado a pesar de que el animal
prefiera de forma natural el lado oscuro. Por lo tanto, la naturaleza aversiva del dolor
puede medirse a traveés de la evitacion o el escape de una locacién que es preferida

normalmente.

Los sujetos fueron colocados individualmente en una caja de plexiglas,
dividida en dos compartimentos comunicados, uno de ellos oscuro y el otro
iluminado con luz blanca; y se les permitio libre movimiento durante los 20 minutos
de duracion de la tarea, previa habituacion a la caja por 10 minutos. El estimulo
mecénico consistio en la aplicacion de un filamento de von Frey de 1.4g sobre la
region mentoniana a un intervalo constante de 15 segundos. Si el animal se
encontraba en el lado oscuro de la camara, el estimulo era aplicado sobre la region
del lado del cual se realiz6 la lesién, y si se encontraba del lado luminoso, se
aplicaba sobre una region corporal diferente, no operada (figura 6). Se registro la
cantidad de tiempo que los animales pasaron en el lado luminoso de la camara
mediante sensores infrarrojos durante los 20 minutos de duracion de la tarea. Dicha
evaluacion tuvo lugar antes de realizarse la constriccion, asi como 4, 8, 15, 22, 29,
36 y 43 dias posteriores a la cirugia de lesién del nervio mentoniano.

29



AN

Lado iluminado Lado oscuro (estimulacion
(Estimulacién en en la region lesionada)
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Figura 6. Representacion de la tarea de evitacion-escape

6.5 Evaluacién de conductas de bienestar general

Para determinar si el bienestar general de los ratones era afectado por la lesion de
constriccidon del nervio mentoniano, se implementaron las tareas de construccion de
la madriguera y construccion del nido. Dichas conductas son consideradas
“actividades de la vida diaria”, y fueron propuestas por Deacon y cols., como una
forma de evaluar su deterioro como signo de una disfunciéon conductual (Deacon,
2006, 2012) Para latarea de construccion de la madriguera, se emplearon cilindros
plasticos de 20cm de largo x 7cm de diametro, con uno de los extremos sellado. El
extremo abierto estaba ligeramente elevado del piso mediante dos tornillos
metalicos de 5¢cm, con una distancia de 2cm entre ellos (figura 7). La duracion de la
evaluacion fue de dos horas, comenzando dos horas antes del cambio de ciclo a
fase oscura. Los cilindros se llenaron con 200g de alimento estandar, y fueron
colocados individualmente en cajas plasticas, sin alimento extra fuera de los
cilindros y con agua ad libitum. Cada uno de los animales fue colocado en una caja
y, transcurridas dos horas, el cilindro fue removido y se midié la cantidad de alimento
desplazado hacia el exterior del cilindro. Dicha tarea consistié en una sesion de
habituacion, una sesion pre-quirdrgica y tres sesiones posteriores a la lesion del

nervio mentoniano (5, 7 y 21 dias).
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Alimento a
desplazar

Figura 7. Equipo empleado para la evaluacion de construccion de la madriguera. Consiste en
un tubo plastico, cerrado en uno de los extremos y, en el otro, dos tornillos para elevarlo y minimizar
el riesgo de que el alimento sea desplazado por movimientos no asociados a la conducta de a
evaluar.

Evaluacion de construccion del nido: después de la conducta anterior, en la
misma caja se colocdé material para la construccion del nido (dos hojas de papel
higiénico de 9.5cm x 10cm). Los resultados fueron evaluados a la siguiente mafiana,

mediante la asignacion de un puntaje de complejidad del nido construido:
1, si el material de construccion del nido estaba intacto.

2, si el material estaba parcialmente rasgado.

3, si el material estaba desgarrado, pero no habia un nido identificable.
4, si existia un nido identificable, pero de superficie plana.

5, si existia un nido identificable, con apariencia de crater.

Dicha prueba fue realizada durante los mismos dias de evaluacion de la tarea

de excavacién de la madriguera.
6.6 Evaluacion de la dimensién cognitiva

6.6.1 Tarea switch

Los experimentos descritos a continuacién se realizaron en una caja operante
(figura 8). Una de las paredes tenia dos luces frontales y dos puertos con un emisor
infrarrojo asociado a un sensor, el cual registraba constantemente la entrada de la
sefal. Dicho circuito era interrumpido con la introduccion del hocico del ratén en el

puerto, conducta denominada “nose poke” (NP), que fungié como la respuesta que
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dicho animal debia emitir ante un estimulo. En la pared opuesta, se encontraba un
puerto dispensador de recompensas (solucién de sacarosa al 5%), que también
contaba con un sensor infrarrojo que detectaba cuando el roedor ingresaba a beber
su recompensa. Dicha caja operante fue controlada mediante las interfaces de los

programas Arduino y Matlab.

Bocina

Solucion de
sacarosa

F— Luces

i— Puertos
i "nosepoke

Figura 8. Caja operante. El equipo cuenta con un altavoz, dos luces frontales, dos puertos infrarrojos
en donde el roedor debe introducir el hocico y un puerto de recompensas, en donde se administra
una solucion de sacarosa. Imagen elaborada con BioRender®

Para evaluar la respuesta de los roedores a estimulos relevantes, se utilizé
una tarea de tipo switch basada en la propuesta por Leenaars (Leenaars et al.,
2012). En la fase inicial del entrenamiento, los roedores fueron entrenados para
asociar la conducta NP con la obtencion de una recompensa de sacarosa. Una vez
que los ratones lograron una relacién de 15-20 NP en sesiones de 10 minutos se
consider6 que establecieron dicha asociacién. Posteriormente, se llevé a cabo una
tarea de discriminacion en la cual el sujeto debia distinguir entre dos estimulos (tono
1: 100Hz, tono 2:200Hz) para decidir hacia cual puerto dirigirse (puerto A o B). En
unatesis previa en el laboratorio se determiné que estos tonos pueden ser utilizados
para la tarea ya que el animal los puede detectar y discriminar correctamente
(Herrera, 2018).
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La tarea comenzaba con la presentaciéon, durante un segundo, de alguno de
los dos estimulos, el estimulo que se presentd primero fue elegido al azar mediante
programacion. Si el animal se dirigia al puerto correcto (i.e. puerto A si recibio el
tono 1, puerto B si recibio el tono 2), este ensayo era considerado como correcto y
el animal debia ir al puerto de recompensas para recibirla. Si se dirigia al puerto
contrario, el ensayo era considerado como erréneo, la recompensa no era liberada
y el estimulo era nuevamente presentado después de 5s. En el caso de que el
animal no respondiera en una ventana de tiempo de 5 segundos, dicho ensayo era

considerado una omision (figura 9).

Los animales fueron evaluados en sesiones de 30 minutos. Con el fin de
evitar que la presentacion del estimulo switch se volviera predecible, el cambio en
el tono se realizaba al azar entre el ensayo 2 al 4; en un proyecto piloto
determinamos que este era el nUmero ideal de ensayos para observar la conducta
de cambio en el tiempo de sesién que utilizamos (datos no mostrados). Asi, la
estructura de la tarea permiti6 tener ensayos en los que el ratén, de forma
inesperada, debia cambiar su estrategia de respuesta (i.e. dejar de responder
continuamente en el mismo puerto, para dirigirse al otro). A estos ensayos los
denominamos ensayos “switch” (ver figura 9). Como cada bloque tenia al menos 2
ensayos del mismo tono, el tercer ensayo fue elegido como el ensayo de cambio
(switch) o el de repeticion. Para el andlisis de esta conducta, se tomaron en cuenta
unicamente los ensayos “switch”, en los que se calculd la fraccién de respuestas
correctas, la latencia de respuesta, definida como el tiempo transcurrido entre la
presentacion del tono y la respuesta del raton en el puerto NP; asi como los ensayos
de omisién, es decir, aguellos ensayos que no fueron respondidos dentro de la

ventana de respuesta (5 segundos).
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A Tarea de cambio (switch)

Inicio
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Figura 9. Tarea switch. A. Estructura de un ensayo de la tarea. B. La
tarea esta organizada en bloques de ensayos, el ensayo en donde el
estimulo cambiaba, era considerado como ensayo “switch”

6.6.2 Tarea de eleccidon forzada de dos alternativas

Se empleé también una tarea de eleccion forzada de dos alternativas (Two-
alternative forced choice). En ella, como en la tarea switch previamente descrita, los
roedores debian distinguir entre dos estimulos auditivos (tonos 1 y 2) para elegir a
qué puerto dirigirse (puertos A y B). Sin embargo, en esta tarea los ensayos no
fueron realizados de forma agrupada, sino que los tonos por ensayo se aplicaron de
manera aleatoria. Dicha tarea tenia una duracion de 30 minutos. Se calcul6 la

fraccidon de respuestas correctas y el tiempo de reaccion (latencia).
6.6.3 Tarea de cambio de posicion (set shifting)

Una vez que los ratones aprendieron la tarea de eleccion forzada de dos
alternativas, fueron sujetos a una tarea de cambio de posicion de acuerdo con el
protocolo de Kato (Kato et al., 2018). Esta tarea consiste en evaluar el proceso de
adaptacion a cambios en la regla conductual; para tal fin, la Unica regla era
responder en el puerto derecho para obtener la recompensa de sacarosa, es decir,
debe cambiar la estrategia en la que los tonos eran determinantes para la respuesta
y recompensa y enfocarse en sélo responder al puerto derecho de forma

independiente del tono que recibia (figura 10).
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Figura 10. Tarea de cambio de posicién (set-shifting). Estructura de un
ensayo.

