ENDODONCIA
EXPER

DOLOR

ANDO | 35

MENTAL: BASES PARA
A COMPRENSION DEL
POSTENDODONTICO

Y SU ANALGESIA

Canzobre, Mariela C.

Catedra de Histologia y Embriologia, Fac. de Odontologia, U.B.A

Paganelli, Alejandra R. | Rios, Hugo

Instituto de Biologia Celular y Neurociencias “Prof. E. De Robertis” Fac. de Medicina. U.B.A

INTRODUCCION

En la prdctica odontolégica es comun encontfrarse con
procesos inflamatorios relacionados con los tratami-
entos endodonticos. Sin embargo, conociendo el lugar
que ocupa el dolor en la practica odontolégica no
se comprende completamente la fisiopatologia del
dolor orofacial, a la vez que el tfratamiento del dolor
postendodoéntico podria no ser el adecuado. (Sessle,
1987; Gerschman, 2000; Okuse, 2007; Spencer and
Gremillion, 2007).

A pesar de 10s numerosos modelos experimentales y
trabajos cientificos desarrollados en los Ultimos afos
en el campo del dolor craneofacial (Sessle, 2000;
Park et al, 2001; Sabino et al, 2002; Chudler and Byers,
20095), la endodoncia experimental es un modelo poco
utilizado debido a la complejidad de la técnica. No
obstante, un correcto manejo de la misma tiene una
gran utilidad para estudiar la respuesta, no solo de los
tejidos periapicales, sino también del sistema nervioso
central (SNC) ya que la sensacion displacentera que
los animales manifiestan puede ser interpretada como
dolor y cuya base neurofisolégica es la activacion de
la via nociceptiva.

En la practica odontologica, durante un correcto
fratamiento de las afecciones pulpares, los materiales
de obturacion endodoéntica se encuentran intimam-
ente relacionados con el ligamento periodontal a
través del foramen apical (Mutoh and Tani-Ishii, 2011).
Generalmente se produce una inflamacion en el tejido
conectivo (Kaplan et al, 2003) que induce un aumento
en la presion hidrostatica del ligamento periodontal.
Este estado lleva a la compresion y por o general a
la activacion, de las terminaciones nociceptivas A 'y
C de las neuronas aferentes primarias (Marshall and
Liesinger, 1993; Gofler et al, 2012).

Esta informacion sensorial proveniente del periodonto es
fransmitida al SNC por las ramas maxilar y mandibular
del V par craneal generando la liberaciéon de gluto-
mato y sustancia P (SP) a nivel del subnlcleo caudal
del trigemino (Vc)

Se describio en la literatura que el Ve fopogrdficamente
se divide en cinco ldminas y que las proyecciones de las
neuronas aferentes primarias, fransmiten la informacion
nociceptiva principalmente a las Idminas superficiales
haciendo sinapsis con neuronas de proyeccion o
secundarias, ubicadas principaimente en la Idmina
l. Estas propagan la informacion hacia el tdlamo y
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hacia otras regiones del encéfalo,
participando de la via nociceptiva
ascendente (Woda, 2003; Guy et
al, 2005; Basbaum et al, 2009). Las
neuronas de la Idmina Il (sustancia
gelatinosa) del V¢, son consideradas
interneuronas modulatorias locales
importantes en el procesamiento
de esta informacion nociceptiva.,
(Ichikawa et al, 1996; Craig, 2003; Guy
et al, 2005; Sessle, 2005; Canzobre
and Rios, 2011).

Por lo tanto, el SNC de los mamiferos
es capaz de cambiar sus funciones y
estructuras en respuesta a los estimulos

A este tipo de
fenémenos
se los llama

neuroplasticidad
y suelen
implicar
modificaciones
en los niveles
intracelulares

internos y externos. A este tipo de
fendmenos se los llama neuroplasti-
cidad y suelen implicar modificaciones
en los niveles infracelulares de calcio
ya sed en neuronas o en células de
la glia(Miyamoto, 2006; Latremoliere
and Woolf, 2009).

