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RESUMEN

Las interacciones entre los diferentes elementos celulares dentro del complejo
dentino pulpar permiten postular mecanismos homeostaticos que determinan el
estado funcional de las piezas dentales. En este sentido, la presencia en pulpa
dental del péptido relacionado al gen de la calcitonina (CGRP), que es capaz de
activar las fibras nerviosas, podria indicar la presencia de dafio en la estructura
dental. Por otro lado, recientemente se ha demostrado que la oxitocina, un péptido
que tiene una amplia distribucion, produce potentes efectos analgésicos a través de
la activacion de su receptor (OTR). Por lo que, el presente trabajo es una
aproximacion al estudio de la presencia del CGRP y el OTR sobre las fibras
nerviosas de la pulpa dental, que transmiten el dolor. Se utilizaron muestras de
terceros molares, a los cuales les fue extraida la pulpa dental, posteriormente fueron
congeladas con isopentano y se realizaron cortes de 20 ym en un criostato. Los
tejidos se procesaron con técnicas de inmunofluorescencia para la deteccion de
CGRP y el OTR en la pulpa dental. A demas se obtuvieron imagenes de la pulpa
dental por medio de microscopia confocal observando la co-localizacién del CGRP
y OTR, principalmente en la porcion coronal, aunque también se encontro en otras
porciones de este complejo. Estos resultados podran ayudar a generar
oportunidades terapéuticas en el area odontologica para el tratamiento del dolor.

Palabras clave: receptor de oxitocina, pulpa dental en humano, péptido
relacionado al gen calcitonina, dolor dental.
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SUMMARY

The interactions between the different cellular elements within the dentin-pulp
complex allow us to postulate homeostatic mechanisms that determine the functional
state of the teeth. In this sense, the presence of calcitonin gene-related peptide
(CGRP), a molecule that activates nerve fibers, could indicate possible severe
damage to dental structure. On the other hand, oxytocin, a widely distributed peptide,
has recently been shown to produce potent analgesic effects through the activation
of its receptor (OTR). Due to this, the present work approximates the study of the
CGRP and the OTR on the nerve fibers of the dental pulp, which transmit pain.
Samples of third molars were used, from which the dental pulp was extracted, later
they were frozen with isopentane and 20 ym cuts were made in a cryostat. The
tissues were processed with immunofluorescence techniques for the detection of
CGRP and OTR in the dental pulp. In addition, images of the dental pulp were
obtained by confocal microscopy, observing the co-localization of CGRP and OTR,
mainly in the coronal portion, although it was also found in other portions of this
complex. These results could help generate therapeutic opportunities in the dental
area for the treatment of pain.

Keywords: oxytocin receptor, human dental pulp, calcitonin gene-related peptide,
dental pain.
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ABREVIATURAS Y SIGLAS

CGRP Péptido relacionado al gen calcitonina
DAG Diacilglicerol

IP3 Inositol trifosfato

OTR Receptor de oxitocina

OXT Oxitocina

PLC Fosfolipasa C

PKC Proteina quinasa C

VIP Péptido intestinal vasoactivo

NPV Nucleo paraventricular

SP Sustancia P

SNC Sistema nervioso central

SNP Sistema nervioso periférico

SNE Sistema nervioso entérico

VPM Nucleo ventro posteromedial del talamo
VPL Nucleo ventro posterolateral del talamo
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I. INTRODUCCION

Para entender al dolor Williams y Craig en 2016 lo definen como: una experiencia
angustiosa asociada con dafo tisular real o potencial con componentes sensoriales,
emocionales, cognitivos y sociales, siendo esta una modificacion de la definicion

dada por la IASP (Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor).

En odontologia una de las razones mas comunes para buscar atencion dental es el

dolor y/o disfuncidon que afecta a los tejidos periodontales (Gremillion, 2002).

La pulpa dental se localiza en un ambiente rigido que proporciona un soporte
mecanico y proteccion contra el ambiente oral, si esta cubierta rigida pierde su
integridad estructural se tendran, como consecuencia, cambios de presion en la

camara pulpar, provocando una vasodilatacion.

Estos cambios estan mediados por neuropéptidos y, en el tejido dental humano se
han identificado una variedad de neuropéptidos como la sustancia P (SP) el cual
fue el primer neuropéptido identificado seguido de la neuroquinina A, la
neuroquinina K, el neuropéptido Y, el péptido intestinal vasoactivo (VIP) y el péptido
relacionado al gen calcitonina (CGRP) (Uddman, 1986).

Desde hace mas de 36 anos se tienen estudios de subgrupos de fibras sensoriales
dentales que contienen al CGRP, la SP y la neuroquinina A. Estas fibras tienen
terminaciones nerviosas en la pulpa, principalmente en la porcion coronal, en la
dentina, a lo largo de los vasos sanguineos de la pulpa y en los tejidos periodontales
(Byers, 1990).

La distribucion de neuropéptidos en la pulpa dental como el CGRP es mas extensa
en el plexo subodontoblastico, asociado con largos troncos nerviosos (Rodd, 1998),
la inervacién de la pulpa y dentina han sido estudiadas también en dientes deciduos
utilizando anticuerpos contra el CGRP, en donde se han observado fibras nerviosas
distribuidas desde el apice hacia la region coronal, en donde la mayoria de las fibras
nerviosas terminan en la capa del odontoblasto (Egan, 1996).

14



Varios estudios han demostrado que las fibras sensoriales nerviosas en animales y
humanos presentan ramas en la corona pulpar, mientras que en su parte terminal
presenta fibras delgadas no mielinicas, esto en el plexo de la pulpa periférica, en la
capa odontoblastica, en la predentina y en los tubulos dentinarios mas profundos
(Byers, 1984).

La gran mayoria de las fibras nerviosas son sensoriales pero algunas son fibras
simpaticas y se encuentran especialmente a lo largo de vasos sanguineos en la
pulpa central (Byers, 1994). Con base en lo anterior, el diagndstico del dolor pulpar
es complejo. Esto es, en parte, porque hay dos tipos de fibras nerviosas aferentes
dentro de la pulpa que se activan de diferentes maneras, las fibras A8 mielinicas
que pueden ser estimuladas por frio, calor o por la presion ejercida con instrumentos
rotatorios, producen un dolor bien localizado, y las fibras no mielinicas, también
llamadas fibras C, producen un dolor sordo y pobremente localizado (Ngassapa,
1996).

Debido a lo mal localizado del dolor, la busqueda de moléculas con efectos
analgésicos que ayuden a prevenir o aliviar el dolor dental es indispensable.
Condés-Lara y col., en 2003 describieron que la oxitocina administrada en neuronas
del asta dorsal de la médula espinal en animales como la rata, bloquea la accidn
excitatoria del glutamato. Estos resultados concuerdan con otros estudios, donde la
oxitocina administrada de manera intratecal o liberada por la estimulacién del ndcleo
paraventricular (NPV) del hipotalamo, disminuian la entrada de estimulos
nociceptivos a la médula espinal en modelos electrofisiologicos (Rojas-Piloni y col.,
2012).

Por otra parte, el efecto analgésico podia ser bloqueado si se administraba
previamente el antagonista especifico para la oxitocina (Miranda-Cardenas y col.,
2006). También, se ha observado que la accion analgésica de la oxitocina puede
interactuar con otros sistemas de analgesia endégena (Condés-Lara, Rojas-Piloni,
2012). Ademas, la oxitocina aplicada en forma peridural en el hombre tiene un

15



potente efecto analgésico comparable al de los opiaceos (Condés-Lara y col.,
2016a, 2016b).

Esto es interesante ya que, en los pacientes anestesiados, los cambios en la presion
no se alteran cuando se aplica la oxitocina, previamente, en los sitios de incision
Ademas, el tiempo de recuperacion son menores (Zayas-Gonzalez y col., 2019),
también se verifico que la oxitocina aplicada en la piel tiene un efecto analgésico
(Sorg, 2017).

El mecanismo propuesto para la acciéon de la oxitocina es el de la inhibicidon
presinaptica de neuronas gabaérgicas que generan una accién inhibitoria sobre las
fibras aferentes primarias y por la inhibicién de oxitocina (Martinez-Lorenzanay col.,
2021). Por otra parte, se ha documentado la existencia del receptor para oxitocina
en fibras aferentes primarias que contienen CGRP (Gonzéalez-Hernandez y col.,
2017), éste es un neuropéptido altamente expresado en la pulpa dental que
contribuye a la inflamacion neurogénica y dolor orofacial como en condiciones que
incluyen la pulpitis y migrafia (Michot, 2021). Este dato es importante ya que desde
la periferia la oxitocina puede estar regulando la entrada sensorial, generada por el
CGRP.
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Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los problemas dentales a pesar de que son previsibles constituyen una carga
importante en el sector de la salud en la mayoria de los paises y pueden afectar a
las personas causando dolor y molestia. Con base a la tasa mundial de morbilidad
Burden of oral disorders (Wang, 2023) estas enfermedades a nivel mundial afectan
aproximadamente a mas de 3000 millones de personas, siendo el trastorno mas
frecuente la caries en dientes permanentes, las enfermedades periodontales,
cancer bucal entre otros, por lo que el dolor dental es frecuente y genera sufrimiento
en el ser humano con implicaciones socioeconémicas que impactan en la calidad

de vida y afecta en el rendimiento de la persona.

El dolor orofacial es la principal causa de la consulta clinica odontoldgica, pero hasta
el momento no se cuenta con tratamientos eficaces para eliminar o controlar el dolor
posterior a una infeccion o procedimiento dental. Sin embargo, se sabe que las
fibras nerviosas que inervan las piezas dentales contienen una alta cantidad de
CGRP, que es una molécula implicada en la generacion y preservacion de estados
dolorosos. Es por eso que la identificaciéon del CGRP dentro del complejo dentino
pulpar es necesaria para generar una estrategia analgésica efectiva.

Por otra parte, no existen antecedentes que refuercen la presencia del OTR, dentro
del complejo dentino pulpar, recordando que el OTR tiene como funcion llevar a
cabo las acciones analgésicas de la oxitocina. Es por eso que la identificacién del
OTR dentro de este complejo es de suma importancia, ya que podria ser capaz de

ser una alternativa a los tratamientos clasicos para tratar las afecciones dentales.
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M. MARCO TEORICO

3.1 Generalidades de la composicion dental

Los dientes constituyen aproximadamente el 20% del area de superficie de la boca,
anatomicamente los dientes sanos, estan compuestos por una corona clinica y
pueden ser unirradiculares y multirradiculares. La corona clinica es visible en la
cavidad oral y la o las raices estan rodeadas por el hueso alveolar de la mandibula

o maxilar (Naranjo, 2013).