6.6.4 Tarea de aprendizaje en reversa

Posteriormente a la tarea de cambid de posicion ya descrita, los ratones fueron
sujetos a una tarea de aprendizaje en reversa, en donde la regla de aprendizaje de
la tarea de cambio de posicion fue invertida, es decir, los ratones debian dirigirse al
puerto izquierdo, sin importar cuél de los tonos era aplicado, o cuél de las luces

frontales era encendida (figura 11).

Tarea de aprendizaje en reversa

Inicio

Figura 11. Tarea de aprendizaje en reversa. Estructura de un ensayo.

6.7 Registros electrofisiologicos extracelulares en ratones en un modelo de
cabezafija

6.7.1 Implantacion de barra para modelo de cabeza fija y ubicacion de Pf

El sistema de cabeza fija fue disefiado en el software Sketch-up® e impreso con el
software Ultimated Cura 6®. Para la implantacion de la barra en el craneo del ratén,
este fue anestesiado con la solucién de ketamina /xilazina mencionada previamente
y se afeitd la region correspondiente a la piel que cubre el craneo. El animal fue

colocado en un aparato estereotaxico, se realiz0 una incision en sentido
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anteroposterior, se identifico bregma y se registraron las coordenadas para la region
del ndcleo parafascicular del talamo (AP -2.2mm, ML £0.7mm, DV -3mm)
contralateral a la lesioén del nervio mentoniano. Una vez ubicadas las coordenadas,
se realiz6 una trepanacion de 1x1 mm y se cortaron las meninges para exponer la
superficie del cerebro (figura 12). Posteriormente, la barra para fijar al ratéon al
sistema conductual se cement6 sobre la superficie del craneo con resina dental
(Ketac Cem®), dejando libre la trepanacion para el registro neuronal y esta fue
cubierta temporalmente por silicon dental (Xantopren®). Se administré antibiético a

una dosis de 0.3 mL de Baytril 2.5%/kg/dia via intraperitoneal.

Para corroborar que las coordenadas eran las correctas, se administr
Fluorogold (FG) al 1% (400nL) mediante una inyeccion por iontoforesis (2-8 yA por
5-8 minutos, con pulsos de 5s). Posteriormente, el animal fue perfundido, fijado con
paraformaldehido al 4%y el cerebro fue removido. Se cortaron secciones de 40um,

y fueron observadas en el microscopio.

Figura 12. Sitio de registro electrofisiolégico de Pf. Inyeccién de FG
en Pf. Imagen elaborada con BioRender®
El procedimiento de implantacion de la barra para el sistema de cabeza fija
fue realizado también para evaluar la corteza anterior cingulada (ACC) (figura 13).
En este caso, la trepanacién fue realizada en las coordenadas AP +1.6mm, ML

+0.4mm, DV -3mm, y se llevé a cabo el procedimiento antes mencionado.

36



Figura 13. Sitio de registro electrofisiolégico de ACC. Imagen
elaborada con BioRender®

6.7.2 Registros electrofisiolégicos extracelulares

Se utilizé un arreglo de electrodos, que consiste en una punta muy delgada que
contiene 16 microelectrodos (Neuronexus®). El area de registro de cada electrodo
es de 35 um de diametro y 5mm de longitud, y estan distribuidos en una superficie

menor a 500 pm?.

Se empled el procesador de adquisicion multicanal OpenEphys®, sélo las
neuronas individuales con potenciales de accion con una relacién de sefal/ruido
mayor a 3:1 fueron analizadas. Es importante destacar que es posible registrar mas
de una neurona por cada electrodo. Los potenciales de accion fueron aislados en
linea mediante una modificacion del software Kilosort (Matlab/Python) y Wave _Clust
3 (Matlab). Los potenciales de campo local fueron amplificados 1000X, filtrados de
0.7-300Hz y digitalizados a 1KHz.

6.7.3 Esquema de estimulacion mecanica

Los animales fueron sedados con wuna inyeccion intraperitoneal de
Midazolam/Propofol/Fentanilo (en una solucion de 1 mL midazolam, 6 mL propofol,
1.2 mL fentanilo en 10 mL de solucion salina) en una dosis de 0.1 mL/10 g de peso,

y colocados en el sistema de cabeza fija, sostenido en el aparato estereotaxico.

37



Durante el registro se realiz6 estimulacion mecéanica bilateral en la region
mentoniana con filamentos de von Frey (0.4 g, 4 g y 10 g) con un intervalo de 10
segundos entre cada estimulo, en un esquema de 5 estimulaciones por lado. Los
registros electrofisiolégicos en presencia de estimulacibn mecanica fueron
realizados en una sesion prequirdrgica y seis sesiones posteriores a la lesion del

nervio mentoniano (3, 7, 14, 21, 35y 42 dias posteriores a la lesion).
6.8 Andlisis estadistico

Los datos de las figuras mostradas son presentados como promedios + el error
estandar de la media (E.E.M). Los analisis estadisticos fueron realizados usando el
software MATLAB R2017b o GraphPad Prism 6. Para comparar las respuestas
evocadas (prueba de von Frey) se utilizé la prueba de Wilcoxon; de la misma forma
la actividad neuronal de 3 segundos antes y tres segundos después del estimulo
mecanico se comparé usando wilcoxon singed rank test y se determind como
neurona modulada si tenia diferencias significativas. En el caso del indice de
preferencia por el compartimento oscuro en la tarea de evitacion-escape, asi como
la evaluacion del desempefio en las tareas de evaluacion cognitiva a lo largo de los
dias entre el grupo de lesion del nervio mentoniano y el grupo de cirugia sham, se
utilizé una prueba de ANOVA de dos vias, seguida de una prueba post-hoc de
Bonferroni, en el caso de ser necesario. Para analizar el desempefio en las tareas
de evaluacion cognitiva comparando las medias entre grupos, se utilizé una prueba
t de student para muestras independientes. Las diferencias se consideraron

estadisticamente significativas si p< 0.05.
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7. RESULTADOS
7.1 Efecto de la lesion en la dimension sensorial
7.1.1 Lalesion de constriccion crénicainduce signos de dolor neuropatico

Con el objetivo de determinar los cambios en la dimension sensorial, se evalud la
conducta de respuestas espontaneas, asi como de respuestas provocadas por
estimulos mecanicos. En el caso de las respuestas espontaneas, se cuantificaron
los acicalamientos orofaciales, como una conducta representativa de dolor
espontaneo. Las respuestas provocadas por estimulos mecanicos fueron evaluadas
a traves de la aplicacion de una serie de filamentos de von Frey (0.4g, 0.6g, 19,
1.49, 29, 49,69,89,109). La figura 14 muestra los resultados del analisis de las

respuestas orofaciales espontaneas.

El andlisis de los acicalamientos orofaciales se muestra en la figura 14A. Se
observan, en forma de suma acumulada, los eventos de acicalamiento a lo largo de
cada una de las sesiones de videograbacion. Ambos grupos mostraron la tendencia
a disminuir el nimero de acicalamientos; sin embargo, no se observan diferencias
significativas entre los grupos a lo largo de las sesiones después de realizar la
lesion, excepto en el dia 35, en donde el nUmero de eventos de acicalamiento es
mayor en el grupo lesionado. Este comportamiento también es observable en la
figura 14B, que muestra, en forma de un mapa de rastreo, los eventos de
acicalamiento orofacial para cada uno de los ratones, en cada una de las sesiones
de evaluacion, cabe mencionar que es una conducta muy dificil de evaluar; este es

el primer trabajo que muestra este comportamiento espontaneo en raton.
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Figura 14. Evaluacion de las respuestas orofaciales espontaneas. A. Suma acumulativa de
los eventos de acicalamiento orofacial para el grupo lesionado (lineas rojas) y el grupo sham
(lineas azules). B. Eventos de acicalamiento orofacial para cada ratén del grupo sham (panel
superior) y para el grupo lesionado (panel inferior), en cada una de las sesiones de evaluacién.
N=14

Los resultados de la evaluacion a las respuestas provocadas por estimulos
mecanicos se muestran en la figura 15. En ella se observa que un mayor puntaje de

respuesta a los diferentes filamentos en la primera sesiOn post operatoria, para
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ambos grupos. Sin embargo, en el dia 7 post operatorio, el puntaje de respuesta a
los filamentos de menor fuerza es mayor en el grupo lesionado. Estas diferencias
son mas notorias hacia el dia 21 post operatorio, en donde el puntaje de respuesta
es mayor, tanto para los filamentos que ejercen las fuerzas menores, como para los
gue ejercen las mayores, lo que representa un signo de hipersensibilidad (alodinia
e hiperalgesia) mecénica. En las sesiones posteriores, el puntaje de respuesta
disminuy6 para ambos grupos. Sin embargo, en dichas sesiones, este siguio siendo
mayor para el grupo con lesion trigeminal. Estas diferencias se presentaron de
forma bilateral, con una predominancia en la region ipsilateral a la lesién, y

ocurrieron en todas las sesiones posteriores a la cirugia.