Las proteinas fijadoras de calcio
(CaBPs) recibieron especial atenciéon
como marcadores selectivos de
poblaciones neuronales. Ciertas CaBPs
como calmodulina (CaM), calbindina
(CB), calretinina (CR), parvalvumina
(PV) o la familia de proteinas S100
presentes en astrocitos son consid-
eradas funcionalmente buffers de

calcio. Son capaces de unirse al
calcio libre, facilitando la regulacion
de ciertos mecanismos de homeostasis
del calcio en las neuronas (Chard et
al, 1993; Blatow et al, 2003; Barria
and Malinow, 2005).

En muchas ocasiones, la activacion
postsindptica por entrada de calcio
y posterior produccion de mensa-
jeros retrogrados como éxido nitrico
(Sessle, 2005; Latremoliere and Woolf,
2009) o incluso aquellos circuitos
que involucran a la glia (Vemadakis,
1996; Magistretti, 2006; Alvarez and
Sabatini, 2007; Okada-Ogawa et al,
2009; Canzobre and Rios, 2011) son
disparadores de cambios pldsticos
de largo plazo.

Las modificaciones estructurales y
funcionales de los circuitos locales no
glutamatérgicos, como por ejemplo el
sistema opioide (Kumamoto et al, 2011),
no quedan excluidos del concepto de
plasticidad y analgesia. El framadol
es un opioide sintético clinicamente
usado que actlia como analgésico a
nivel del SNC (Kumamoto et al, 2011).
Se sabe que el metabolito del tramadol
presenta dos mecanismos de accion
a nivel central. Un mecanismo corre-
sponde al no opioide con afinidad
por receptores monoaminérgicos que
inhibe la receptacion de serotonina
y noradrenalina aumentando asi, el
efecto inhibitorio de las mismas. Por
otro lado, como agonista opioide
con afinidad por receptores tipo [],
bloguea la transmision de la aferencias
primarias glutamatérgicas por hiper-
polarizaciéon e inhibicidn de canales
de calcio presindpticos, generando
en su conjunto una disminucion en la
concentracion del calcio intracelular
(Minami et al, 2007) y posiblemente
modificaciones en las proteinas
fijadoras del missno como por ejemplo
la calbindina.

Por lo tanto, el objetivo general del
presente trabajo fue contribuir al
esclarecimiento de los circuitos locales
del subnucleo caudal del tigémino,
involucrados en el desarrollo de las
sensaciones dolorosas provenientes de
la clinica endoddntica y su tratamiento

farmacoldgico mediante opioides.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Estudiar la expresion de la proteina
fijadora de calcio calbindina D28k,
para profundizar en el comportamiento
celular de las neuronas del nlcleo
espinal del trigémino y su relacion
con la via nociceptiva.

« Estudiar el efecto analgésico de
drogas de accion central (opioides)
y su relacién con la expresion de
calbindina D28k y la enzima éxido
nitrico sintasa neuronal (NOSN)

MATERIALES Y METODOS

18 ratas Wistar hembras, de 50 dias
(peso alrededor de 140-170 gr) y
divididos en un grupo control, un grupo
experimental con endodoncia (E) y
un grupo experimental con endod-
oncia y tramadol (E/T). Los animales
experimentales fueron anestesiados
con una inyeccién infraperitoneal de
ketamina (100 mg/kg) y xilazina (14
mag/kg) y se les realizd el fratamiento
endoddntico unilateral en el primer
molar inferior izquierdo, utilizando un
método y una longitud de trabajo
previamente estandarizado por nuestro
laboratorio en 4 mm (Canzobre
and Rios, 2010; Canzobre and Rios,
2012). Para la preparacion apical
de los conductos radiculares mesial
y distal, se instrumentd mediante el
pasaje de limas K desde el calibre 10
hasta el 25 (Dentsply-Maillefer, Suiza),
infercalando lavajes con solucion de
hipoclorito de sodio al 2.5%. Después
de secar con conos de papel estéril,
los conductos se obturaron con conos
de gutapercha (SureEndo - Excel
Dental Supplies Ltd.) y cemento de
Grossman (Farmadental) mediante la
técnica de condensacion Iateral. Cada
cavidad fue sellada con cemento.
En el grupo E/T se aplicd 50mg/kg de
tramadol por via subcutdnea a las O,
24 y 48 horas postendodoncia. Los
animales fueron controlados hasta su
eutanasia a los 7 dias. Después del
primer dia postoperatorio, todos los
animales experimentales volvieron all
comportamiento habitual, incluyendo



la alimentacion. IMAGEN 1 (Pag. 16)

Todos los hemimaixilares también fueron
disecados, fijados y radiografiados.
Luego se descalcificaron en EDTA/PBS
al 10% durante 5 semanas y fueron
incluidos en Paraplast (Sigma-Aldrich).