Los dientes estan formados por un tejido acelular, mineralizado, inerte que es el
esmalte, la dentina que es menos mineralizada que el esmalte, la pulpa dental y
estructuras de soporte (Figura. 1), que proporcionan flexibilidad para resistir a las
fuerzas de la masticacion como el cemento radicular, el ligamento periodontal y el

hueso alveolar (Lacruz, 2017).

Figura 1. El diente y su estructura de soporte

Corona Clinica

Esmalte

/J Dentina

Corona
anatdmica

Ligamenta
periodontal

Tomado de Nanci, A (2013) Ten Cate’s oral histology: development, structure, and function.
8" Edition, Elsevier.
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3.1.2 Esmalte

El esmalte es un tejido duro y mineralizado, el cual cubre la superficie de la corona
del diente, con una matriz organica de 0.6-2% y su dureza se debe a que posee en
un 95% una matriz inorganica, compuesta por cristales de hidroxiapatita
constituidos por fosfato de calcio (Lacruz, 2017). La estructura basica del esmalte
son los prismas del esmalte tienen un espesor maximo de 2 a 2.5mm, su origen
inicia desde la unién cemento esmalte hasta la superficie del diente, los prismas del
esmalte guardan un paralelismo completo homogéneo formando la mayor parte del
tejido tisular, los prismas del esmalte tienen apariencia cristalina, lo cual permite que
la luz pase a través de ellos (Naranjo, 2013), debajo del esmalte se encuentra la
dentina y la parte mas interna es la pulpa dental.

3.1.3 Dentina

La dentina es un tejido avascular mineralizado, es de color blanco amarillento y
rodea la camara pulpar, el esmalte recubre a la dentina en su porcion coronal y en

la regidn radicular esta cubierto por el cemento radicular.

La dentina esta compuesta en un 50% materia inorganica que son por cristales de
hidroxiapatita, el 30 % de materia organica compuesto por fibras de colageno y el
20% de agua (LeGeros, 1990), la célula formadora de dentina se llama odontoblasto
(Figura. 2), el cual estda compuesto por un cuerpo celular alineado a lo largo de la

capa interna de la dentina.
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Figura 2. Complejo dentino-pulpar
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Tomado de Ten Cate’s oral histology (2013): development, structure, and function. 8"
Edition, Elsevier.

La dentina se clasifica: 1) por su desarrollo: en dentina primaria, secundaria y
terciaria, 2) por su localizacién: dentina del manto, dentina circumpulpar y dentina
radicular, 3) por su mineralizacion: en dentina peritubular, intertubular, interglobular.
La dentina primaria se forma durante el desarrollo del diente hasta que los dientes
erupcionan en la cavidad oral (Thesleff, 2009), se secreta a una velocidad alta y
forma la mayor parte de la dentina del diente, tiene una estructura regular y contiene
los tubulos dentinarios que forman una curvatura primaria en forma de “S” por el
movimiento direccional de los odontoblastos. La dentina secundaria, se sintetiza a
una velocidad mas lenta, tiene una estructura menos regular que la anterior, se
deposita durante el resto de la vida del diente, por ultimo la dentina terciaria llamada
también dentina reparadora se deposita como consecuencia de un proceso

patolégico (Goldberg, 2011).

3.1.4 Pulpa dental

La pulpa dental esta situada dentro de las paredes rigidas de dentina mineralizada,
esta delimitada en un pequefo compartimiento con un volumen equivalente a 0.2

ml de tejido en los dientes, puede ser estimulada por agentes que activan
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nociceptores, puede ser recolectada de los pacientes, siendo un modelo util para
estudiar los nociceptores trigeminales (Castillo-Silva, 2019).

La pulpa dental y la dentina forman la unidad llamada complejo dentino-pulpar y los
odontoblastos son el elemento basico de esta unidad, se localizan en la periferia del
tejido pulpar con extensiones a la parte interna de la dentina, la dentina no es
producida por los odontoblastos y la pulpa dental depende de la proteccion del

esmalte y dentina (Taintor, 1981).

La pulpa dental es un tejido conectivo, histologicamente (Figura. 3b), se distinguen
4 zonas desde corona hacia apical : 1) zona odontoblastica en la periferia pulpar, 2)
zona libre celular debajo de los odontoblastos, el cual es prominente en la pulpa
coronal, 3) zona rica celular que se encuentra por debajo de la zona libre celular, 4)
centro pulpar que se caracteriza por contener vasos y nervios de la pulpa
(Roumbouts, 2017).

Dentro de los elementos celulares se encuentra el odontoblasto, el fibroblasto, las
células mesenquimales indiferenciadas, los macrofagos y otros elementos celulares

del sistema inmunologico (Hahn, 2007).

El odontoblasto siendo la célula distintiva de la pulpa dental forma una capa en la
periferia de la pulpa y tiene unas prolongaciones que se extienden hasta la dentina
(Runch, 1998), el numero de odontoblastos corresponde al numero de tubulos
dentinarios presentes, en la porcion coronal su cuerpo celular es cilindrico con
dimensiones de 15-20 nm de diametro y 0.5 - 1 um de longitud son mas cuboidales
en la parte apical, su contenido celular es un nucleo, citoplasma basofilo, prominente
aparato de Golgi (Sasaki, 1996).

El tubulo dentinal y su contenido otorga a la dentina su vitalidad y habilidad para
responder a varios estimulos, con una significancia clinica al momento de realizar
algun tipo de cavidad dental (Lisi, 2003). El fibroblasto es el mayor componente

celular de la pulpa localizandolo en la zona rica en células, es responsable de
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mantener la matriz pulpar por medio de la formacién de colageno (Alvarez-Vazquez,
2022).

3.1.5 Complejo pulpo dentinario

La capa celular externa de la pulpa es la capa de odontoblastos, localizada
subyacente a la predentina, los odontoblastos atraviesan la predentina para llegar
a la dentina. Las caracteristicas del odontoblasto son las siguientes: en la porcidon
coronal de la pulpa dental tienen una forma cilindrica, de altura variable; el nucleo
no se encuentra al mismo nivel debido a que estan alineados de forma escalonada,
esta organizacidn hace que parezca que las capas tengan tres a cinco células
aunque realmente sélo hay una capa de odontoblastos (Hashemi-Beni, 2017). La
capa odontoblastica de la pulpa coronal contiene mas células por unidad de area
que la de la pulpa radicular, los odontoblastos de la pulpa coronal madura son
cilindricos y los de la porcion media de la pulpa radicular son mas cubicos (Figura.
3a), cerca del foramen apical, los odontoblastos aparecen como un estrato

escamosa de células planas (Orchardson, 2001).
Figura 3. El odontoblasto y las zonas de la pulpa dental
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Tomado de Nanci, A (2013) Ten Cate’s oral histology: development, structure, and function.
8" Edition, Elsevier.
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3.1.6 Estructuras de soporte dental

El proceso alveolar, el cemento radicular y el ligamento periodontal conforman el
aparato de insercion del diente, debido a que el diente realiza constantemente
movimientos menores y el hueso alveolar debe responder a la demanda funcional
que le imponen las fuerzas de la masticacion, el hueso de la pared del alvéolo se
remodela constantemente y su organizacion estructural varia a lo largo de la pared
(Ten Cate, 1972).

Las fuerzas generadas durante la masticacion, (400 kg/cm?) son transmitidas desde
la corona del diente via periodonto (Hagberg, 1987) hacia el tejido 6seo donde las
cargas son dispersadas, manteniendo un equilibrio en la remodelacion del proceso
alveolar. El hueso que recubre directamente el alvéolo se denomina hueso alveolar
propio, incorporado dentro de este se encuentran los haces de fibras de colageno
del ligamento periodontal (LP). El LP es un tejido conectivo especializado situado
entre el cemento radicular y el hueso alveolar propio, las
dimensiones en espesor promedio respecto a la edad son de 0.21 mm de 11 a 16
afnos, de 0.18 mm de 32 a 52 anos y de 0.15 mm de 51 a 67 afios, mostrando una

disminucion progresiva con la edad (Wouter,1997).

3.1.7 Aporte vascular

Los vasos sanguineos entran a la pulpa dental por medio del foramen apical, el
diente es inervado por un gran numero de axones mielinicos y no mielinicos, por
ejemplo el numero de axones que entran en un diente premolar puede alcanzar los
2,000 o mas axones y cada axon puede ramificarse para formar multiples puntos de
inervacion, en la pulpa dental incluye terminaciones de fibras nerviosas las cuales
conducen impulsos sensoriales y neuronas eferentes las cuales proporcionan

una modulacién de la microcirculacion (Sattari, 2010).

Estudios realizados en especimenes descalcificados se han observado numerosos
axones a través del plexo de Raschkow's y en la capa odontoblastica dentro de los
tubulos dentinarios dispuestos de una forma no aleatoria, donde el pico de la
densidad de inervacion se observa en el cuerno pulpar (Silverman, 1987). Ademas
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de estas estructuras en estudios de inmunofluorescencia indirecta se ha estudiado
el CGRP distribuido en el ligamento periodontal en ratas (Egan, 1996) y cuando las
ramas del nervio alveolar inferior llegan al apice dental algunas fibras entran a la
pulpa dental mientras que otras terminan en el ligamento periodontal, otras fibras
nerviosas se asocian con vasos sanguineos localizados cerca de la pared del
alveolo, se han realizado también estudios de inmunohistoquimica en ratas
realizando procedimientos dentales como pulpotomias con la finalidad de investigar
el CGRP y su efecto en la formacion del puente dentinario durante el proceso de
reparacion (Caviedes-Bucheli, 2008), demostrando que las fibras nerviosas del
CGRP tienen un papel importante en el desarrollo de la dentina coronal que ésta

esta expuesta en el ambiente oral (Bassetti, 2018).

3.2 Mecanismos endégenos de analgesia

El dolor representa un sistema sensorial y perceptual complejo de homeostasis
compuesto de aspectos afectivos, motivacionales, cognitivos, genéticos vy
psicoldgicos, asociado con respuestas neurovegetativas y motoras que participan
en la recepcion, transmision y procesamiento de los aferentes nociceptivos (Craig,
2002).

Las neuronas sensoriales periféricas especializadas, conocidas como nociceptores,
alertan sobre estimulos externos potencialmente daninos en la piel al detectar
temperaturas, presiones extremas y sustancias quimicas relacionadas con lesiones,
y convertir estos estimulos en sefales eléctricas de largo alcance que se transmiten

a centros cerebrales superiores (Dubin, 2010).