Prueba de Von Frey I [l Sham

Dia-1 Dia3 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35 Dia 42

Ipsilateral

04061142 4 681004061142 4 681004061142 4 68 1004061142 468 1004061142 4 6810 040611424 68 10040611424 6810040611424 6810 __

B A S G P

Contralateral

° 04061142 4 6 810 04061142 4 68 10 04061142 4 6 810 04061142 468 1004061142 4 6810040611424 68100406114 24 68 10040611424 63810

Fuerza aplicada (gf)

Figura 15. Evaluacion de las respuestas provocadas por estimulos mecanicos. Se observa
el puntaje de respuesta para cada fuerza aplicada en la regién ipsilateral (panel superior) y
contralateral (panel inferior) a la lesion, *wilcoxon, p<0.05. N=14.
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7.2 Efecto de lalesion en la dimension afectiva

7.2.1 Lalesién de constriccion del nervio mentoniano modifica la conducta de
evitacion/escape

Para evaluar la dimension afectiva/emocional del dolor se emple6 un paradigma de
evitacion/escape, en el cual un ratdon debe elegir entre un lugar asociado a la
aplicacion de un estimulo mecanico aplicado en la regién afectada, y otro asociado
a la aplicacion del mismo estimulo, en una region no lesionada. Dicha evaluacion
se realizO con una sesion pre-operatoria y 7 post operatorias, 4, 8, 15, 22, 29, 36 y

43 dias después de lesionar el nervio mentoniano.

La figura 16 muestra el indice de preferencia por el compartimento oscuro a
lo largo del tiempo de duracion del paradigma, para cada una de las sesiones de
evaluacion. Durante la sesion pre operatoria, 0o dia -1, ambos grupos muestran
preferencia por el lado oscuro, en el que se aplico el estimulo en la region
mentoniana derecha. En el dia 4 post operatorio, dicha preferencia disminuyé en el
grupo lesionado, y fue menor que la observada en el grupo sham (t—test, p<0.05),
cuya preferencia por el compartimiento oscuro fue similar a la mostrada en la sesion
pre operatoria y se mantuvo asi a lo largo de las demas sesiones. Esto sugiere que
la estimulacién en la region lesionada, que desarrolld hipersensibilidad mecanica,
resulta aversiva para los ratones del grupo experimental, a diferencia de los ratones
no lesionados. Se observé también que, para el grupo con lesion del nervio
mentoniano, la preferencia por el compartimento oscuro se restablecio en el dia 8

post operatorio, y continué en aumento durante las sesiones posteriores.
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Figura 16. indice de preferencia por el compartimento oscuro en la tarea de evitacion/escape

para el grupo lesionado (rojo) y el grupo sham (azul). N=14.

7.3 Efecto de la lesién en la conducta de bienestar general

7.3.1 Lalesion de constriccion del nervio mentoniano no afecta el bienestar
general de los ratones

Para evaluar el impacto de la lesion del nervio mentoniano en el bienestar general
de los roedores, se emplearon dos paradigmas de construccién de la madriguera y

de construcciéon de nido.

En la figura 17A se muestra la cantidad de alimento desplazado, para cada
una de las sesiones de evaluacion. En ellas, los grupos de lesion del nervio
mentoniano y sham muestran un comportamiento similar, sin diferencias
significativas en la cantidad de alimento desplazado, incrementando ésta con el

paso de los dias de evaluacion (t-test,p>0.05).

Con respecto a la conducta de construcciéon del nido, se obtuvieron
resultados similares. Como se muestra en la figura 17B, el puntaje de complejidad

del nido fue similar en ambos grupos, para cada una de las sesiones de evaluacion.
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Figura 17. Evaluacién de las conductas de bienestar general. A. Cantidad de alimento
desplazado en la conducta de construccién de la madriguera. N=16. B. Puntaje de complejidad

del nido construido. N=16.

7.4 Efecto de la lesién en la dimension cognitiva

7.4.1 Lalesion de constriccion del nervio mentoniano altera el tiempo de
respuesta a estimulos relevantes

La evaluacion de la respuesta a estimulos relevantes se realiz6 a través de una
tarea de cambio (switch). En ella se analiz6 la respuesta al estimulo switch o de

cambio, es decir, aquel tono que era diferente del bloque de tonos antes presentado.

Se calculé la latencia a las respuestas tanto correctas como incorrectas.
Dicho periodo comprende el tiempo que transcurre entre la presentacién del tono
switch y la llegada del roedor al puerto de respuesta. La figura 18 muestra el
desemperio de los ratones en la tarea switch. La figura 18A muestra la funcion de
distribucion acumulada de la latencia de respuesta para ambos grupos, tomando en
cuenta tanto las respuestas correctas como las incorrectas. Se encontré que, para
el caso de las respuestas correctas, la latencia fue mayor en el grupo lesionado (t-
test, p>0.05). Sin embargo, la latencia cuando las respuestas eran equivocadas fue
menor para el grupo lesionado. Estas diferencias también se observaron al

comparar los promedios entre grupos, como muestra la figura 18B.
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Ademas, se analizaron de forma independiente aquellos ensayos que no
fueron respondidos hasta 5 segundos después de la presentacion del tono. Dichos
ensayos fueron denominados ensayos de omision, y son presentados en la figura
18C. La figura muestra que el grupo lesionado tuvo un mayor namero de ensayos
de omision, con respecto al grupo control, en bloques de 4 sesiones cada uno. La

diferencia se redujo en los ultimos bloques de sesiones.

Para evaluar el aprendizaje en la tarea, se calculé la fraccién de respuestas
correctas, es decir, el cociente de los ensayos respondidos correctamente entre el
total de respuestas emitidas. En el caso de esta tarea, los animales mostraron un
desempefio similar (figura 18D). Sin embargo, hacia el ultimo bloque de sesiones,

ninguno de los dos grupos habia alcanzado el criterio de aprendizaje establecido.

Con el objetivo de determinar el papel de la motivacion sobre el desempefio
de los ratones, se evalué el niumero de ensayos respondidos a través de las
sesiones, fueran éstos correctos o incorrectos. La figura 18E muestra que los grupos

no presentaron diferencias en el nimero de intentos para obtener una recompensa.
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Figura 18. Evaluacién de la tarea de cambio (Switch). A. Funcion de distribucién acumulada
de latencia a respuestas correctas (lineas gruesas) y a respuestas incorrectas (lineas delgadas),
para el grupo lesionado (CnM) y el grupo control (Sham). B. Promedio de latencias a respuestas
correctas e incorrectas. C. Niumero de ensayos no respondidos en el tiempo requerido
(omisiones) a lo largo de las sesiones de evaluacion. D. Fraccion de respuestas correctas a lo

largo de las sesiones. E. Numero de respuestas emitidas a lo largo de las sesiones. N=9.
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7.4.2 Efecto de lalesidén en una tarea de discriminacién simple

Durante la tarea de eleccion forzada de dos alternativas se encontraron diferencias
en la latencia a las respuestas correctas a lo largo de los dias, siendo menor en el
grupo experimental (figura 19A). Sin embargo, al evaluar la latencia cuando los
ensayos fueron incorrectos, se encontré que esta fue mayor para el grupo control
(p=0.0086), como se observa en la figura 19B. Estas diferencias fueron significativas
a partir del tercer bloque de sesiones. Al comparar el promedio de las latencias entre
grupos, como se presenta en la figura 19C no se observaron diferencias

significativas (p=0.1976).

Por otro lado, se evalud la fraccion de respuestas correctas, encontrando un
desemperfio similar entre los grupos, a lo largo de las sesiones (p=0.4072) y al
comparar los promedios (p=0.1203). Dicha fraccion aumentd progresivamente con
el paso de los dias, y ambos grupos alcanzaron el criterio de aprendizaje establecido
(figura 19D).

En el caso de los ensayos de omision (figura 19E), no se observaron
diferencias significativas a lo largo de los dias (p=0.1705). Al evaluar el nUmero de
respuestas emitidas a lo largo de las sesiones, fueran estas correctas o incorrectas,

se encontrd que este fue similar en las sesiones (p=0.1019).
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Figura 19. Evaluacién de la tarea de eleccion forzada de dos alternativas. A. Latencia a

respuestas correctas para el grupo lesionado (CnM) y para el grupo control (Sham) a lo largo de

las sesiones de evaluacién. B. Latencia a respuestas incorrectas a lo largo de las sesiones de

evaluacion. C. Promedio de latencia a respuestas correctas e incorrectas. D. Fraccién de

respuestas correctas a lo largo de las sesiones. E. Fraccién de ensayos no respondidos a tiempo

(omisiones). F. Numero de ensayos respondidos a través de las sesiones. N=9.
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7.4.3 Lalesion del nervio mentoniano altera la adaptacion alos cambios en
las demandas del medio

Para evaluar la capacidad de adaptacion a nuevas exigencias del medio se empled
una tarea de cambio de posicion (set shifting). En ella, después de haber adquirido
la asociacion entre un tono y un puerto de respuesta, los ratones debian responder
a un solo puerto, independientemente del tono presentado, funcionando éste
Unicamente como indicador para emitir dicha respuesta. Para esta tarea se evaluo
la latencia a ensayos respondidos de forma correcta, incorrecta, la fraccion de
ensayos respondidos correctamente, la fraccion de ensayos no respondidos
(ensayos de omision), y el numero de ensayos respondidos. Se tomd como criterio
de aprendizaje aquella sesién en la que los ratones alcanzaron el 70% de ensayos

respondidos correctamente.