Se realizaron cortes (10um) longitudi-
nales buco-linguales de la raiz mesial
y distal del primer molar inferior izqui-
erdo. Los cortes se colorearon con
hematoxilina-eosina para analizar
el grado de lesiéon periapical y la
extension del proceso inflamatorio
(Fig. 1 - Pag. 16).

La mitad de los animales por grupo
fueron utilizados para estudios inmuno-
histoquimicos y el resto de los animales
se utilizaron para el andlisis de las
proteinas mediante electroforesis e
inmunotransferencia (Western Blot).
Para la técnica inmunohistoquimica
los animales fueron perfundidos
franscardiacamente (Gonzalez Aguilar
and De Robertis, 1963).

Los froncos encefdlicos se disecaron
y se congelaron a -200 C para poder
realizar cortes fransversales del SNC (30
©m) con criostato (Fig. 3) desde el nivel
C4 hasta -5,6 (Paxinos and Watson,
2007) y recolectarlios en buffer fosfato
salino (PBS) para llevar a cabo nuestro
protocolo de la técnica inmunohisto-
quimica por flotacién (Canzobre and
Rios, 2011). Para la inmunomarcacion
se utilizaron los Anticuerpos primarios
anti-calbindina D28k monoclonal
(Swant Immunochemicals, 1:1000),
y nNOS monoclonal (Sigma-Aldrich,
1:1000).

Para la técnica de Western Blot, los
animales fueron decapitados y los
froncos encefdlicos ipsilaterales y
contralterales (desde los niveles c4
hasta -5.6) fueron seccionados rdpida-
mente y homogeneizados, segun la
técnica usada y descripta por nuestro
laboratorio (Fosser et al, 2013).

La membrana se incubd por 48hs.
con distintos anticuerpos primarios

previo blogueo inespecifico con
suero normal de cabra. Los anticu-
erpos usados fueron: anti- calbindina
D28k monoclonal (Swant Immuno-
chemicals, 1:1000), nNOS monoclonal
(Sigma- Aldrich, 1:1000) y anti-GAPDH
monoclonal (Jackson; 1: 5000), este
Ultimo como control interno.

Todos los preparados, fueron fotogra-
fiados en un microscopio éptico Zeiss
Axiophot equipado con set de filtros
epifluorescentes para FITC y rodamina.
Las microfotografias fueron capturadas
usando una camara Olympus Q-Color
5. El andlisis histomorfométrico se realizd
]
[...] El
tramadol
no presenta
accion
periférica
antiinflamatoria.

en base a la inmunoreactividad y a
los criterios morfoldgicos normales
de las células analizadas en cada
lado y en 3 niveles del subnucleo
caudal. Los datos se cuantificaron
mediante el software Image Pro 6
(Media Cybernetics, Silver Springs,
MD, USA) en un drea de 0.01 mm2y
se expresaron como media =+ error
estandar de la media (SEM).

Para el andlisis estadistico se utilizd
“Graph Pad Prism” (version 5.03)
mediante ANOVA de dos vias seguido
de test de Bonferroni.

Para analizar el lado izquierdo (ipsilateral)
y el derecho (contralateral) de cada
corte del Vc (grupos pareados) se
utilizd la prueba t de Student pareada.
Se considerd una diferencia estadis-
ficamente significativa para valores
de p<0,05.
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RESULTADOS

Andlisis histoldgico de los tejidos
periapicales

En los animales del grupo control y
en los hemimaxilares derechos (sin
fratamiento) de los grupos experimen-
tales, los primeros molares mostraron
caracteristicas histoldgicas normales en
la pulpa, dentina, cemento, ligamento
periodontal y cortical alveolar con el
espacio periapical sano y conservado
(Fig. 1A - Pag16).

Luego del tfratamiento endodéntico
en el primer molar inferior izquierdo
se estudid la extension del dano vy
la reaccion inflamatoria (Fig. 1B y
C - Pagleé).