Los nociceptores tienen clases de receptores que son activados por medio de
moléculas especificas de caracter nocivo, se considera que hay receptores para
estimulos térmicos, mecanicos y quimicos (Basbaum, 2009), como se mencioné
anteriormente las proyecciones axonicas pueden ser clasificadas por su

mielinizacion, diametro y velocidad de conduccién (Tabla 1).
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Tabla 1. Clasificacion de las fibras aferentes primarias

Tipo de fibra Mielinizacion Diametro Velocidad de Funcién
conducciéon
Fibra Aa Mielinizadas 12-20pm 70-120 m/s Propiocepcion,
estiramiento husos
musculares
Fibra A8 Mielinizadas 6-12 um 30a70 mfs Informacion no
nociceptiva,
responden al tacto
superficial
Fibra A Poco 2-5 ym 5a 30m/s Informacion
mielinizadas nociceptiva,
sensacion  punzante
bien definida
Fibra C No 0.4-1.2 um 0.1-1.4 m/s Informacion
mielinizadas nociceptiva,

sensacion dolorosa,
sorda y continua.

Clasificacion de las fibras aferentes primarias por: tipo de fibra, mielinizacion, diametro,
velocidad de conduccion y funcion.

La nocicepcion surge como consecuencia de una lesion tisular y se transmite a
través de las fibras nerviosas aferentes primarias, el SNP responde a estimulos
potencialmente nocivos transduciendo, transmitiendo y modulando la senal
nociceptiva, los nociceptores son neuronas aferentes primarias y sus cuerpos
celulares se localizan en los ganglios de la raiz dorsal y en los ganglios trigeminales,
estas son de tipo pseudounipolar las cuales tienen un axén que se bifurca en una
rama que se dirige al tejido periférico (terminaciones nerviosas libres) y otra rama
que se proyecta a las laminas superficiales de la médula espinal (Basbaum y col.,
2009).

En las astas dorsales de la médula espinal ocurre el primer sitio de relevo de
informacion nociceptiva, ademas de las aferencias de las neuronas de primer orden,
a las astas dorsales llegan multiples proyecciones axonicas descendentes
provenientes de distintas regiones (Millan, 2002) entre ellas, el sistema sustancia
gris periacueductal médula rostroventromedial, nucleos del rafe, el locus coeruleus

y el hipotalamo. La informacién nociceptiva se transmite desde la médula espinal a
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sitios supraespinales a través de tractos principales que son: 1) espinotalamico, 2)
espinorreticular, 3) espinomesencefalico (Basbaum, 2009). Las neuronas de tercer
orden ubicadas en el talamo tienen eferencias que llegan a multiples areas de la
corteza cerebral en donde se codifican las dimensiones sensitivas y emocionales

del dolor.

3.2.1 Mecanismo trigeminal de nocicepciéon

El sistema trigeminal esta involucrado en un proceso de informacion nociceptiva
proviniendo del nervio trigémino o V par craneal (Kishida, 1985). Este nervio se
divide en tres ramas; Oftalmico V1, Maxilar V2, Mandibular V3, cada division
representa un dermatoma diferente, los dermatomos de la cara y de la mucosa
profunda, vascular, muscular y tejido meningeo. La division maxilar incluye la piel
infraorbital y postorbital, labio superior, lado lateral de la nariz, mucosa maxilar
superior y dientes superiores. La rama mandibular suministra inervacién a la
articulacion temporo mandibular, piel de labio inferior, mucosa mandibular intraoral,

dientes inferiores y parte anterior de lengua (Okeson, 1999).

El proceso aferente inicia en las fibras nerviosas originadas en neuronas
seudounipolares cuyos axones ingresan al tallo cerebral y terminan en neuronas de
segundo orden, ubicadas en el tallo cerebral en la unién bulbomedular, en el nucleo
de la raiz descendente del trigémino, especificamente en el subnucleo pars caudalis
y en el asta dorsal de los segmentos cervicales c1 y c2, estas estructuras
constituyen el complejo trigémino cervical (Bartsch, 2003) que es el principal relevo
para los estimulos dolorosos provenientes de la cara y cabeza, una vez activadas
estas neuronas emiten proyecciones aferentes a los nucleos ventral posterior-
medial, dorsomedial e intralaminar del tdlamo y a otros nucleos del tallo cerebral
(Cutrer, 2010).

3.2.2 Neuronas aferentes primarias

El dolor surge como consecuencia de una afectacion tisular y se transmite a través
de las fibras nerviosas aferentes primarias, las dos principales clases de fibras que

pueden detectar estimulos nocivos y que tienen una extensa distribucion en la piel,
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mucosa oral y pulpa dental son las fibras Ad y fibras C, las fibras AR estan
involucradas en la deteccion de estimulos que nos son perjudiciales, como la
vibracion, la propiocepcion y pueden encontrarse en el ligamento periodontal, piel y
mucosa oral (Middleton, 2022).

La pulpa dental esta inervada por fibras aferentes trigeminales mielinicas y
amielinicas, la activacion de aferentes de la pulpa dental por temperatura, agentes
quimicos o estimulos mecanicos da como resultando la percepcién del dolor (Narh,
1992). En humanos, la pulpa dental esta inervada por una proporcion significativa
de fibras mielinicas de mayor diametro, algunas de las cuales pueden ser
caracterizadas clasicamente como fibras aferentes no nociceptivas fibras AB. A
diferencia de los tejidos diana hay diferencias en el patrén de inervacion de estas 2
clases de neuronas sensoriales en la pulpa dental: los tubulos dentinarios inervados
tipicamente por fibras aferentes mielinicas (Fibras AB) mientras que las fibras C en

la region perivascular o estroma de la pulpa dental (Byers y col., 2002).

3.2.3 Generalidades del Sistema Nervioso

El sistema nervioso autbnomo es la parte del sistema nervioso que controla las
acciones involuntarias, como los latidos cardiacos, el ensanchamiento o
estrechamiento de los vasos sanguineos, la regulacion de la temperatura corporal.
El sistema nervioso central (SNC) controla la movilidad voluntaria, es la fuente de
nuestros pensamientos, emociones y recuerdos, este sistema esta formado por el
encéfalo y la médula espinal, tras integrar la informacién a través de funciones
motoras que viajan por nervios del sistema nervioso periférico (SNP), ejecuta una
respuesta adecuada (Allen, 2018). EI SNP esta formado por grupos de neuronas
llamadas ganglios y nervios periféricos que con base en su punto de origen existen
doce pares craneales que provienen del encéfalo y 31 pares raquideos procedentes
de la médula espinal. En el presente trabajo se enfocara a un par craneal llamado
Trigémino (nervio craneal V) el cual provee inervacion sensitiva y motora a la cara
(Huff, 2022).
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3.2.4 Neuroanatomia del nervio trigémino

El nervio trigémino es el nervio del primer arco faringeo, este nervio consiste en
tres ramas en cada lado de la cara que se extiende longitudinalmente, la unién de
estas ramas se localizan en el ganglio trigeminal o ganglio de Gasser, el cual se
ubica en la cavidad de Meckel de la cavidad craneal, la primera rama del nervio
trigémino se llama nervio Oftalmico (V1), la segunda rama nervio maxilar (V2) y la
tercera rama nervio mandibular (V3) (Zuurmond, 1996).

El nervio trigémino es mixto: una parte sensorial y otra motora, la sensorial es la
responsable de la transmision de aferentes somaticos generales desde la cara, es
decir, dolor, temperatura, vibracion, tacto fino y propiocepcion. La parte motora esta
encargada de la inervacidon a los musculos de la masticacién, incluidos los
temporales, los pterigoideos, el masetero y algunos musculos mas pequefios: el
tensor del velo del paladar, el tensor palatino vientre anterior del digastrico y
el musculo milohioideo (Price, 2022).

3.2.5 Divisiones del nervio trigémino

Rama Oftalmica (V1): La rama oftalmica es la primera rama del nervio trigémino en
orden rostral-caudal, desde el ganglio trigeminal cruza la pared lateral del seno
cavernoso y luego pasa a traves de la fisura orbitaria superior hacia la érbita, donde
se divide en tres ramas terminales: el nervio lagrimal, el nervio frontal y el nervio

nasociliar (Edvinsson, 2020).

Es la rama responsable de la inervacion sensorial de la cara y el craneo por encima
de la fisura palpebral, asi como del ojo, partes de la cavidad nasal, cuerpos ciliares,
iris, glandula lagrimal, conjuntiva, cérnea asi como también porcion superior de la
cavidad nasal, seno frontal, estructuras mas profundas de la duramadre y porciones
de la fosa craneal anterior, arterias cerebrales en el poligono de Willis, nervio
meningeo recurrente (nervio recurrente de Arnold), alcanzando los senos venosos

transversales y rectos (Larrier, 2003). Los estimulos nocivos para los receptores
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sensoriales intracraneales son traducidos en mayor parte por la rama oftalmica
porque las ramas maxilar y mandibular proporcionan inervacion solo a una

extension limitada de las meninges (Goadsbye, 2017).

Rama Maxilar (V2): Es la segunda rama del nervio trigémino, tiene un trayecto
intracranealmente hacia la duramadre de la fosa craneal media, los dientes
superiores, el paladar, la membrana del seno maxilar, la cavidad nasal y la glandula
lagrimal. Es un nervio sensorial inerva la piel del parpado inferior, el pliego
nasolabial, el labio superior y la mejilla (Anastasi, 2010).

Rama Mandibular (V3): La rama mandibular V3 pasa entre el tensor del velo del
paladar y el pterigoideo lateral. La continuacion del nervio mandibular se divide en
un tronco anterior y otro posterior. El tronco anterior da ramas a tres musculos
principales de la masticacion y una rama bucal, que proporciona inervacion
sensorial a la mejilla. La divisién posterior emite tres ramas sensoriales principales,
los nervios auriculotemporal, lingual y alveolar inferior y fibras motoras para inervar

el milohioideo y el vientre anterior del musculo digastrico (Burchiel, 2003).

Proporciona inervacion sensorial de la mucosa bucal, los dientes mandibulares y la
piel debajo de la boca. La porcion motora de V3 inerva todos los musculos de la
masticacion (Donnet, 2017).