Como se muestra en la figura 20A, el tiempo de respuesta fue distinto entre
ambos grupos: se observo, para todas las sesiones, una latencia aumentada a las
respuestas correctas en el grupo lesionado con respecto al control (p<0.0001), al
igual que una latencia mayor al evaluar el promedio de todas las sesiones
(p=0.0004) (figura 20C). De manera interesante, se encontré que dicha condicién
estaba invertida cuando la respuesta era incorrecta, es decir, los ratones lesionados
presentaron una latencia menor a los ensayos incorrectos. Dichos resultados se
mantuvieron desde la primera hasta la tltima sesién de entrenamiento (p<0.0001),
sin haber diferencias en la comparacion de promedios entre los grupos (p=0.0988)
(figuras 20B, 20C).

En la tarea ya mencionada, se observo una fraccion de respuestas creciente
para ambos grupos (p=0.8433), en donde estos alcanzaron el criterio de aprendizaje
de forma similar (figura 20D). Se observo también un nimero similar en los ensayos
no respondidos (p=0.0197; p=0.6834), que fue decreciendo conforme avanzaban
las sesiones (figura 20E). Asimismo, como muestra la figura (20F), los grupos no

mostraron diferencias en el nimero de respuestas a lo largo de las sesiones.
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Figura 20. Evaluacién de la tarea de cambio de posicién (Set Shifting). A. Latencia a

respuestas correctas para el grupo lesionado (CnM) y para el grupo control (Sham) a lo largo de

las sesiones de evaluacion. B. Latencia a respuestas incorrectas a lo largo de las sesiones de

evaluacion. C. Promedio de latencia a respuestas correctas e incorrectas. D. Fraccion de

respuestas correctas a lo largo de las sesiones. E. Fraccién de ensayos no respondidos a tiempo

(omisiones). F. NUmero de ensayos respondidos a través de las sesiones. N=9.
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En el caso de la tarea de aprendizaje en reversa, la regla de la tarea de
cambio de posicion fue invertida, para que los ratones se dirigieran al puerto
contrario, independientemente de cudl de los dos tonos era presentado. En esta
tarea, (figura 21A), la latencia de respuesta fue similar entre ambos grupos cuando
la respuesta era correcta (p=0.3939). Sin embargo, al evaluar la latencia a las
respuestas incorrectas (figura 21B) se observé un fenébmeno similar al encontrado
durante la tarea de cambio de posicidn: la latencia era menor en el grupo lesionado,
siendo dicha diferencia significativa en todas las sesiones de evaluacion (p=0.0084;
p=0.4859).

Con respecto a la fraccidon de respuestas correctas (figura 21D), se observé
un aumento progresivo para ambos grupos a lo largo de las sesiones, en las que
estos lograron alcanzar el criterio de aprendizaje. Se observa también, en la figura
21E, que la fraccion de ensayos de omision fue similar entre los grupos (p=0.1010).
Asi mimo, se encontré que, para esta tarea, el nimero de respuestas emitidas

tampoco fue diferente entre los grupos experimental y control (figura 21F).
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Figura 21. Evaluaciéon de la tarea de Aprendizaje en Reversa. A. Latencia a respuestas
correctas para el grupo lesionado (CnM) y para el grupo control (Sham) a lo largo de las sesiones
de evaluacién. B. Latencia a respuestas incorrectas a lo largo de las sesiones de evaluacién. C.
Promedio de latencia a respuestas correctas e incorrectas. D. Fraccion de respuestas correctas
a lo largo de las sesiones. E. Fraccion de ensayos no respondidos a tiempo (omisiones). F.

Numero de ensayos respondidos a través de las sesiones. N=9
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7.5 Registros electrofisiologicos en el modelo de cabeza fija en ratones
lesionados
Las figuras 22 y 23 muestran la frecuencia de disparos registrada en el ndcleo
parafascicular, en la region ipsilateral y contralateral a la constriccion del nervio
mentoniano, respectivamente. La actividad fue normalizada a puntaje Z en cada una
de las sesiones de evaluacion, para cada una de los estimulos aplicados en la region
mentoniana. Se muestra también, para ambas figuras, la media poblacional de las

neuronas moduladas.

A partir del dia 14 posterior a la lesion, para la estimulacion en la region ipsilateral
a la constriccién, se observan cambios en la frecuencia de disparo en los 2.5 segundos
posteriores a la estimulacion. Se observa también que, mientras en el dia 14, dicha
modulacidén es mas notoria al aplicar el estimulo de mayor intensidad, en el dia 21 lo

es al aplicar el estimulo de menor intensidad.

En el caso de los registros al estimular la region contralateral a la lesion, los cambios
en la frecuencia de disparo también se observan a partir del dia 14, mostrandose con
mayor claridad en el dia 21, en los primeros 2.5 segundos posteriores a la aplicacion

del estimulo de menor intensidad.

Para cuantificar la proporcion de neuronas que estaban siendo moduladas, se
empled la prueba de Wilcoxon (p<0.05). La figura 24 muestra que, mientras que en el
dia 3 hubo un bajo porcentaje de neuronas que respondieron en el nucleo
parafascicular, este aumento en las sesiones posteriores. Asimismo, el porcentaje de
neuronas moduladas fue mas alto en la aplicacion del filamento de mayor fuerza en la
mayoria de los casos, siendo mayor con la aplicacion contralateral. La mayor
proporcion de neuronas moduladas se encontré hacia el dia 14, no solo para la
aplicacion de los estimulos con el filamento de mayor fuerza, sino también para la

aplicacion de los estimulos de menor intensidad.
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Figura 22. Actividad en Pf durante estimulaciobn mecéanica ipsilateral en ratones
lesionados (ipsilateral). Frecuencia de disparo convertida a puntaje Z a la aplicacién de
estimulos mecanicos, y media poblacional de neuronas moduladas a lo largo de 7 sesiones de
evaluacion. La linea vertical en t=0 indica la aplicacion del estimulo mecanico.
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Figura 23. Actividad en Pf durante estimulacién mecéanica contralateral en ratones
lesionados (contralateral). Frecuencia de disparo convertida a puntaje Z a la aplicacion de
estimulos mecénicos, y media poblacional de neuronas moduladas a lo largo de 7 sesiones de

evaluacion. La linea vertical en t=0 indica la aplicacién del estimulo mecéanico.
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Figura 24. Neuronas moduladas en Pf bajo estimulacién mecénica posterior a la lesion

del nervio mentoniano. Porcentaje de neuronas moduladas para la aplicacion de diferentes
estimulos mecanicos ipsilateral y contralateral a la lesion.

La frecuencia de disparo calculada de los registros realizados en ACC se presenta en la
figura 25, mientras que en las figuras 26 y 27 se muestra la media poblacional de neuronas
moduladas. En ellas, se compara a un grupo lesionado contra un grupo control, para los
dias 7 y 14 post operatorios. En el grupo lesionado se observa, hacia el dia 14, un aumento
en la actividad, tanto excitatoria como inhibitoria, dentro de los primeros 500 milisegundos
posteriores a la estimulacion. Esta modulacién ocurrié para la aplicacién de los estimulos
mecanicos de cada una de las fuerzas empleadas. Al comparar el porcentaje de neuronas
moduladas (p<0.05), se observa que este es mayor desde el dia 7 para el grupo lesionado,
y que dicha condicion permanece en el dia 14 (figura 28).
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Figura 25. Actividad en ACC durante estimulacién mecénica en ratones lesionados.
Frecuencia de disparo convertida a puntaje Z a la aplicaciéon de estimulos mecénicos, a lo largo

de 7 sesiones de evaluacion. La linea vertical en t=0 indica la aplicacion del estimulo mecanico.
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Figura 26. Actividad poblacional en ACC durante estimulacibn mecanica en ratones
lesionados. Media poblacional de neuronas moduladas a la aplicacién de estimulos mecanicos

(linea negra), a lo largo de 3 sesiones de evaluacion.
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Figura 27. Actividad poblacional en ACC durante estimulacion mecénica en ratones no

lesionados. Media poblacional de neuronas moduladas a la aplicacion de estimulos mecanicos

(linea negra), a lo largo de 3 sesiones de evaluacion.
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Figura 28. Neuronas moduladas en ACC bajo estimulacién mecanica posterior a la lesién

del nervio mentoniano. Porcentaje de neuronas moduladas para la aplicacion de diferentes

estimulos mecénicos en el grupo lesionado y sham.
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8. DISCUSION

En este trabajo presentamos la caracterizacion conductual, desde una perspectiva
multidimensional, de los efectos de una lesion de constriccion del nervio mentoniano
en ratones, como modelo experimental para el estudio del dolor neuropético
orofacial, asi como las estructuras y circuitos involucrados en su desarrollo y sus
efectos. Para la realizacion este estudio, se emplearon diferentes paradigmas
conductuales que evaluaban los componentes sensorial, afectivo y cognitivo del
dolor, en los que encontramos alteraciones con respecto a un grupo de animales
sanos. Lo anterior es de gran relevancia, pues pasar de evaluaciones conductuales
simples a tareas operantes mas complejas supone una mejor aproximacion para
investigar la experiencia del dolor, sus dimensiones, la interaccion entre ellas y su
procesamiento en estructuras superiores (Fuchs, Peng, Boyette-Davis, & Uhelski,
2014).