Todos los animales de los grupos
experimentales (E y ET) mostraron
una reaccion periapical con infiltrado
inflamatorio agudo en el tejido conec-
tivo del ligamento periodontal en
contacto con el material de obturacion
a los 7 dias post endodoncia. Ambas
reacciones inflamatorias son similares
respecto al volumen y su histologia. (Fig.
2Ay B). Por lo tanto, inferimos que el
framadol no presenta accion periférica
antiinflamatoria. Ademds se observa
que esta reaccion es acompanada
por un ensanchamiento del espacio
periapical posiblemente a expensas
de la resorcion de la cortical alveolar
por observarse la presencia de osteo-
clastos activos (Fig. 2C - Pag. 17).

FIG 1: Cortes bucolinguales del primer
molar inferior coloreadas con HyE. A:
grupo control (CRM= canal radicular
mesial, e= encia, D= dentina, H= hueso
alveolar, LP= ligamento periodontal,
NDI= nervio dentario inferior). Aumento
100x B: grupo experimental con
endodoncia. C: grupo experimental
endodoncia y tframadol. En ambos
grupos experimentales se puede
observar la obturacion endoddntica
(OT) en la raiz mesial, el ligamento
periodontal levemente ensanchado
por la inflamacién aguda (flecha)
generada por la técnica endoddntica,
el hueso alveolary el nervio dentario.
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IMAGEN 1

FIG. 1
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FIG2 AyB:
A mayor aumento (400x) se observa el periapice, de los grupos experimentales y podemos ver que el tramadol
no presenta accion antiinflamatoria sobre el infiltrado postendodontico.

C: Imagen que muestra osteoclastos activos sobre la cortical dsea alveolar (1000x). Andlisis de la expresion de
calbindina-D28k en el subnlcleo caudal luego de la inflamacién periapical y el uso de tramadol

Para determinar el nimero de células inmunorreactivas (IR) en las diferentes Idminas de cada corte, se analizd
la parte dorsal del Ve (Fig 3), dado que la rama mandibular del nervio trigémino proyecta a la regiéon mds dorsal
del nlcleo espinal del trigémino.

FIG 3 A: Corte representativo fransversal del encéfalo. Las lineas punteadas delimitan el subnlcleo caudal del
trigémino correspondiente al lado izquierdo (ipsilateral) y derecho (contralateral) marcado con una navaja (flecha).

B: Ldminas del subnucleo caudal del trigémino. |y Il corresponden a las Idminas superficiales (nociceptivas)
En el grupo de animales control, la cantidad promedio de neuronas calbindina D28k positivas fue de 12,83 +
0,86 cel/drea en el Vc izquierdo y de 12,08 + 1,11 cel/drea en el derecho; no mostrando diferencias significativas.

En el grupo experimental endodoncia, el V¢ ipsilateral a la lesion mostrd un mayor nimero de células CB 20,61
+ 2,03 cel/drea respecto al contralateral 14,15 + 2,43 cel/drea con diferencias estadisticamente significativas
p=0,03 (prueba t pareada) y al grupo control (Anova).

Al analizar el grupo de endodoncia tratada con tramadol pudimos observar que en el lado ipsilateral las neuronas
CB disminuyen significativamente (13,90 + 1,61 cel/dreq) respecto al mismo lado del grupo experimental sin
tramadol (Anova), llegando a niveles de expresion similares al del grupo control. (Fig.4). Estos datos fueron confir-
mados mediante Western bloft (Fig.5).
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FIG 4: Expresion de calbindina D28K en la zona dorsal del Ve izquierdo (ipsilateral) y derecho (contralateral) de
ambos grupos experimentales. Ay B: corresponden al grupo Endodoncia.

Se observa un aumento en el nimero de neuronas CB positivas luego de la endodoncia. Sin embargo con el
uso de tramadol (C y D), el nimero de neuronas gque expresan CB se mantiene en niveles basales similares al
lado contralateral y al grupo control como se muestra en el grafico de barras. GC: grupo control, GE: grupo
endodoncia y GE/T: grupo endodoncia tratado con tramadol. * p < 0,05 .
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FIG 5: Western Blot que muestra la relacion entre la expresion de la proteina calbindina D28K respecto a la proteina
GADPH usada como control interno en ambos grupos experimentales.