3.3 Expresion de péptidos relacionados al dolor y analgesia en el diente

Los neuropéptidos se encargan de la regulacion homeostatica en condiciones
inflamatorias y no inflamatorias, regulan el flujo sanguineo pulpar, participando el
CGRP , SP, Neurokinina A, entre otros. EI CGRP es el vasodilatador enddgeno
mas potente (Brain, 1997) y ocupa el 50% de las neuronas del sistema trigeminal
(Raddant, 2011). Ademas es un neuropéptido localizado en las fibras tipo C del
tejido pulpar, participa en actividades neurotroficas y neurotrépicas y regula la

presencia de antigenos dentro del sistema inmune (Staquet, 2008).
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Estudios de inmunohistoquimica en diferentes especies animales (Uddman, 1986)
han demostrado la inmunoreactividad de fibras nerviosas en la pulpa dental,
ademas otros estudios han revelado que la pulpa dental tiene un rico suministro de
fibras nerviosas positivas a acetilcolinesterasa y adrenérgicos. Asi mismo se ha
demostrado la presencia de fibras nerviosas que contienen el VIP, SP y NPY en
varios mamiferos incluyendo el hombre (Uddman, 1980).

3.3.1 Péptido relacionado al gen calcitonina

El CGRP es un neuropéptido de 37 aminoacidos producido por neuronas del
sistema nervioso central y del sistema nervioso periférico, con diversas funciones
fisiologicas. Sus dos isoformas (a y B) los cuales difieren en 3 aminoacidos en
humanos, se expresan ampliamente en todo el cuerpo, en las neuronas sensoriales,
asi como en las neuronas motoras y las células neuroendocrinas. El CGRP actua a
través de al menos dos receptores acoplados a proteina G que forman complejos

inusuales con proteinas modificadoras de la actividad del receptor (Russo, 2023).

Este neuropéptido también interactua con diferentes poblaciones de células
inmunorreguladoras, tales como macrofagos, modulando su funcion e induciendo la
liberacion de mediadores inflamatorios incluyendo citoquinas, prostaglandinas, y

tromboxanos (Kangarlou, 2010).

El CGRP esta localizado principalmente en las fibras sensoriales A-8 el cual tiene
una amplia inervacion a todo el cuerpo, y también en las fibras tipo C estan
cercanamente asociadas en la microcirculacién pulpar. En ratas la mayoria del
receptor de potencial transitorio V1 (TRPV1) se expresa en aferentes de la pulpa
siendo positivas para CGRP (Chung, 2013), lo cual sugiere la posibilidad que
algunas aferentes peptidérgicas puedan transmitir el dolor por cambios térmicos y
asi una lesion dental induce una proyeccion terminales aferentes peptidérgicas
liberando CGRP (Byers, 2002).

La activacion de TRPV1 expresa una amplia, rapida y robusta respuesta de la

inflamacion neurogénica que precede la infiltracion de células del sistema inmune

30



innato, los neuropéptidos que contienen neuronas sensoriales liberan péptidos
como SP, VIP y CGRP. Se cree que la liberacion de estos péptidos pueden ser los
responsables del inicio y el mantenimiento de la inflamacion neurogénica, los
efectos vasculares permiten una vasodilatacidon y extravasacion plasmatica, estos
neuropéptidos se conocen por tener efectos inmunomoduladores en las células
inmunes, demostrando una posible via de produccion de citoquinas

antiinflamatorias (Baliu-Pique, 2014).

Investigaciones de inmunohistoquimica de la pulpa dental humana y animal han
revelado que los vasos sanguineos pulpares presentan una variedad de nervios que
expresan neuropéptidos como SP, Neuroquinina A, CGRP, VIP, neuropéptido Y,
somatostatina, galanina (Byers, 1994). Ademas las técnicas de doble marcaje han
demostrado que ciertos vasos sanguineos en realidad reciben una inervacion
peptidérgica dual, pareciera que las fibras que expresan CGRP, NKA y SP tiene un
patrén similar de vasos pulpares grandes (40 um de diametro).

La estimulacion mecanica y térmica nociva, asi como la activacion quimica de las
neuronas sensoriales, provoca la liberacion periférica y central de SP y CGRP
(Flores, 2001) estos hallazgos sugieren que la liberacion de SP y/o CGRP de las
terminales nerviosas sensoriales es un indicador fisiolégico de la sefalizacion
nociceptiva. En un estudio (Rodd, 2003), se identificoé por medio de técnicas
histolégicas con Inmunofluorescencia (Figura. 4), la localizacion de los moduladores

nociceptivos en las neuronas sensoriales que inervan la pulpa dental.
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Figura 4. Expresion de CGRP en fibras nerviosas de la pulpa dental

Tomado de Fehrenbacher, J. C., Sun, X. X., Locke, E. E., Henry, M. A., & Hargreaves, K.
M. (2009). Capsaicin-evoked iCGRP release from human dental pulp: a model system for
the study of peripheral neuropeptide secretion in normal healthy tissue. Pain, 144(3), 253—
261.

3.3.2 Introduccion a las funciones antinociceptivas de la oxitocina

La oxitocina (OT) es una hormona nonapéptica que se libera dentro del SNC por el
nucleo hipotalamico paraventricular y nucleo supraoptico (Swanson, 1981). La OT
esta constituida por nueve aminoacidos (cisteina, tirosina, isoleucina, glicina,
asparangina, glutamina, prolina, leucina y glicina), un grupo amino terminal y un
puente de azufre entre las dos cisteinas, es una hormona asociada al parto y a la
secrecion lactea, funciona como un analgésico endoégeno y exogeno (Lundeberg,
1984).

Los productos peptidicos maduros de la OT y su molécula transportadora
neurofisina, son unidades basicas funcionales, la neurofisina esta relacionada con
el empaquetamiento y almacenamiento de la OT antes de ser liberada de las
terminales axonicas al torrente sanguineo para actuar como hormona (Gimpi y col.,
2001), se ha caracterizado un receptor selectivo para OT, el receptor OTR esta

presente en varias regiones del cerebro: el area cortical, el sistema olfatorio, los
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ganglios basales, el sistema limbico, el talamo, el hipotalamo, el tallo cerebral y la
médula espinal (Swanson, 1981).

3.3.3 Antecedentes de la modulacién periférica antinociceptiva de la

oxitocina

Se tiene evidencia limitada en humanos que sugiere que la oxitocina tiene el
potencial de modular la transmisién somatosensorial, en especifico la percepcion
del dolor. Por ejemplo dos estudios separados encontraron que las concentraciones
de oxitocina eran significativamente mas bajas entre los nifios de la misma edad y
sexo que experimentaban dolor abdominal recurrente en comparaciéon con los
nifios sin dolor (Alfven, 1994, 2004).

En otro estudio clinico se menciona que los pacientes que sufren dolor lumbar
agudo y cronico reducen el reporte del dolor después de recibir oxitocina via
intratecal (Yang, 1994). Asi mismo otro estudio clinico ha reportado que los
pacientes con sindrome de colon irritable exhibieron menor incomodidad visceral
por la administracion de oxitocina intravenosa (Louvel, 1996), en una muestra de
mujeres sanas sometidas a pruebas de dolor psicofisico, se reveld que los niveles
de oxitocina en plasma se asociaron con una reduccién de la tolerancia al dolor por

el frio nocivo y los estimulos isquémicos (Grewen, 2008).

Por otro lado en un estudio que incorporé la inhalacion de dosis bajas de oxitocina
un grupo de personas sin dolor que recibieron al azar oxitocina informaron menos
dolor por el pinchazo en el dedo en comparacion con el grupo que inhalé un agente
placebo (Uryvaev, 1996). Finalmente la administracion intranasal de oxitocina se
relacioné de manera dependiente de la dosis en la disminucién de la frecuencia y la
intensidad del dolor de cabeza en personas con presentaron migrafa cronica
(Wang, 2013).

La OT ha emergido como una molécula interesante para inducir analgesia a nivel

espinal no solamente en modelos de dolor en animales, si no también en humanos
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(Condés-Lara 2016). Por lo que se ha apuntado la posible participacion de los
canales de calcio en la analgesia periférica mediada por oxitocina (Quiu, 2014).

De esta manera se ha sugerido que la OT inhibe la transmision sensorial que llega
a las neuronas del asta dorsal, excitando interneuronas espinales inhibitorias y/o en
una accion directa. La oxitocina enddgena y exdégena asi como la estimulacion del
nucleo paraventricular, suprimen selectivamente la actividad conducida por las
aferentes A8 y fibras C en las células del asta dorsal de la médula espinal (Condés-
Lara, 2006, Rojas- Piloni, 2007). La importancia del presente proyecto radica en la
descripcion del receptor de oxitocina en pulpa dental debido a que son pocas las

evidencias de su accion a nivel periférico en la inervacion del trigémino.
3.3.4 Receptores involucrados en la antinocicepcién mediada por oxitocina

El receptor de OT tiene 7 dominios transmembranales a hélice acoplados a una
proteina Gqg/11, proteinas de unidbn GTP que promueven la activacion de una
fosfolipasa C (PLC), que da lugar a la generacidn de inositol trifosfato (IP3) y 1,2
diaglicerol (DAG). El IP3 desencadena la liberacion de Ca* del almacén intracelular,
mientras que el DAG estimula a proteina quinasa C (PKC), que fosforila a proteinas
blanco identificadas (Gimpi-Fahrenholz, 2001).

Los receptores de oxitocina estan presentes en varias regiones del cerebro: area
cortical, en el sistema olfatorio, en los ganglios basales, el sistema limbico, el
talamo, el hipotalamo, el tallo cerebral y la médula espinal en las capas superficiales
del asta dorsal, la sustancia gris central, intermedio medial (IMM), intermedio lateral
(IML), niveles toracicos y lumbares T8-L2 toracico lumbares, T12-S1 y lumbosacros
(Reiter y col.,, 1994). Estos péptidos se involucran en diferentes funciones
fisiologicas como: actividad cardiovascular, respiracion, alimentacion, interacciones

sociales y mas recientemente en la nocicepcion.

34



IV.  Pregunta de investigacion

¢ Existe colocalizacion de OTR y CGRP en pulpa dental de dientes sanos o con

caries?.

V. Hipétesis de trabajo

El receptor de oxitocina (OTR) colocaliza con el pétptido relacionado al gen
calcitonina (CGRP) en pulpa dental de humano con caries y sin caries.

VI.  Objetivos

6.1 General

Determinar la presencia del péptido relacionado al gen de la calcitonina (CGRP) y el
receptor de oxitocina (OTR), en pulpa dental de terceros molares sanos y que

presenten caries.

6.2 Especificos

1. Mostrar evidencia de la colocalizacion de CGRP y OTR mediante técnicas de

inmunofluorescencia en pulpa dental sana y con caries.

2. Determinar la intensidad de marcaje de CGRP y OTR mediante la digitalizacion

de imagenes en pulpa dental sana y con caries.

3. ldentificar la colocalizacion de CGRP y OTR en la zona coronal, la zona media y
en la zona apical en pulpa dental sana y con caries.