8.1 Efecto de lalesion en la dimension sensorial

El modelo de dolor crénico por lesion de constriccion del nervio mentoniano en ratas
fue propuesto por Grelik (Grelik et al., 2005). Este modelo le permitié evaluar, por
medio de un andlisis conductual y, con técnicas de Inmunohistoquimica,
alteraciones sensoriales en el sistema trigeminal posteriores a la lesion.
Posteriormente, en un trabajo anterior del laboratorio (Montes-Angeles et al., 2017),
se evalu6é dicho modelo en la misma especie, tomando en cuenta no soélo la
dimension sensorial, sino también la afectiva y la cognitiva; y se demostr6 que dicha
lesion es capaz de generar alteraciones en cada una de las dimensiones

mencionadas.

Con respecto a la lesion en un modelo de ratones, esta ya ha sido
implementada, pero la caracterizacion de sus efectos ha sido limitada a la dimensién
sensorial (Seino et al., 2009). Esto representa una limitacion en el estudio del dolor,
ya que, de acuerdo con Melzack, tomar en cuenta solamente sus propiedades
sensoriales sin estudiar sus otras dimensiones determinantes, implica un abordaje

incompleto del problema, si lo que se busca es comprender al dolor como una
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experiencia conjunta y extrapolable a lo que ocurre en humanos o en otras especies
(Melzack & Casey, 1968).

Como parte de la caracterizacion del dolor neuropatico en su dimension
sensorial se realiz6 la evaluacién de las respuestas espontaneas de acicalamiento
orofacial. La conducta de acicalamiento es aquella conducta compleja e innata, que
esta involucrada en el mantenimiento de la superficie corporal, en procesos como
la higiene, termorregulacién y comunicacion social. En el caso de estos procesos,
dicha conducta tiene una progresion céfalo-caudal: comienza por el contacto con la
nariz, continia con el resto de la cabeza, el cuerpo y termina con la cola y los
genitales. Asimismo, sigue un patron en cadena, es decir, una vez que es iniciada,
la secuencia tiende a ser completada (Kalueff et al., 2016). Sin embargo, el contacto
dirigido a una regién, que no sigue el patrén en cadena de la conducta de
acicalamiento corporal es empleado como una medida para evaluar las conductas
espontaneas (aquellas no provocadas y que el animal no puede evitar o controlar),
como un signo de dolor espontaneo (Romero-Reyes et al., 2013). En este sentido,
Vos y Strassman (Vos et al., 1994) emplearon esta prueba para evaluar los efectos
de la constriccion del nervio infraorbitario, encontrando que las ratas que tenian
dicha lesién realizaban un mayor nimero de acicalamientos orofaciales y que éstos

tenian una mayor duracion, con respecto a un grupo control.

La evaluaciéon de la conducta de acicalamiento orofacial representa una
herramienta Gtil pues funciona como una medida que sugiere la presencia de dolor
espontaneo (Kristof Deseure & Hans, 2015), una caracteristica importante del dolor
cronico neuropatico. El presente trabajo muestra por primera vez esta evaluacion
aplicada a ratones. En ella, las diferencias entre grupos fueron observadas
unicamente en el dia 35 posterior a la lesion. Esta alteracion conductual podria ser
consecuencia de las alteraciones anatémicas reportadas después de una lesién
trigeminal. Es el caso de la inervacion ectépica por fibras autbnomas observada por
Grelik y colaboradores en ratas con el nervio mentoniano lesionado. Grelik demostro
qgue dicha inervacion alcanzaba un pico maximo de 4 a 6 semanas después de la

lesion. Cabe mencionar que, en el mismo periodo, el nimero de eventos de

60



acicalamiento orofacial también alcanzé un pico maximo (Grelik, Bennett, et al.,
2005), lo que sugiere que estas modificaciones anatomicas podrian estar
involucradas en los cambios en la conducta de acicalamiento orofacial encontrados

en el presente trabajo.

Otro de los elementos de la caracterizacion de los efectos de la lesion en la
dimensién sensorial del dolor, fue la evaluacién de la conducta de respuesta a
estimulos mecéanicos (prueba de Von Frey). En ella, se encontré una respuesta de
hipersensibilidad a la aplicacion de los filamentos, con una predominancia
ipsilateral. Se observd que, a los tres dias post operatorios, ambos grupos
presentaron un aumento en la intensidad de las respuestas a la aplicacion de los
filamentos. Sin embargo, este aumento pudo deberse al efecto del procedimiento

quirargico de incisién y sutura de la region, realizado en ambos grupos.

Hacia el dia siete se observo, para el grupo lesionado, un aumento en el
puntaje de respuesta a las menores fuerzas aplicadas. En el dia 21 se observo que
este aumento de este puntaje se dio tanto para las fuerzas menores como para las
mayores, lo que representa un signo de alodinia. Los resultados mostrados son
consistentes con la hipersensibilidad reportada por distintos autores al lesionar
alguna de las ramas del nervio trigémino, por lo que nuestros resultados confirman
qgue la lesion del nervio mentoniano induce signos conductuales de alodinia e
hiperalgesia. Dicho fenédmeno se ha observado desde el primer dia posterior a la
cirugia (Piao et al., 2006), y continta a lo largo del tiempo, que puede ir desde 28
dias, hasta 16 semanas después (Kim et al., 2008; Li et al., 2012; Piao et al., 2006;
Takahashil et al., 2011). Sin embargo, en este caso, este puntaje se restablece
hacia el dia 42. Esto puede deberse al restablecimiento de ciertas condiciones
observadas en diferentes estudios de lesion trigeminal. Este es el caso del conteo
de células de la microglia y la astroglia en el ganglio trigeminal, que cinco dias
después de realizar la constriccidon del nervio alveolar inferior, aumenta, pero hacia
los 42 dias posteriores a la lesion vuelve a sus niveles basales; y en donde a su vez
se observa el restablecimiento en el umbral de retirada a la aplicacion de estimulos

mecanicos (Kiyomoto et al., 2018). Adicionalmente, se ha encontrado que la

61



activacion de la microglia posterior a la transeccion del nervio alveolar inferior
regresa a sus valores basales entre 28 y 60 dias después de realizar la lesién (Piao
et al., 2006) y que, dentro de un periodo similar, el aumento en la expresion de los
receptores TRPV1, derivado de la lesion del nervio alveolar inferior y mentoniano,
también vuelve a sus niveles iniciales (Kiyomoto et al., 2018), por lo que dichos
fendmenos podrian estar implicados en los cambios a lo largo del tiempo en las

evaluaciones de estimulacién mecanica.

Existe cierta variabilidad en los estudios que reportan el dia de inicio de las
manifestaciones de hipersensibilidad en presencia de lesiones del nervio trigémino.
Mientras que en algunos casos esta se ha mostrado un dia después de lesionar el
nervio (Piao et al., 2006), en otros se ha observado que los roedores pasan por un
periodo de hiposensibilidad que dura alrededor de una semana, y es seguido por
hipersensibilidad a la estimulacion, que se mantiene hasta el final de las sesiones
de evaluacién (Deseure & Hans, 2015; Vos et al., 1994). Tanto la temporalidad como
la duracién del efecto podrian deberse a las variaciones en el material de sutura y
el calibre empleado para la constriccion del nervio, pues se ha reportado que el
efecto de la lesion a nivel sensorial depende de la fuerza de constriccion: si el punto
de sutura no se realiza con la presién suficiente, no se observa una conducta de
tipo doloroso, mientras que, si se ejerce demasiada tension en esta, existe un efecto
de anestesia (parestesia), manifestado a partir de una disminucion en la respuesta
a la estimulacion (Krzyzanowska & Avendafo, 2012), como reportd Seino (Seino et
al., 2009) al constreiiir el nervio mentoniano en ratones empleando sutura de seda
de calibre 5-0, y observar posteriormente un aumento en el umbral de sensibilidad

mecanica.

Por tanto, y de acuerdo con los resultados, el uso de sutura catgut 4-0 en la
constriccién del nervio mentoniano en ratones resulté efectivo para generar un

efecto de alodinia, que se mantiene a lo largo de las sesiones.

Las lesiones en el sistema somatosensorial pueden conducir a una
transmision alterada y desordenada de sefales sensoriales al sistema nervioso

central. En la periferia y a nivel central puede existir un aumento en la facilitaciéon y
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una disminucion en la inhibicion de la transmisidén nerviosa, lo que puede llevar a un
individuo a un perfil pro nociceptivo, involucrando los fenémenos de dolor
espontaneo, alodinia e hiperalgesia similares a los que se observan a nivel clinico
(Colloca et al., 2017). En el caso del dolor neuropatico orofacial, estos fendmenos
se han observado a nivel conductual a partir de lesiones trigeminales, y se han
propuesto diferentes mecanismos involucrados, entre los que estan los cambios en
fibras simpéticas (Grelik, Bennett, et al., 2005), modificaciones fenotipicas que
incluyen cambios en la expresion de canales idnicos tanto en neuronas dafiadas
como no dafiadas (Kim et al., 2008; Zakir et al., 2012), en la expresion de moléculas
de sefializacién (Dieb, Ouachikh, Durif, & Hafidi, 2016; Piao et al., 2006; Takahashil
et al., 2011), de proteinas de membrana (Ouachikh, Hafidi, Boucher, & Dieb, 2018;
Vit, Jasmin, Bhargava, & Ohara, 2006); asi como alteraciones en la modulacion y
fendbmenos de plasticidad (Alshelh et al., 2016; Martin et al., 2010; Mills et al., 2018;
Savignat et al., 2008).