En el grdfico de barras se graficd esta relacion para favorecer la interpretacion de los resultados. Notese que al
usar el analgésico tramadol (E+Al) la concentracion de la proteina calbindina (relaciéon entre la DO observada de
calbindina y la DO observada de la enzima GAPDH) disminuye respecto al grupo endodoncia (E71) Lado ipsilateral/
izquierdo: barras rojas; lado contralateral/derecho: barras celestes.

Con el fin de comprobar si el tratamiento con framadol puede modificar la activacion de la via nitrérgica en el
subnucleo caudal, tfambién se analizd mediante esta técnica de inmunotransferencia, la proteina éxido nitrico
sinfasa neuronal (NOSN). Los resultados mostraron mayor carga proteica en grupo endodoncia/tramadol respecto
del grupo endodoncia. Para el control de carga se empled la proteina GADPH. (Fig. 6).

FIG 6: Western Blot y grdfico de barras que muestra la relaciéon entre la expresion de la proteina NOSn respecto a
la proteina GADPH usada como control interno en ambos grupos experimentales. Notese que al usar el analgésico
tramadol (E+Al) la relaciéon aumenta respecto al grupo endodoncia (E71) (Barras violetas). Lado ipsilateral/izquierdo:
barras violetas; lado contralateral/derecho: barras celestes.

Dado gue a diferencia de calbindina, con NOSn se observd un aumento de la expresion en el grupo que recibid
tramadol respecto de grupo endodoncia, analizamos la expresion de NOS neuronal mediante inmunohistoquimica
para identificar este posible aumento en los distintos niveles del Vc en ambos grupos experimentales (Fig. 7).

Pudimos observar que este aumento en la expresidon de NOSn parece estar relacionado con la presencia de
neuronas positivas en Idminas mds profundas Iy IV del grupo tratado con tramadol y que no se alcanzan a
observar en el grupo al que solo se le realizé la endodoncia.
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FIG 7: Expresién de NOS neuronal en la zona dorsal del Ve izquierdo y derecho de ambos grupos experimen-
tales. Ay B: corresponden al grupo Endodoncia. C y D: corresponden al grupo Endodoncia y tramadol. La linea
punteada indica aproximadamente el limite entre las Idminas superficiales (I-11) y las Idminas profundas (lll-IV) del
Ve. Noétese un mayor nimero de neuronas NNOS positivas luego del tratamiento con tramadol en las Idminas
profundas (Il a V) respecto al grupo que solo recibid endodoncia.

DISCUSION

Los procedimientos involucrados en el
fratamiento endoddntico, producen
reacciones inflamatorias fransito-
rias sobre el ligamento periodontal
(Cohen, S., Bums, R. Vias de la Pulpa.
70 ed. Mosby, Espana, 1999; Ingle, J.
y Bakland, L. Endodoncia, 4o. ed. Ed.
McGraw-Hill. México, 1996).

Sin embargo, pueden perpetuarse
en caso de que el irritante que las
produzca no sea eliminado, lo cual
puede suceder en el caso de algunos
cementos endoddnticos que poseen
liberacion sostenida de componentes
téxicos, como el eugenol o el formal-
dehido. Los selladores endoddnticos
son colocados en los conductos

radiculares recién mezclados, por
lo que durante un periodo después
de la aplicacién clinica, el material
provoca respuestas inflamatorias
locales debido a los componentes
reactivos (Soares et al, 1990; Leonardo
et al, 1998).

Se considera que la respuesta inflama-
toria es similar en todas partes del
organismo vy las diferencias radican
en la regién corporal donde ocurre
el proceso. A nivel del periodonto la
respuesta inflamatoria se desarrolla en
el espacio periapical, delimitado por
cemento y el hueso alveolar, gue por
ser tejidos mineralizados e inextensibles
otorgan caracteristicas muy particulares
a las periodontitis, especialmente en lo
que se refiere a la respuesta dolorosa.