VII. Disefio de investigacion

Estudio Observacional Descriptivo Transversal
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7.1.1 Definicion del universo

Pacientes atendidos en la clinica de Odontologia de la Universidad de La Salle
Bajio, del servicio de Cirugia Maxilofacial programados para extraccion de terceros

molares.

7.1.2 Tamano de la muestra

Muestreo por conveniencia. Para este estudio se incluyeron un total de cinco
individuos programados para procedimiento quirurgico de extraccién de terceros
molares, 3 terceros molares sanos y 3 terceros molares con caries, clinica y
radiograficamente fueron inspeccionados por un profesional de la salud oral se
excluyeron 4 pulpas dentales debido al retiro parcial de la pulpa dental.

7.1.3 Criterios de inclusion

Edad de 18 a 35 afios, sexo indistinto, se programaron para extraccién quirurgica
de terceros molares superiores o inferiores. Individuos que decidieron firmar la carta

de consentimiento informado.

7.1.4 Criterios de exclusion

Mujeres embarazadas, mujeres bajo tratamiento de reemplazo hormonal,
alcoholismo o alguna otra droga de abuso, que cursaron con alguna infeccion aguda
o crbnica, que estuvieron bajo tratamiento farmacolégico por infecciones al
momento de la valoracion, dientes con enfermedad periodontal o en tratamiento con

ortodoncia.
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7.1.5 Criterios de eliminacion

Individuos que se retiraron de la investigacion, imposibilidad de procesar la muestra,

parcialidad en la toma de la muestra, pulpa dental incompleta.

7.1.6 Consideraciones bioéticas

Este proyecto de investigacion se sometiéo a evaluacién por parte del comité de
Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Querétaro
(UAQ), siendo aprobado y registrado (Anexo 12.1) con el numero de registro 14490,
a continuacién se continué con la recoleccién de muestras de tejido dental en el
Servicio de Cirugia Maxilofacial de la Universidad de La Salle Bajio Campus
Campestre (UDLSB) (Anexo 12.2), de la misma forma, el analisis del tejido o
biomaterial humano del presente proyecto fue evaluado y aceptado por parte del
Comité de Etica en Investigacion del Instituto de Neurobiologia (INB) con el nimero
de registro 103.H.

De acuerdo a lo establecido en la declaracion de Helsinki promulgado por la
Asociacion Médica Mundial (AMM), durante el transcurso del proyecto se mantuvo
como prioridad el bienestar e integridad de cada uno de los participantes.

Al inicio del estudio se llevd a cabo la correspondiente sesion informativa para
explicar la dinamica del estudio y posteriormente se cuestioné de manera individual
a los sujetos si era su deseo el formar parte y participar en el proyecto, y a quienes
accedieron se les solicitd la firma voluntaria del consentimiento informado (Anexo

12.3) y se realiz6 un cuestionario COVID-19 (Anexo 12.4).

Fueron establecidas fechas con horarios distintos para realizar la historia clinica y
para la toma de muestras. Absolutamente toda la informaciéon que se obtuvo se

almaceno y analizé de forma estrictamente confidencial.

La toma de muestras se realizé empleando las barreras de proteccidon: empleo de
cubrebocas N95, guantes, bata desechable, gorro desechable, careta de
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proteccion. En cada paciente se usd equipo nuevo, instrumental estéril, la
eliminacién de los residuos biologicos se realizé por una empresa especializada en
el manejo y desechos bioldgicos, de acuerdo con la Norma NOM-087-SEMARNAT-
SSA1-2002.

Los individuos participaron de manera voluntaria, en el cual donaron las piezas
dentales extraidas (terceros molares) para su analisis posterior, no recibieron

ningun estimulo econdémico.

7.1.7 Seleccion de fuentes, técnicas y procedimientos de recolecciéon de

informacion

Para la toma de muestra, la Universidad de La Salle Bajio Campus Campestre,
proporciono: los materiales y kit de instrumental basico de cirugia, kit de proteccion
para paciente y odontologo.

Para el procesamiento de muestra el Instituto de Neurobiologia de la UNAM
Campus Juriquilla, Laboratorio B-16 proporcioné el material y equipos para el
presente proyecto:

Material para el almacenamiento y procesamiento de la muestra: vial de
almacenamiento, paraformaldehido, buffer fosfatos, sacarosa, tissue tek, hielo seco,
portaobjetos, cubreobjetos, xilol, resina acrilica, caja de almacenamiento para
portaobjetos.

Anticuerpos primarios; Anti-OTR Oxytocin-R (C-4): sc- 515809; Santa Cruz
Biotechnology Inc. Para el CGRP, el Anticuerpo utilizado fue utilizado el anticuerpo
Anti-CGRP Anticuerpo A-11008; ThermoFisher scientific.

Anticuerpos secundarios; A-21422 Anti-mouse IgG (H+L) Cross Adsorbed
Secundary Antibody (Alexa Fluor™ 555); Thermo Fisher Scientific, A-1108; Goat
Anti Rabbit IgG (H+L) Cross Adsorbed Secundary Antibody (Alexa Fluor™ 488)
Invitrogen, USA.

Equipo de criocorte para obtencion de cortes: Crisotato Leyca Biosystems.
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Equipo para Analisis Histoldgico: Microscopio de epifluorescencia para la obtencion

de imagenes en un plano y Microscopio confocal.

Programas para analisis de imagenes y procesamiento de datos: Zenn 3.6 (Zen

Lite), Image J, Graph Pad Prism versién 10.0.3.

7.1.8 Procesamiento de la muestra

Una vez realizado el interrogatorio directo en el que no se evidencian antecedentes

personales ni familiares de relevancia, conociendo los beneficios, posibles

complicaciones y de acuerdo con los hallazgos clinico-radiograficos, se procedié a

realizar el procedimiento quirurgico dental.

1.

El anestésico utilizado fue 1.8 ml de lidocaina al 2% y 1/100,000 diluido en
epinefrina, bloqueando el nervio alveolar inferior y bucal, una vez realizada la
extraccion quirurgica de terceros molares, se procedié a realizar irrigacion
extraoral de cada uno de los dientes durante 30 segundos con solucion
fisiologica para eliminar restos de sangre.

Cada diente se coloco en solucion de paraformaldehido al 4% y en Buffer
Fosfatos (PB) a 0.2M con un pH 7.4, durante 4 horas posteriormente se dejo
en refrigeracion introducido por 24 hrs en sacarosa, por un periodo no mayor
de 72 horas.

De manera extraoral, sobre la cara oclusal del esmalte se realizd el acceso
de la cavidad utilizando una pieza de mano de alta velocidad con irrigacion y
utilizando una fresa de carburo de bola numero 4, se realizé la preparacion de
acceso hacia la camara pulpar; posteriormente con ayuda de limas
endodonticas se realizé el retiro completo del tejido pulpar.
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4. El tejido pulpar fue colocado en paraformaldehido al 4% y en Buffer Fosfatos
a 0.2 M con un pH de 7.4. Finalmente fue introducido por 24 hrs en sacarosa
al 30% en PB. Una vez que se obtuvo el tejido pulpar, estos fueron incluidos
en Tissue-Tek® (Sakura Finetek USA, Inc), y congelados con isopentano a -
200°C.

5. Para realizar los cortes longitudinales de la pulpa dental se utilizé un criostato
(Leyca Biosystems), se obtuvieron cortes longitudinales continuos de la pulpa
dental de 20 ym de espesor. A continuacion se representa (Figura. 5) el
procesamiento de la pulpa dental.

Figura 5. Procesamiento de pulpa dental
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Procesamiento de la pulpa dental, recoleccion, fijacion del tejido, obtencion de cortes de
tejido pulpar en criostato para su posterior analisis histolégico por medio de Microscopia de
epifluorescencia.

7.1.9 Inmunofluorescencia de las fibras aferentes primarias

Para realizar la inmunofluorescencia se seleccioné la serie de uno de los cortes,
primero se coloco el tejido en paraformaldehido al 4% durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Después de lavar el tejido en buffer fosfato 0.1 M realizamos
la primera incubacion (24 hrs, temperatura 4°C) en un coctel con los siguientes
anticuerpos pimarios; para el receptor de oxitocina fue utilizado el anticuerpo Anti-
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OTR Oxytocin-R (C-4): sc- 515809; Santa Cruz Biotechnology Inc., para el CGRP,
el anticuerpo utilizado fue Anti-CGRP Anticuerpo A-11008; ThermoFisher scientific,
el cual es un anticuerpo policlonal de conejo y reacciona en especies como el
humano, ratén y rata, solucion 1:200. Posteriormente lavamos con buffer fosfato 0.1
M y los incubamos con el anticuerpo secundario apropiado (24 hrs, temperatura
4°C).

Los anticuerpos secundarios que utilizamos fueron: A-21422 Anti-mouse 1gG (H+L)
Cross Adsorbed Secundary Antibody (Alexa Fluor ™ 555) diluido 1:500; Thermo
Fisher Scientific, A-1108; Goat Anti Rabbit IgG (H+L) Cross Adsorbed Secundary
Antibody (Alexa Fluor ™ 488) Invitrogen, USA diluido en 1:300.

Posteriormente en el proceso de deshidratacién, los cortes fueron colocados e
impregnados por un tren de alcoholes de menor a mayor concentracion: 70%, 80%,
96% y 100% y por Xilol absoluto. Finalmente se aplicé la resina acrilica con base de
xileno (DPX) y encima un cubreobjetos para su conservacion.

7.1.10 Microscopia confocal y analisis de imagenes

Observamos los cortes en un microscopio confocal LSM 510 Meta (Zeiss, México),
con objetivos de inmersion 25x/0.8 40x/1.3. Se utilizaron los filtros de fluoresceina,
los picos de las longitudes de onda de excitacidn aproximados fue de 488 nm para
el canal 1 (OTR) y de 561 nm para el canal 2 (CGRP). Las imagenes de la pulpa
dental fueron procesadas en el programa Zenn 3.6 ZEN lite (Carl Zeiss Microscopy
GmBH, Gottingen, Alemania), cada imagen a un tamafo de 1024 x 1024 pixeles.
En el presente trabajo reportamos secciones simples, proyecciones en Z y
ortogonales.

El método de captura de imagenes por medio de un software en microscopia de
epifluorescencia (Olympus's xCellence software), fueron necesarios para optimizar
los tiempos de exposicion y obtener un imagen de alta calidad, en base a lo anterior
se tomaron fotografias de la pulpa dental de todas las muestras a nivel coronal,
medio y apical. Enseguida se realizé la digitalizacion de las imagenes en el
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programa Image J, lo cual permitio extraer informacién de marcaje de CGRP y OTR
de la pulpa dental, se utiliz6 un analisis de ANOVA de una sola via para
comparaciones multiples por zonas y para determinar la diferencia de marcaje de
CGRP y OTR en dientes con pulpa dental sana y con caries se utilizé una T student
no pareada dependiendo los datos, consideramos estadisticamente significativos
los datos con una p<0.05. El reporte final sera entregado con base al formato de

Tesis de Posgrado de la Universidad Autonoma de Querétaro.