8.2 Efecto en la dimensién afectiva/emocional del dolor

El procesamiento del dolor requiere de la evaluacion sensorial en relacién con su
contexto. La dimension afectiva del dolor esta conformada por el caracter
desagradable de la sensacién, asi como por las emociones involucradas en sus
implicaciones futuras, es decir, el sufrimiento asociado (Price, 2000). Asi, el deseo
por disminuir, escapar o evitar un evento doloroso es indicador de una respuesta

afectiva ante un estimulo nocivo o una lesién (LaBuda & Fuchs, 2000).

Es por lo mencionado anteriormente que se utilizd el paradigma de
evitacion/escape (LaBuda & Fuchs, 2000), ya que fue propuesto como una
alternativa efectiva para investigar la interaccion entre los componentes afectivo y
sensorial del dolor. En él, los ratones debian “elegir’ cual compartimento de la caja
consideraban menos aversivo: uno oscuro, considerado no ansiogénico, en donde
la regién lesionada era estimulada, o un compartimento iluminado, considerado
ansiogénico, en donde se estimulaba una regién corporal diferente a la lesionada.
A diferencia del paradigma de preferencia condicionada de lugar, o del paradigma
de aversion condicionada del lugar, en el paradigma de evitacion/escape, el
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estimulo mecanico es aplicado durante la evaluacién, y no en la sesion previa a la
experimentacion, por lo que representa un conflicto entre la tendencia natural de los
roedores a evitar la luz, por una parte, y por otra, la evitacion de un estimulo que
podria ser nocivo (Bravo, Mico, Rey-Brea, Camarena-Delgado, & Berrocoso, 2016;

Refsgaard, Hoffmann-Petersen, Sahlholt, Pickering, & Andreasen, 2016).

Se contd con una evaluacion previa a la lesion del nervio mentoniano, y siete
sesiones post operatorias, a los 4, 8, 15, 22, 29, 36 y 43 dias, en los que se calculo
el indice de preferencia por el compartimento oscuro. En la sesion pre operatoria,
ambos grupos mostraron preferencia por el compartimento oscuro, una tendencia
natural en roedores en condiciones de salud. Sin embargo, cuatro dias después de
realizar la lesion del nervio mentoniano o la cirugia sham, los ratones lesionados
mostraron una disminucién en el indice de preferencia por el compartimento oscuro,
que se observo desde los primeros cinco minutos de la sesion, y se mantuvo asi
hasta el final de la tarea. Escapar del compartimento oscuro o evitarlo ante la
aplicacion de un estimulo mecanico es una indicacion clara de que dicho estimulo
resulté aversivo para los ratones que tuvieron la constriccion del nervio mentoniano.
Estos resultados son similares a los que se han observado en ratas en presencia
de dolor neuropatico, tres dias después de lesionar el nervio espinal L5 (LaBuda &
Fuchs, 2000), y una semana después de lesionar el nervio ciatico (Bravo et al.,
2016).

Para gque exista una conducta de escape, debe ocurrir la deteccion de una
condicion que suponga una amenaza (Evans, Stempel, Vale, & Branco, 2019), lo
gue requiere la integracion de la informacion somatosensorial y del procesamiento
cognitivo y afectivo, para darle una valencia emocional al estimulo, y poder tomar
una decision conductualmente relevante para responder a este (Price, 2000), en
este caso, escapar o permanecer en uno de los compartimentos. El cambio
conductual, que se observo en la disminucion en la preferencia por el compartimento
oscuro en los roedores con lesion neuropatica no solo sugiere una alteracion en el

procesamiento sensorial, sino que refleja también una alteracion en el
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procesamiento afectivo que, en este caso, le dio el caracter de aversivo al estimulo

mecanico cuando fue aplicado en una region lesionada (LaBuda & Fuchs, 2000).

Con respecto a la temporalidad de los efectos observados, esta es diferente
a la de los efectos en la dimension sensorial, particularmente, en la evaluacién a las
respuestas evocadas por estimulos mecanicos. Esto se debe a que el componente
desagradable del dolor puede estar o no relacionado con la intensidad de la
sensacion (Price, 2000). Asimismo, el deterioro de una dimensién del dolor podria
ocurrir en diferente intensidad que el de otra, mientras que las situaciones
emocionales aversivas pueden procesarse independientemente de la percepcion

sensorial (Bravo et al., 2016).

Como se menciono previamente, en el procesamiento del dolor a nivel central
se ha propuesto la participacion de dos distintos sistemas que pueden actuar tanto
en serie como en paralelo, para dar origen a las dimensiones sensorial, afectiva y
cognitiva del dolor (Price, 2000; X. Xiao & Zhang, 2018). Asi, el sistema medial, es
al que se le ha atribuido el procesamiento de la dimension afectiva del dolor. Este
sistema se proyecta hacia los nucleos de la linea media e intralaminares del talamo,
para llegar a estructuras como ACC. En este sentido, distintos estudios se han
enfocado en investigar el papel de ACC en la dimension afectiva del dolor, mediante
el paradigma de evitacién/escape o tareas similares a dicho paradigma. En ellos
encontraron que una lesion excitotoxica de rACC reduce el efecto aversivo del dolor
cronico inducido por formalina, en un paradigma de evitaciéon condicionada de lugar
(Johansen, Fields, & Manning, 2001), asi como en el paradigma de evitacion/escape
(LaGrazie et. al., 2004).

Adicionalmente, la menor duracion del efecto de la lesion sobre el
componente afectivo, con respecto a la observada en la dimension sensorial resalta
la importancia de cada una de estas evaluaciones pues, como se ha propuesto,
dichas dimensiones pueden ser procesadas de forma distinta en el sistema nervioso
central (Bravo et al., 2016; Gomtsian et al., 2018). Es importante también, mencionar

gue las evaluaciones del componente cognitivo fueron realizadas posteriormente a
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este periodo, para descartar la influencia del componente afectivo sobre el

desempefio cognitivo.
8.3 Efecto de la lesién en la conducta de bienestar general

La conducta de construcciéon de la madriguera, asi como del nido han sido
empleadas como una medida para evaluar aquello que se considera las actividades
cotidianas de un individuo. Es por ello que su alteracion es interpretada como una
disfuncion conductual, generalmente, como sintoma de enfermedad (Deacon, 2006,
2012). En este trabajo, dichas conductas fueron evaluadas en una sesion pre-
operatoria 'y a los 5, 7 y 21 dias post-operatorios. Dichos periodos se eligieron, por
una parte, debido a que se han reportado alteraciones en los primeros 5 dias
posteriores a una lesion neuropética (Deseure & Hans, 2018); y por otra, de acuerdo
con los resultados de la evaluacion de respuesta a los filamentos de von Frey, en la
que las diferencias en el puntaje se observaron en el dia 7 y fueron mayores hacia

el dia 21 post-operatorio.

Como se describid en los resultados (figura 17), la lesion de constriccién del
nervio mentoniano no produjo alteraciones en ninguna de las dos conductas, en
ninguno de los dias de evaluacion, a diferencia de lo que ha sido observado en
ratas, en modelos de dolor por agentes quimioterapéuticos, inflamatorios y lesiones
de nervios espinales (Andrews et al., 2012; Whittaker, Lymn, Nicholson, & Howarth,
2015). Estos resultados han sido diferentes también, del modelo de dolor orofacial
a partir de la lesién del nervio infraorbitario, en donde, cinco dias después de inducir
dicha lesion, la cantidad de alimento desplazado del tubo plastico (construccion de
la madriguera) disminuye, como signo de detrimento en el bienestar general de los
roedores (Deseure & Hans, 2018). La ausencia de diferencias significativas en esta
conducta después de la lesion del nervio mentoniano resulta benéfica para el
modelo desarrollado, pues este permite observar alteraciones sensoriales, afectivas

y cognitivas, sin generar un dafo severo en el bienestar general de los ratones.
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8.4 Efecto de la lesidn en la dimension cognitiva

Para experimentarse conscientemente, el dolor requiere de procesos cognitivos. Asi
la dimension cognitiva o componente cognitivo-evaluativo del dolor involucra al
aprendizaje y el recuerdo de experiencias, ademas de funciones ejecutivas, como
la toma de decisiones, atencion y flexibilidad conductual (Moriarty et al., 2011). En
presencia de dolor, las deficiencias cognitivas son una de las consecuencias
referidas por los pacientes, y reportadas en estudios clinicos y de laboratorio. Sin
embargo, el origen de dichas deficiencias podria ser diferente si el dolor es agudo
0 si es cronico. Mientras que en el dolor agudo las alteraciones cognitivas son
atribuidas al reclutamiento de los recursos atencionales, siendo estas alteraciones
restauradas cuando el dolor cesa (Pais-Vieira et al., 2009), se sugiere que en el
caso del dolor crénico las deficiencias cognitivas son producto de los cambios
neuroplasticos y la reorganizacion neuronal en el sistema nervioso central que
ocurren en el desarrollo de dicha enfermedad (Hart, Martelli, & Zasler, 2000; Hart,
Wade, & Martelli, 2003; Moriarty et al., 2011).