Por lo recientemente expuesto el
dolor postendoddntico debe consid-
erarse como una parte integral del
tfratamiento endoddntico en pacientes,
siendo importante comprender Ia
via nociceptiva orofacial y elegir el
tratamiento analgésico adecuado.
Datos bibliogréficos demuestran que
los roedores manifiestan una respuesta
inflamatoria periapical similar a los
humanos (Murazabal et al, 1966; Yu
and Stashenko, 1987; Akamine et al,
1994), por lo cual consideramos que
el tratamiento endoddntico en ratas
es un buen modelo experimental para
estudiar las respuestas bioldgicas y el
sisterna nociceptivo orofacial.

Nuestro laboratorio desde el ano
2011 comenzd a emplear el modelo



de endodoncia experimental para
analizar cambios en la expresion de
diferentes proteinas presentes en
neuronas y células gliales en el subnu-
cleo caudal del trigémino (Vc) como
consecuencia de una inflamaciéon
postendoddntica periodontal.

En trabajos previos ya habiamos
demostramos un incremento en el
ndmero de neuronas calbindina-D28K
inmunoreactivas (CB) en el Vc del lado
ipsilateral en respuesta a la apertura
de la cdmara pulpar y describimos
diferentes subtipos de neuronas CB
segun su morfologia y distribuciéon en
las Idminas superficiales o profundas
del Vc.

En el presente trabagjo, y en concord-
ancia con nuestros resultados previos
y los de ofros investigadores (Ma et
al, 2005; Egea et al, 2011) también
observamos un incremento de neuronas
CB-IR luego de la activaciéon de la
via nociceptiva post tfratamiento
endodontico.

Para evaluar si estos cambios pldsticos
observados en el V¢ son reversibles en
presencia de una droga analgésica
fratamos a los animales experimentales
con un opioide sintético, framadol.

Este opioide tiene ventajas en la clinica
ya que presenta menor riesgo de
desarrollar dependencia respecto a
otfros opioides, probablemente relacio-
nado con su menor afinidad por los
receptores que la morfina (Maftia and
Coluzzi, 2005). Su mecanismo de accién
requiere de un segundo mecanismo
relacionado con la inhibiciéon de la
recaptacion de monoaminas (Minami
et al, 2007).

Nuestros resultados luego del fratamiento
con tramadol, muestran una disminucion
en la expresion de calbindina, con
el consiguiente aumento del calcio
ionico (Chard et al, 1995).

Segun datos de la bibliografia, su
metabolito M1 por activacion de
receptores opioides inhibe la liberacion
de glutamato desde las neuronas

aferentes primarias C y A luego de
una lesiéon periférica (Kumamoto et
al, 2011).

Si bien, los autores no encontraron
una accion directa del M1 sobre los
receptores glutamatérgicos (NMDA) de
las neuronas postsindpticas podemos
inferir que al disminuir el glutamato
hay una menor activacion de la via
nociceptiva y probablemente menor
numero de neuronas (de proyec-
cién o inferneuronas) que expresan
calbindina D28k en el V¢ ipsilateral
como demostramos en nuestros
resultados.

Asimismo, estudiamos el sistema
nitrérgico en el cual la activacion de
receptores por accion de agonistas
opioides, induce un incremento en |os
niveles de ARNm NOS y en la expresion
de NOS neuronal, estimulando la
produccioéon del neuromodulador
oxido nitrico (Cury et al, 2011).

En un estudio previo nuestro grupo
demostrd que el éxido nitrico participa
en la sensibilizacion central de la
via nociceptiva (Canzobre and Rios,
2011). Sin embargo, en el presente
frabajo observamos que con el uso
de tramadol la expresion de NNOS en
las Idminas Il y IV aumenta.

Esto concuerda con la contfroversial
teoria del doble rol del dxido nitrico
en la transmision (hiperalgésico) o
control (analgésico) del dolor (Cury
et al, 2011). Estos resultados nos
impulsan a continuar con el estudio
del sistema nitrérgico luego del uso
de drogas terapéuticas que podrian
actuar como inhibidoras de la via
nociceptiva.

Actualmente estamos analizando otros
mecanismos celulares del circuito
nociceptivo, asociados a la astroglia
y circuitos neuronales que involu-
cran a los neurotransmisores GABA
y serotoning, los que nos permitirdn
mejorar nuestros conocimientos del
mecanismo analgésico

del tramadol.
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