VIIl. Resultados

8.1 Analisis descriptivo de la muestra

La pulpa dental obtenida de terceros molares de los pacientes fue analizada con
técnicas histologicas de inmunofluorescencia utilizando anticuerpos fluorescentes
especificos anti-CGRP y anti-OTR. Esta preparacion de tejido permitio su
observacion por medio de un microscopia de epifluorescencia y en microscopia

confocal para la obtencion de imagenes por zonas de la pulpa dental

El presente trabajo fue disefiado de la siguiente forma, se empezo6 a estudiar los
portaobjetos de todos los individuos de pulpa dental de dientes sanos “Pulpa dental

sana” en 3 individuos, “Humano 1”,“Humano 2”, “Humano 3”, y de dientes con caries

“pulpa dental caries” de 3 individuos “Humano 17, “Humano 2”7, “Humano 3” el ultimo
tomado como control en técnicas histoldgicas.

Se tomaron fotografias de 3 zonas representativas de la pulpa dental de CGRP y
OTR de cada individuo, la pulpa dental de la zona mas cercana a la corona
dental “Zona coronal”, la pulpa dental de la zona media “Zona media”, y la pulpa
dental mas cercana al apice “Zona apical’.

A continuacion se muestra el marcaje por zonas de CGRP de pulpa dental sana en
Humano 1, Humano 2 y Humano 3 (Figura. 6), en la zona coronal en Humano 1, se
tiene un promedio de intensidad de marcaje CGRP en el area 1 de 13.898, area 2
un promedio de 116.041, area 3 un promedio de 183.726 y area 4 un promedio de
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189.557. En la zona media un promedio de intensidad marcaje en el area 1 de
189.756, en el area 2 de 222.829, en el area 3 un promedio de 175.292, en el area
4 un promedio de 125.491 y en el area 5 un promedio de 83.073. En la zona apical
el promedio de intensidad de marcaje de CGRP en el area 1 de 158.822, en el area
2 un promedio de 136.487, en el area 3 un promedio de 186.234 y en el area 4 un
promedio de 223.842.

La intensidad de marcaje en pulpa dental sana de CGRP en la zona coronal en
Humano 2, se tiene un promedio de intensidad de densidad en el area 1 de 100.023,
en el area 2 un promedio de 121.162, en el area 3 un promedio de 111.996 y en el
area 4 un promedio de 138.684. En la zona media un promedio de intensidad de
marcaje de CGRP en el area 1 de 176.313, en el area 2 de 184.591, en el area 3
un promedio de 253.638 y en el area 4 un promedio de 250.984. En la zona apical
el promedio de intensidad de marcaje de CGRP en el area 1 de 109.549, en el area
2 un promedio de 173.436, en el area 3 un promedio de 165.038, en el area 4 un
promedio d e 119.481.

La intensidad de marcaje en pulpa dental sana de CGRP en la zona coronal en
Humano 3, teniendo un promedio de intensidad de marcaje en el area 1 de 241.246,
en el area 2 un promedio de 285.867, en el area 3 un promedio de 324.643, en el
area 4 un promedio de 310.327 y en el area 5 un promedio de 238.755. En la zona
media un promedio de intensidad de marcaje de CGRP en el area 1 de 249.884, en
el area 2 de 151.874, en el area 3 un promedio de 172.711, en el area 4 un promedio
de 226.878, en el area 5 un promedio de 181.684.

En la zona apical el promedio de intensidad de marcaje de CGRP en el area 1 de
182.458, en el area 2 un promedio de 153.83, en el area 3 promedio de 193.546 y
en el area 4 un promedio de 146.849. Teniendo una significancia estadistica en
humano 1 en la zona coronal p<0.0001 en zona coronal p<0.05 en zona media y

apical en comparacion con las las pulpas dentales sanas.
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Figura 6. Marcaje CGRP en pulpa dental sana
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Marcaje de CGRP en pulpa dental sana. A, Representacion en un corte coronal las areas y
zonas en la pulpa dental analizadas. B, Graficas del marcaje de CGRP en zona coronal,
media y apical por area, prueba estadistica utilizada ANOVA de comparaciones mduiltiples.

A continuacion se graficé el marcaje por zonas de OTR en pulpa dental sana, en la
zona coronal en Humano 1, Humano 2 y Humano 3 (Figura. 7), en Humano 1 se
tiene un promedio de intensidad de marcaje de OTR en el area 1 de 117.236, en el
area 2 un promedio de 113.062, en el area 3 un promedio de 104.883 y en el area
4 un promedio de 100.284. En la zona media un promedio de marcaje de OTR en
el area 1 de 105.738, en el area 2 de 164.726, en el area 3 un promedio de 199.943,
en el area 4 un promedio de 140.807 y en el area 5 un promedio de 123.655. En la
zona apical el promedio de marcaje de OTR en el area 1 de 121.851, en el area 2
un promedio de 143.609, en el area 3 un promedio de 172.743 y en el area 4 un
promedio de 152.348.
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El marcaje de OTR en la zona coronal en Humano 2, teniendo un promedio de
marcaje de OTR en el area 1 de 126.966, en el area 2 un promedio de 107.369, en
el area 3 un promedio de 107.754 y en el area 4 un promedio de 132.839. En la
zona media un promedio de marcaje de OTR en el area 1 de 102.032, en el area 2
un promedio de 133.226, en el area 3 un promedio de 155.423 y en el area 4 un
promedio de 215.2. En la zona apical el promedio de marcaje de OTR en el area 1
de 106.302, en el area 2 un promedio de 147.798, en el area 3 un promedio de
157.456 y en el area 4 un promedio de 130.353.

El marcaje de OTR en la zona coronal en Humano 3 teniendo un promedio de
marcaje de OTR en el area 1 de 227.931, en el area 2 un promedio de 245.89, en
el area 3 un promedio de 242.205, en el area 4 un promedio de 253.949 y en el
area 5 un promedio de 259.732. En la zona media un promedio de marcaje de OTR
en el area 1 de 193.546, en el area 2 de 193.546, en el area 3 un promedio de
211.981, en el area 4 un promedio de 287.463 y en el area 5 un promedio de
183.481. En la zona apical el promedio de marcaje de OTR en el area 1 de 171.457,
en el area 2 promedio de 134.146, en el area 3 un promedio de 165.098, y en el
area 4 un promedio de 121.676, siendo significativo en la zona media de las 3 pulpas

dentales
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Figura 7. Marcaje OTR en pulpa dental sana
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Marcaje de OTR en pulpa dental sana. A, Representacién en un corte coronal de las areas
y zonas en la pulpa dental analizadas. B, Marcaje de OTR en zona coronal, media y apical
por humano, prueba estadistica utilizada ANOVA de comparaciones multiples.

A continuacion se muestra el marcaje global por zonas de CGRP (Figura. 8), de
pulpa dental con caries, se representa la intensidad de marcaje de CGRP en la zona
coronal en Humano 1 y Humano 2.

Teniendo un marcaje de CGRP en la zona coronal area 1 de 205 en el area 2 195.
9,en area 3 173. 164, area 4 173. 3, en area 5 173. 1, en la zona media del area 1
se obtuvo un promedio de 206. 002, en el area 2 un promedio de 186.06 y en el
area 3 un promedio de 186.06, en la zona apical en el area 1 se obtuvo un promedio
de 151, en el area 2 un promedio de 193. 259 y en el area 3 un promedio de 114.044
siendo significativo en el area 2 y 3. El marcaje de CGRP en la zona coronal del
humano 2 por area en e area 1 fue de 205.218, en el area 2 un promedio de marcaje

de 165.418, en el area 3 un promedio de 164.834, en el area 4 un promedio de 194.
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802 y en el area 5 un proemdio de 322.153, siendo significativos en el area 2,3,4 y
5. En la zona media se tiene un promedio de 329.775, en el area 2 un promedio
334.256, en el area 3 un promedio de 258.342 y en el area 4 un promedio de
230.418. En zona apical sin diferencia estadistica en el area 1 con un promedio de
217.818. En el area 2 172.321 y en el area 3 un promedio de 179.682.

Figura 8. Marcaje CGRP pulpa de dientes con caries
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Marcaje de CGRP en pulpa dental-caries. A, Representacion en un corte coronal de las
areas y zonas en la pulpa dental analizadas. B, Marcaje de CGRP en zona coronal, media
y apical por humano, prueba estadistica utilizada ANOVA de comparaciones multiples.

A continuacion se el marcaje por zonas de OTR (Figura. 9), de pulpa dental en
diente con caries se representa la intensidad de marcaje de OTR en la zona coronal
en Humano 1 y Humano 2. En zona coronal del humano 1 se obtuvo un promedio
de marcaje por area de 289.074, en el area 2 un promedio de 248. 531, en el area
3 un promedio de 251.441, en el area 4 un pormedio de 244. 016 y en el area 5 un
promedio de 164.799 teniendo una significancia estadistica de area 2 y area 3 y
area 2y 4 de p<0.0001 y p<de 0.0005 del area 2 y del area 5. En la zona media no
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se obtuvieron diferencias entre el area 1 con un promedio de marcaje de 235.078,
teniendo un promedio de marcaje en area 2 de 245.24 y en area 3 un promedio de
234.879. En zona apical se obtuvo un promedio de marcaje de OTR en area 1 de
147.451, area 2 un promedio de 212. 818 y area 3 un promedio de 199.763.

En zona coronal el marcaje de OTR en el Humano 2 con caries, en area 1 fue de
248.737, area 2 258. 048, area 3 un promedio de 362.92, area 4 un promedio de
321. 337 y area 5 un promedio de 223.32, siendo significativo en area 1 y 3
p=0.0034, area 2 y 3 y respectivamente en el area 3 y area 5 p<0.0008. En la zona
media el marcaje de OTR en zona media area 1 fue de 179.243, en el area 2 de
249.801, en el area 3 un promedio de 198.503 y en el area 4 un promedio de
208.156, siendo significativo en el area 1 y 2 p<0.05. En la zona apical el marcaje
de OTR en el area 1 obtuvo un promedio de 196.53, en area 2 un promedio de
149.192 y en area 3 un pomedio de marcaje de 160.983, sin diferencia estadistica
en la zona apical.