El efecto de la lesion trigeminal en esta dimension fue determinado con cuatro
tareas que evaluaron la capacidad de los ratones para adaptar su respuesta
conductual a estimulos relevantes y cambiantes, asi como a los cambios en las
exigencias del medio, es decir, evaluamos el efecto del dolor crénico neuropético
orofacial el en proceso de flexibilidad conductual a largo plazo. La capacidad de
modificar la conducta de acuerdo con los cambios en el contexto de un organismo
es fundamental para su supervivencia, y requiere integrar informacion de su interior
(ej. hambre, sed, estrés) y de su exterior (ej. ausencia de una recompensa en
condiciones en las que antes hubo una) (Baker & Mizumori, 2017). Por tanto, el
deterioro de dicha capacidad en presencia de una lesién nerviosa tendria un

impacto directo en las acciones de quien la sufre.

En todas las tareas se cuantifico la latencia de respuesta, que era el tiempo
transcurrido entre la presentacion del sonido y el momento en el que el ratdén

introducia el hocico en el puerto de respuesta. Se evalué también la razon de
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respuestas correctas, los ensayos de omision y el nimero de respuestas emitidas

durante la tarea.

Es importante mencionar que dichas tareas se llevaron a cabo después de
42 dias posteriores a la realizacion de la lesion trigeminal, esto con el objetivo de
evitar que su efecto en las dimensiones afectiva y sensorial influenciaran el
desempeiio de los ratones y esto representara un factor de confusion en los

resultados.

La tarea de cambio (switch), se utiliz6 para evaluar la respuesta de los
ratones a estimulos relevantes. Inicialmente, los ratones debian establecer una
asociacion entre un tono y un puerto de respuesta, en donde debian introducir la
nariz. Los tonos estaban organizados en bloques de un mismo estimulo y, el ensayo
en el que el tono cambiaba, fue considerado el ensayo “switch” o de cambio
(Leenaars et al., 2012). Unicamente los ensayos de este tipo fueron tomados en
cuenta para el analisis, por ser considerados los ensayos que contenian el estimulo
relevante. Los resultados mostraron que la latencia a las respuestas, cuando estas
eran correctas, fue mayor para los ratones lesionados, lo que sugiere que a los
ratones que pasaron por un proceso de dolor neuropatico orofacial les tomé mas
tiempo responder correctamente a una condicion que le requeria cambiar su
estrategia de respuesta. De manera interesante, se observé que la latencia de
respuesta no era significativamente diferente del grupo control cuando las
respuestas eran incorrectas. La alteracion en la adaptacién ya mencionada también
se ve reflejada en el niumero de ensayos de omision, aquellos que no fueron

respondidos dentro del periodo establecido.

Como previamente se ha reportado, uno de los efectos del dolor neuropatico
en ratas es la disminucién en la motivacion, como signo de depresién (Schwartz et
al., 2014). Para descartar que las alteraciones en la latencia hayan sido producto de
una disminucion en la motivacion por una recompensa, se cuantificé el nimero de
respuestas, fuesen correctas o incorrectas. Estas no mostraron diferencias
significativas, lo que sugiere que la motivacién en ambos grupos por obtener una

recompensa fue similar. Por lo tanto, es posible que los cambios en la latencia de
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respuesta sean atribuibles a un deterioro en la dimension cognitiva del dolor cuando

este es patologico.

Se cuantific6 ademas la fraccion de respuestas correctas, para evaluar tanto
el aprendizaje de la tarea, como el desempefio a lo largo de los dias. Un aumento
gradual en dicha fraccion sin diferencias significativas entre los grupos demuestra
gue ambos son capaces de adquirir la tarea. Sin embargo, se encontré que ninguno

de los dos grupos alcanzé el criterio de aprendizaje establecido.

Ante estos resultados, se empled la tarea de eleccion forzada de dos
alternativas, que fue una tarea de discriminacién simple en la que ambos grupos
alcanzaron el criterio de aprendizaje de una forma similar, ademas de que no se
observaron diferencias en la latencia de respuesta cuando los ensayos eran
correctos. Estos resultados eran esperados, ya que una tarea de discriminacion
simple, a diferencia de la primera tarea mencionada, el sujeto Unicamente requiere
prestar atencidén en el tono que es presentado, sin que la secuencia de estimulos
sea relevante para su desempefio. A evaluar la latencia de respuesta en los ensayos
respondidos incorrectamente, se observd que esta era mayor en los roedores
lesionados, ademas de que la motivacion por la obtencién de una recompensa no

fue alterada.

Para evaluar la capacidad de adaptacion a los cambios en las exigencias del
medio, otro aspecto importante en la flexibilidad conductual, se emplearon las tareas
de cambio de posiciéon (Set-Shifting) y de aprendizaje en reversa. En ellas, los
animales debian adaptarse para dejar de usar una estrategia de respuesta que dej6
de ser recompensada, para usar una alternativa que si lo era, es decir, dejar de
prestar atencion a los tonos presentados, y responder Gnicamente en un puerto de
respuesta. En ambas tareas, tanto el grupo lesionado como el grupo control
mostraron la capacidad de adquirir la tarea, alcanzando de forma similar el criterio

de aprendizaje, y mostraron también un nivel de motivacion similar.

Sin embargo, y de forma muy interesante, se observo que el efecto del dolor
cronico inducido por la lesion trigeminal en la latencia de respuesta fue diferente

para cada tarea: mientras que en la tarea de cambio de posicion (set-shifting) a los
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ratones lesionados les tom6 mas tiempo responder correctamente, en la tarea de

aprendizaje en reversa el dolor neuropatico pareciera no tener un efecto importante.

Una de las explicaciones a las que se pueden atribuir estos resultados es la
diferencia en la dificultad de las circunstancias a las cuales los ratones debian
adaptar su conducta. La transicion de la tarea de eleccion forzada de dos
alternativas hacia la tarea de cambio de posicion (set shifting) involucra atender a
diferentes dimensiones de la tarea, es decir, dejar de emplear como estrategia la
discriminacion de tonos para basarse en responder en una sola locacion. Adaptarse
a esta condicion podria ser mas dificil para los ratones, que la transicion de la tarea
de cambio de posicion a la de aprendizaje en reversa, en donde, aunque la
contingencia del paradigma fue invertida de manera inesperada para los sujetos, el
elemento del medio al cual habia que atender se mantenia en la misma dimensién

de la tarea, responder en una sola locacion.

Otra de las posibles explicaciones a este fendmeno consiste en la
participacion de diferentes estructuras centrales en el procesamiento de cada una
de las tareas, y, por tanto, el efecto diferencial de este modelo de dolor neuropatico
en dichas estructuras. Si bien tanto la tarea de cambio de posicibn como la de
aprendizaje en reversa son comunmente empleadas para evaluar el proceso de
flexibilidad cognitiva, y este proceso es asociado a la actividad en la corteza
prefrontal (PFC, por sus siglas en inglés), se ha descrito que diferentes
subdivisiones de PFC procesan cada una de estas tareas. Asi, la corteza prefrontal
medial (MPFC) estaria involucrada en la flexibilidad conductual en aquellas tareas
como la de cambio de posicién (set-shifting), y la corteza orbitofrontal (OFC)
desempefiaria un rol en la flexibilidad cognitiva que involucra las tareas de
aprendizaje en reversa (Baker & Mizumori, 2017; Hamilton & Brigman, 2015; Logue
& Gould, 2014).

En el presente trabajo se encontraron alteraciones en la dimension afectiva
del dolor en una temporalidad diferente a las alteraciones observadas en la

dimensién cognitiva, lo que refuerza la propuesta de que las dimensiones del dolor
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pueden deteriorarse de forma distinta gracias al procesamiento en paralelo de

diferentes vias anatémicas (Bravo et al., 2016; Xiao & Zhang, 2018).

Resulta de gran interés evaluar electrofisiologicamente las estructuras
involucradas en dichas vias, pues estas podrian ser un sitio de convergencia para
el procesamiento de las dimensiones del dolor y su afectacion a partir de este
modelo de lesion nerviosa. Una de estas estructuras es el nucleo parafascicular del
talamo, que, como ya se ha mencionado en este trabajo, podria ser este lugar de
convergencia, pues se ha demostrado su papel en el desarrollo de dolor crénico en
su dimension afectiva. Se ha demostrado también, que condiciones de salud, el
talamo intralaminar participa en el procesamiento de respuesta a estimulos
conductualmente relevantes, es decir, en conductas de tipo “switch” en modelos de
ratén y en primates no humanos (Kato et al., 2018; Matsumoto et al., 2001; Sadikot
& Rymar, 2009). Recientemente, Mandelbaum et al. caracteriz6 de manera
anatdmica, genética y electrofisiologica diferentes divisiones de Pf y determiné que,
por sus proyecciones a divisiones especificas del estriado, tiene participacion en
tres circuitos, con tres diferentes funciones: cognitiva, afectiva y emocional
(Mandelbaum et al., 2019). Es por esto que resultaria muy interesante determinar
como esta participando en el procesamiento del dolor crénico, ya no sélo en una
dimensién afectiva, como se ha estudiado, sino también en los otros componentes

del dolor.

El deterioro de la dimension cognitiva del dolor cuando es crénico ha sido
estudiado en procesos como atencién, memoria de trabajo, toma de decisiones,
aprendizaje y flexibilidad cognitiva. Estos han mostrado diferentes efectos,
dependiendo de los procesos evaluados, el origen del dolor crénico (inflamatorio o
neuropatico), y el modelo empleado para inducirlo (inyeccion de agentes
inflamatorios, lesiones de constriccidn y/o transeccién del nervio ciatico o nervios
espinales) (Ji et al., 2010; Moriarty et al., 2016; Pais-Vieira, Mendes-Pinto, Lima, &
Galhardo, 2009).