Figura 9. Marcaje OTR en pulpa dental de dientes con caries
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Marcaje de OTR en pulpa dental-caries. A, Representacion en un corte coronal de las areas
y zonas en la pulpa dental analizadas. B, Marcaje de OTR en zona coronal, media y apical
por humano, prueba estadistica utilizada ANOVA de comparaciones multiples.
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Tabla 2. Marcaje de CGRP por zonas en pulpa dental sana y en dientes con caries.

Significancia
estadistica

Péptido Pulpa Pulpa Pulpa Pulpa Pulpa pulpa
Relacionado dental dental dental dental dental dental
al Gen sana caries sana caries sana caries
Calcitonina Zona Zona Zona Zona Zona Zona
(CGRP) coronal coronal media | media | apical apical
Datos 203 199 161 105 130 75
analizados
Promedio 189 198 198 257 159 182
Prueba de T no pareada
P valor 0.3707 0.0001 0.0389
Significancia NS bl *
No Si Si

NS= sinsignificancia estadistica,* p<= 0.05, *** p<= 0.001

Tabla 3. Marcaje de OTR por zonas en pulpa dental sana y en dientes con caries.

Receptor de Pulpa Pulpa Pulpa Pulpa Pulpa Pulpa
Oxitocina dental dental dental | dental | dental dental
(OTR) sana caries sana caries sana caries
Zona Zona Zona Zona Zona Zona
coronal coronal media | media | apical apical
Datos 179 212 152 105 142 75
analizados
Promedio 150 282 176 227 145 171
Prueba de T no pareada
P valor <0.0001 0.0001 0.0094

Significancia

*kkk

Significancia
estadistica

Si

Si

Si

**p<=0.01, **** p<=0.0001

49




Posteriormente se agruparon por zonas evaluadas: zona coronal, zona media y
zona apical, de pulpa dental sana y pulpa dental con caries (Figura 10), se
agruparon todas las muestras (Figura. 11), de pulpa dental sana y caries, asi mismo
se tomaron fotografias de epifluorescencia de zona coronal en pulpa dental sana y
con caries (Figura. 12 ), fotografias de epifluorescencia de zona media en pulpa
dental sanay con caries (Figura. 13) y fotografias de epifluorescencia de zona apical
en pulpa dental sana y con caries (Figura. 14).

Figura 10. Marcaje CGRP y OTR en pulpa en dientes con pulpa sana y caries por zonas.
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Marcaje de CGRP y OTR por zonas en pulpa dental sana y pulpa dental- caries. A, Marcaje
de CGRP por zonas en pulpa dental sana y caries, prueba estatistica utilizada T student no
pareada sugiere significancia estadistica en zona media y apical. B, Marcaje de OTR por
zonas en pulpa dental sana y caries, prueba estadistica utilizada T student no pareada, la
prueba estadistica sugiere marcaje de OTR en zona coronal, media y apical en pulpa dental-
caries en comparacion con pulpa dental sana.
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Figura 11. Marcaje OTR y CGRP total de datos agrupados
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Marcaje de CGRP y OTR por zonas en dientes con pulpa dental sana y pulpa dental- caries,
datos agrupados. A, Marcaje de CGRP sana por zonas en pulpa dental sana y caries,
prueba estatistica utilizada T student no pareada sugiere significancia estadistica p<0.0001
en pulpa dental- caries. B, Marcaje de OTR, prueba estadistica utilizada T student no

pareada, la prueba estadistica sugiere significancia estadistica p<0.0001 en pulpa dental
caries en comparacion con pulpa dental sana.
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8.2 Fotografias por zonas coronal, media y apical de pulpa dental de CGRP y
OTR.

Figura 12. Fotografias mediante inmunofluorescencia zona coronal pulpa sana y caries

Fotografias mediante inmunofluorescencia en zona apical de la pulpa dental, CGRP ( verde)
OTR (rojo). En A se muestra un esquema de un corte sagital de pulpa dental, sefialado con
un recuadro la zona apical. En B se muestran fotografias de una pulpa sana zona apical,
en C se muestra un esquema de una corte sagital de pulpa dental en un diente con caries,
en D fotografias tomadas mediante inmunofluorescencia de una pulpa dental zona apical
en un diente con caries. aumento 10x.
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Figura 13. Fotografias mediante inmunofluorescencia zona media de pulpa sana y caries

Fotografias mediante inmunofluorescencia en zona apical de la pulpa dental, CGRP (verde)
OTR (rojo). En A se muestra un esquema de un corte sagital de pulpa dental, sefialado con
un recuadro la zona apical. En B se muestran fotografias de una pulpa sana zona apical,
en C se muestra un esquema de una corte sagital de pulpa dental en un diente con caries,
en D fotografias tomadas mediante inmunofluorescencia de una pulpa dental zona apical
en un diente con caries. Aumento 10x.
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Figura 14. Fotografias mediante inmunofluorescencia zona apical de pulpa sana y caries

Fotografias mediante inmunofluorescencia en zona apical de la pulpa dental, CGRP (verde)
OTR (rojo). En A se muestra un esquema de un corte sagital de pulpa dental, sefialado con
un recuadro la zona apical. En B se muestran fotografias de una pulpa sana zona apical,
en C se muestra un esquema de una corte sagital de pulpa dental en un diente con caries,
en D fotografias tomadas mediante inmunofluorescencia de una pulpa dental zona apical
en un diente con caries. Aumento 10x.



8.3 Expresion del OTR y CGRP en la pulpa dental, microscopia confocal

El primer acercamiento fue estudiar la presencia del CGRP y OTR en el tercio
coronal de la pulpa dental en la capa de dentina y predentina. Para esto, el tejido
pulpar fue  seccionado longitudinalmente 'y  procesado  mediante
inmunofluorescencia para posteriormente ser obsevado al microscopio confocal. Se
puede observar la presencia del CGRP y del OTR dentro del complejo dentino
pulpar (Figura 15. A, By C) ademas, se pude observar la colocalizacién del CGRP
y del OTR a diferentes planos del mismo corte (Figura 15. D, E y F) de las cuales
fue tomada una region de interés, donde se observa mejor la colocalizacion del
CGRP y OTR, demostrando que ambos componentes se pueden expresar en la
misma célula o fibra, reforzando la evidencia de la colocalizacion del CGRP vy el
OTR en la dentina y predentina.

Figura 15. microscopia confocal de una seccion de pulpa coronal, inmunofluorescencia
receptor oxitocina (OTR), péptido relacionado al gen calcitonina (CGRP)

Colocalizacion de OTR y CGRP en pulpa coronal, inmunofluorescencia receptor oxitocina
(OTR), péptido relacionado al gen calcitonina (CGRP). Panel A,B,C son proyecciones del
z-stack de 16 cortes opticos. Panel D,E,F muestra un plano focal del z-stack; OTR y CGRP
aparecen en el mismo plano. Panel G muestra una vista ortogonal en Z de 16 secciones



Opticas (1 um espesor cada una) a un aumento de 40x; eje y-z y eje x-z muestra la
colocalizacién entre OTR (rojo) y CGRP (verde). La colocalizacion entre OTR y CGRP se
muestra en color naranja demostrando terminaciones libres de OTR y CGRP positivas.
Barra de escala: 20 um.

La distribucion de neuropéptidos en la pulpa dental como el CGRP es mas extensa
en el plexo sub-odontoblastico asociados con largos troncos nerviosos, la inervacion
de la pulpa y dentina se han observado haces de fibras nerviosos distribuidas desde
el apice hacia la region coronal en donde la mayoria de las fibras nerviosas

terminan en la capa del odontoblasto.

Se puede observar un acercamiento en la zona de transicion entre la predentina y
dentina (en su porcion superior derecha), identificando la presencia del CGRP y del
OTR dentro del complejo dentino pulpar (Figura 16. A, B y C). A demas, se pude
observar un acercamiento (40x) de esta region, para visualizar la colocalizacién del
CGRP y del OTR a diferentes planos del mismo corte (Figura 16. D, E y F), de las

cuales fue tomada una region de interés (Figura 16. G, H e ).

Donde se observa mejor la colocalizacion del CGRP y OTR, demostrando que
ambos componentes también se pueden expresar en la misma célula o fibra, dentro
de la zona de transicién (Figura 16. J), Esto se observd en ambos pacientes,
reforzando la evidencia de la colocalizacion del CGRP y el OTR en la zona de

transicion de la dentina y predentina.
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Figura 16. Imagen de microscopia confocal de una seccion de pulpa sana zona coronal
dentina y predentina

Imagen de microscopia confocal de una seccién de pulpa coronal zona de transicion entre
dentina y predentina, inmunofluorescencia receptor oxitocina (OTR), péptido relacionado al
gen calcitonina (CGRP). Panel A,B,C son proyecciones del z-stack de 16 cortes opticos,
recuadro punteado blanco muestra la zona de interés en panel D,E,F objetivo 40x. Panel
G,H,I muestra un plano focal del z-stack; OTR y CGRP aparecen en el mismo plano. (J)
Vista ortogonal en Z de predentina y dentina, se observa la co-localizacion (flecha) entre
OTR y CGRP. Barra de escala: 50 um.

Se puede observar (Figura. 17), un acercamiento en la zona de transicion entre la
predentina y dentina (en su porcion superior izquierda), identificando la presencia
del CGRP y del OTR dentro del complejo dentino pulpar (Figura. 17, A, B 'y C),
ademas, se pude observar un acercamiento (40x) de esta region, para visualizar la
colocalizacion del CGRP y del OTR (Figura. 17, D, E y F). Esto se observo en ambos
pacientes, reforzando la evidencia de la colocalizacién del CGRP y el OTR en la

dentina y predentina.
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Figura 17. Imagen de microscopia confocal de una seccion de pulpa sana en zona coronal
dentina y predentina

Imagen de microscopia confocal de una seccién de pulpa coronal zona de transicién entre
dentina y predentina, inmunofluorescencia receptor oxitocina (rojo), péptido relacionado al
gen calcitonina (verde). Panel A,B,C son proyecciones del z-stack de 16 cortes ¢pticos.
Panel D,E,F un acercamiento de esta region, para visualizar la colocalizacion del CGRP y
del OTR a diferentes planos del mismo corte.