En el caso del estudio de la flexibilidad conductual bajo la influencia de

lesiones neuropéticas, este ha sido, en su mayoria, realizado en modelos de rata, a
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partir de lesiones en nervios periféricos. Se ha observado que, a partir de la ligadura
de los nervios espinales L5 y L6, la flexibilidad conductual evaluada a partir de
paradigmas de laberinto acuético y en cAmaras operantes esté afectada, sin generar
alteraciones en la adquisicion de las tareas o en la motivacién por realizarlas
(Cowen et al., 2018; Moriarty et al., 2016). Si bien en el caso del dolor cronico las
alteraciones cognitivas varian en su presentacion e intensidad, los autores
mencionados previamente han sugerido que la flexibilidad conductual podria ser un

proceso especialmente susceptible al efecto del dolor neuropatico.

En el presente trabajo se demostré que la lesién de constriccién del nervio
mentoniano es suficiente para generar alteraciones cognitivas a largo plazo. Al tener
esta lesidon un nivel de alodinia e hiperalgesia de menor grado y menor duracioén que
lo reportado en otros modelos, en donde estos fendmenos permanecen incluso
después de 65 semanas posteriores a las lesiones (Moriarty et al., 2016), las
deficiencias cognitivas no son atribuibles a la distraccion por hipervigilancia al dolor,

sino que permanecen a pesar de la atenuacion del componente sensorial.

De igual manera, estos resultados no se deben a una disminucién en la
motivacion por la obtencién de una recompensa, pues esta no fue alterada por la
lesion, como se muestra en el nimero de ensayos respondidos. Estos resultados
son consistentes con los de otros trabajos en los que se encontraron alteraciones
en procesos de aprendizaje, atencién y flexibilidad cognitiva causadas por dolor
cronico neuropatico, pero que tampoco mostraron deterioro en la motivacion
(Cowen et al., 2018; Higgins et al., 2015).

Los componentes de la red de estructuras centrales involucradas en el
procesamiento del dolor son también criticos para el procesamiento de las funciones
cognitivas (Moriarty et al., 2011), por lo que un déficit en estas funciones, como es
la flexibilidad conductual, podria representar un sintoma de un trastorno neurolégico
(Gomez-Ramirez, Hysaj, & Niebur, 2016), en este caso, de alteraciones inducidas

por la lesién neuropatica trigeminal.

Es importante resaltar que son muy pocos los trabajos realizados en modelos

de raton que evaltan los efectos de las lesiones nerviosas en la region orofacial
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mas alla de su componente sensorial. Entre las ventajas del presente modelo de
dolor crénico neuropético orofacial se encuentra la facilidad de su realizacion,
ademas de ser poco invasiva, ya que la extension de la incision para acceder al
nervio es pequefia y puede efectuarse bajo control visual directo. En conjunto con
la ventaja de su facilidad de su ejecucion, no requiere del uso de un estereotaxico
para inmovilizar al ratén, ni del uso de microscopio quirdrgico, como sucede en el
caso de las lesiones del nervio infraorbitario. Asimismo, consideramos que el
modelo es menos agresivo para los ratones, pues la region de inervacion es menos
extensa que la del nervio infraorbitario (Deseure & Hans, 2015; Seino et al., 2009),
Sin embargo, como se demostrd, es suficiente para generar las alteraciones

multidimensionales descritas.

La duracion del efecto de la lesion en la dimension afectiva del dolor
representa otra ventaja para su uso en la evaluacion de procesos cognitivos, pues
al ser esta de una duracion relativamente corta, permite evaluar la dimension
cognitiva del dolor crénico sin la influencia de su efecto en el componente

motivacional en un periodo de tiempo razonable.

Si bien ningn modelo de experimentacion basica refleja en su totalidad o de
forma exacta las condiciones humanas, el modelo de constriccion del nervio
mentoniano puede considerarse adecuado, pues clinicamente, las neuropatias
trigeminales derivan, en muchos casos, de iatrogenias en la rama mandibular del

trigémino (Hillerup, 2007).

La caracterizacion de las diferentes dimensiones del dolor orofacial cuando
este es provocado por una lesion neuropdtica, ofrece una base conductual atil y
efectiva para el estudio de distintos mecanismos que participan en el procesamiento
de la experiencia del dolor y su cronificacion. Estas bases conductuales permitiran
la futura evaluacion de estructuras centrales especificas, como es el nucleo
parafascicular del talamo, de cuya participacion en el procesamiento del dolor en
diferentes dimensiones ha sido propuesta, pero cuyas posibles alteraciones bajo la
influencia de dolor crénico neuropatico orofacial no han sido descritas. Asimismo,

sentar las bases conductuales de este modelo en ratones, favorece y facilita el uso
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de animales con modificaciones genéticas especificas, que pueden emplearse tanto
para estudiar procesos especificos (Hardt et al., 2019) como para la modulacién de
estructuras a nivel central y periférico, a partir de herramientas como la optogenética

o la quimiogenética.

De esta forma, las pruebas conductuales aqui propuestas permitiran el
estudio de la actividad neurofisiolégica, en este caso, del nucleo parafascicular del
talamo bajo la influencia de dolor neuropéatico orofacial, asociandola a cada una de
sus dimensiones para comprender cOmo se integran estos procesos. Asimismo,
dichas pruebas serian de utilidad para evaluar la efectividad de técnicas de
neuromodulacion en el control del dolor, asi como estudiar la posible reversion de
sus efectos, para la busqueda de alternativas terapéuticas efectivas para el

tratamiento del dolor cronico neuropatico orofacial.

8.5 Utilidad del modelo de constriccion del nervio mentoniano para la
realizacion de registros electrofisiolégicos

Para validar la utilidad de la lesién de constriccion del nervio mentoniano como base
experimental para la evaluacion funcional de circuitos, se realizaron registros
electrofisiolégicos en ratones en un modelo de cabeza fija bajo estimulacién
mecanica de diferentes intensidades. Estos registros fueron realizados en el nicleo
parafascicular del tAlamo (Pf), siguiendo el esquema de evaluacion a lo largo de las
distintas sesiones post operatorias, asi como en la corteza cingulada anterior (ACC).
En estas evaluaciones, se encontré que hay cambios en la modulacién en dichas
estructuras, después de realizar la lesion de constriccion del nervio mentoniano.
Como se mencioné anteriormente, recientemente se demostré que la
organizacion de Pf en ratones le permite a esta estructura participar en un circuito
asociativo, limbico y somatosensorial (Mandelbaum et al., 2019). En el caso del
procesamiento del dolor, la lesion o el bloqueo farmacoldgico de esta estructura
atenua los signos de dolor neuropatico (Saadé et al., 2007), asi como la respuesta
a estimulos nociceptivos (Harte et al.,, 2000), ademas que desempefia un papel
importante en la dimension afectiva en presencia de dolor crénico, y en el

procesamiento cognitivo, que ha sido evaluado en condiciones de salud. Asi, podria
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ser una estructura clave para el desarrollo y establecimiento de dolor cronico
neuropatico, pues representaria un sitio de convergencia para el procesamiento del
dolor en sus diferentes dimensiones. Es por esto que se empleé la estrategia de
evaluacion del modelo de lesion trigeminal con estimulacién mecanica como primera
aproximacion para el estudio desde una perspectiva electrofisiolégica. Otra
estructura involucrada tanto en el procesamiento sensorial como afectivo del dolor
es ACC (Xiao & Zhang, 2018), que también fue evaluada bajo el mismo esquema
de estimulacién sensorial. ACC también participa en la cronicidad al dolor en

modelos de constriccién nerviosa (Meda et al., 2019).

La presencia de modulacién asociada a la aplicacion de los estimulos, asi
como los cambios observados con el paso de los dias sugieren que la lesion de
constriccidon del nervio mentoniano no solo es Gtil como modelo experimental para
el estudio de circuitos neuronales, sino que estos cambios podrian estar

involucrados en las alteraciones conductuales observadas en el presente trabajo.

Resulta de gran interés analizar en mayor profundidad dichos resultados, asi
como, en un futuro, considerar la posibilidad de realizar los experimentos
mencionados en animales despiertos, ademas de implementar tareas para la
evaluacion de la actividad electrofisiolégica en procesos afectivos y cognitivos en
condiciones de dolor cronico por lesién trigeminal, en modelos de roedores con
cabeza fija y en libre movimiento. Asimismo, las estrategias presentadas en este
trabajo pueden ser empleadas para el estudio de técnicas de modulacién para la
basqueda el control del dolor orofacial, a nivel central o periférico, asi como de sus

efectos en sus diferentes dimensiones.
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9. CONCLUSIONES

La lesion de constriccion del nervio mentoniano es un modelo adecuado para el
estudio de dolor neuropatico orofacial, ya que tiene efectos conductuales en sus

diferentes dimensiones:

e En la dimension sensorial, a partir de las respuestas espontaneas y
provocadas por estimulos mecanicos, como signos de alodinia,
hiperalgesia y dolor espontaneo.

e En la dimension afectiva, al mostrar alteraciones en la conducta de
evitacion/escape.

¢ Enla dimensién cognitiva, al observarse alteraciones en la flexibilidad
conductual, manifestadas como cambios en la capacidad de
adaptacion a las exigencias del medio.
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