Se puede observar un acercamiento panoramico de la zona del tercio medio apical
de la pulpa radicular, identificando la presencia del CGRP y del OTR (Figura. 18, A,
B y C), ademas, se pude observar un acercamiento (25x) de una region de interés,
para visualizar la colocalizacion del CGRP y del OTR cerca de la zona apical
(Figura. 18, D, E y F). De esta zona se hizo un acercamiento para observar con
mejor detalle la colocalizacién del CGRP y OTR (Figura. 18, G, H e I), ademas, se
puede observar que este doble marcaje para CGRP y OTR, se mantiene a lo largo
del todo el corte a diferentes profundidades o planos focales (Figura. 18, J, Ky L).
demostrando que ambos componentes también se pueden expresar en la misma

célula o fibra dentro de la zona del tercio medio y apical de la pulpa radicular.
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Figura 18. Imagen de microscopia confocal de una seccion del tercio medio de la pulpa
dental sana

Imagen de microscopia confocal de la pulpa radicular; inmunofluorescencia del receptor
oxitocina (rojo) y péptido relacionado al gen calcitonina (verde). Panel A,B,C son imagenes
en un solo plano de toda la pulpa radicular (objetivo 25x) recuadro punteado blanco muestra
la zona de interés. D,E,F. Son imagenes de proyeccion mostrando el marcaje de CGRP y
OTR (25x). Panel G,H,l Son imagenes proyeccion donde se observa la co-localizacién entre
OTR y CGRP (40x). Panel J,K,L. Se muestran la co-localizacion entre OTR y CGRP en

diferentes planos 6pticos (40x).
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IX. Discusion

El propdsito del presente proyecto fue mostrar evidencia de la presencia del receptor
oxitocina y su colocalizacién con el péptido relacionado al gen calcitonina, se realiz6
en pulpa dental de humano especificamente en terceros molares los cuales sirvieron

de modelo para estudiar la colocalizacion de OTR y CGRP.

La pulpa dental es un tejido altamente inervado y contienen fibras nerviosas que
expresan peéptidos que, posterior a un dafio dental se tiene una liberacion de fibras
nerviosas sensoriales y por tanto una liberacion de neuropéptidos causando un
incremento del flujo sanguineo pulpar y vasodilatacion. En diversos trabajos se ha
descrito la presencia de CGRP en dientes deciduos y en denticion adulta (Calland,
1997), también se conoce por estudios en modelos animales que el numero de
fibras nerviosas inmunoreactivas a CGRP incrementan en molares lesionados de
rata (Moore, 2022). En estudios realizados en ratas en cavidades preparadas
con exposicion pulpar, es decir provocando una necrosis pulpar, se observé dentina
reparadora adyacente a la pulpa del dia 7 al dia 25 observandose numerosos
fibroblastos y un entrelazado de fibras de CGRP adyacente a la pulpa formando
dentina reparadora (Byers, 1990) demostrando que la interaccion entre las fibras
nerviosas, las células de la pulpa, las células inmunes, la vascularidad y el fluido

pulpar es complejo y dinamico.

El tejido pulpar tiene neuronas sensoriales incluyendo fibras Ad y fibras C (Saito,
2022), estas tienen relacion con la microcirculacion del tejido pulpar en las cuales
las terminaciones nerviosas contienen neuropéptidos como el CGRP y este induce

a una inflamacion neurogénica en la pulpa (Caviedes, 2008) debido a que el

57



neuropéptido se une a su receptor. El CGRP modula las respuestas inflamatorias,
inmunes y vasculares debido a la expresion de su receptor en varias células diana

en la pulpa dental (Castillo-Silva, 2019).

Los resultados de este proyecto en la distribucion del CGRP coincide con otros
autores en el cual éste presenta una gran distribucion cerca del cuerno pulpar,
disminuyen en la parte mediay se encuentran en menor cantidad en la parte apical
(Egan, 1996) la mayoria de las fibras nerviosas terminan en la capa del
odontoblasto, en algunas areas del plexo marginal nervioso es encontrado entre la

predentina y la capa del odontoblasto.

Los resultados de este estudio demuestran diferencias significativas de marcaje de
CGRP en pulpas sanas y en dientes con caries en la zona media y en la zona apical,
también se demuestra diferencias significativas de marcaje de OTR en pulpa sana

y caries en las tres zonas analizadas, zona coronal, zona media y zona apical.

Por otra parte, se ha demostrado que la oxitocina, un péptido que tiene una amplia
distribucion, produce potentes efectos analgésicos a través de la activacién de su
receptor (OTR) y este receptor puede bloquear la liberacion del CGRP a niveles
espinales (Condés-Lara y col 2003). Sin embargo, hasta ahora, no se conocia si el

OTR se expresaba en las fibras o células que existen a nivel dental.

Los presentes resultados proveen oportunidad para la aplicacion clinica de la

oxitocina en procedimientos dentales.
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X. Conclusiones y perspectivas

El presente trabajo es el primero en presentar evidencias de la colocalizacion del
CGRP y el OTR en la pulpa dental en humano. Se demostrd la evidencia de la
colocalizacion del CGRP y OTR en la zona coronal del complejo dentino pulpar, en

la zona media y en la zona apical.

Los resultados del presente trabajo aportan evidencia que provee oportunidades
para tener mejores tratamientos para el dolor dental, en especial en la aplicacion

clinica de la oxitocina en procedimientos quirurgicos dentales en humano.
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del provacto Humano"

J. Nombres y flrmas de:

Dr. Miguel Condéc Lara

Director o Dilrectora de Tesls

Co-director o Co-gdiractora

Mayem| Santlago Martinaz
Alumno o Alumna

(48

Dra. Guadztup® Zaldivar Lelo de
Larrea
Directora de la Facultad

Dr. Manuel Toledan ala
Diracor de Investfgacian, /
Incovaclén y Posgrado’
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1| UNIVERSIDAD AUTGONOMA DE QUERETARO

hﬁ FACULTAD DE MEDICINA

Facultad de Medicina a 10 de noviembre del 2021

Mayemi Pamela Santiago Martiner

Presente

Par medio de la presente le hacemos llegar las ohservackones y recomendaciones al protocolo:

DESCRIPCION DE RECEPTORES DE OXITOCINA EN FIBRAS NERVIOSAS QUE PUEDEN LLEGAR
A INERVAR LOS TERCEROS MOLARES,

Que ha turnado a este Comité de Bioética:

Cumple con requisitos,

Con base én lo anterior el dictamen Correspondiante es de:
APROBADOD

"EDUCO EN LA VERDAD ¥ EN EL HONOR"
"FOR LA VIDA ¥ LA SALUD"

i

| L= ‘i‘ .
Dr. Carlos Francisco Sosa Fer L
Presidante del Comité de Biodn .,
Facultad de Medicing ‘tal

CTALHLIAD DE MEDICIN

L

Cp, Consija de Investigacion y !'l;‘?

leAQ Chavel Mol 200, Col, Prodos de la Coplle- Santiogs de Ouanitas, (ha Masics © B 76170

B LAk St {rmoontak el O Q4202 12 73w 01 1240 1921700 Ea 4200
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12.2 Carta de participacion Universidad De LaSalle Bajio

@ Bi(::elr_szildédalle@

Bajio

Asunto: Mroyecto de estudios de
Maestria

Institute de Neurobiologia
Universidad Nacional Auténoma de México
Campus UNAM-Juriquilla

Presente

Por este medio me permite informar que Mayemi Pamela Santiago Martinez docente de
la Universidad De La Salle Bajio participa en el provecto de investigacion que se desarrolla en la

Faculiad de Odontologia, en el cual se realiza Ja recoleccion de muestras de tejido dental.
Lo anterior es como parte de sus estudios de Maestria en Investigaciin Médiea, con el

protocola timlado: “DESCRIPCION DE RECEPTORES DE OXITOCINA EN FIBRAS
NERVIOSAS QUE PUEDEN LLEGAR A INVERVAR LOS TERCEROS MOLARES”,

Reciban un cordial v quedo a sus ordenes.

Atentamente

i (fé( -

Dra. Laura Maet ﬁfaz.ﬁnzmg

Directora de la Facultad de Odontologia
Universidad De La Salle Bajio.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE BAJIO

Carpis Campeste
con recnnncmiats o8 Galides aficial de sstuding stargade ser Decmets Drocideacial, poblicide +n ol Teano
A Imiversicled 602, Clonia Enmax f“[l‘lnh\r\vll«,.ﬂ;ﬂtl FI\IJ'-l;lI 1444, C 2 37

ach: T8 de febirers de 1986, resistrado arte |4 ST7 o e il mern T3 Teme 1
0, Fa: 44 77) 718 55 11, Lsti, Cua najsaia, Maxice,
LI}
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12.3 Consentimiento informado

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN
ESTUDIO DE INVESTIGACION ODONTOLOGICA

Titulo del protocolo: Evidencia de la localizacién del receptor de oxitocina en pulpa
dental en humano.

Investigador principal: C.D. Esp. P e I. Mayemi Pamela Santiago Martinez.

Nombre del paciente:

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion
odontoldgica. Antes de decidir sobre su participacion, debe conocer y comprender
cada uno de los siguientes apartados. Este proceso se conoce como consentimiento
informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto
que le ayude a aclarar sus dudas al respecto. Una vez que haya comprendido el
estudio y si usted desea participar, entonces se le pedira que firme esta forma de
consentimiento, de la cual se le entregara una copia firmada y fechada.

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La extraccién de los terceros molares es un procedimiento comun relacionado al
dafio de tejido tisular asociado con varios grados de dolor postoperatorio, la
remocién de estos dientes puede afectar la calidad de vida postoperatoria del
paciente particularmente los primeros 3 dias debido a la intensidad del dolor e
inflamacion que lleva en procedimiento. Aproximadamente entre el 40 al 60% de los
pacientes refieren una experiencia de dolor de moderado a severo. Ademas del
dolor, el sangrado, edema Yy la limitacion en la apertura bucal (trismus) son una de
las principales complicaciones asociado con la remocidn de terceros molares
mandibulares. El analisis del receptor a oxitocina en terceros molares extraidos nos
permitira identificar tipos de receptores asociados al dolor y dara oportunidad para
su posterior aplicacion local debido a que la oxitocina ha surgido como un farmaco
potencial para tratar el dolor en humanos y también ha sido implicado como un
mediador importante en la analgesia endogena.

BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Este estudio tendra como beneficio determinar la presencia de receptores de
oxitocina en las fibras nerviosas de terceros molares extraidos. El estudio se
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realizara preferencialmente en pacientes que por indicaciones quirurgicas se
programan para extraccion. En general estas piezas son sanas pero en algunas
ocasiones tienen algun proceso patoldgico. Se valoraran las posibles variaciones
de en caso de encontrar los receptores a oxitocina tanto en piezas sanas como en
las que cursan un estado patologico.

En el corto plazo, otros pacientes podran beneficiarse de este estudio, mediante la
aplicacidon de terapias que incrementen el éxito de manejo del dolor posterior a la
extraccion de terceros molares y en otros procedimientos quirurgicos dentales.

OBJETIVO DEL ESTUDIO

Determinar la presencia del péptido relacionado al gen de la calcitonina (CGRP) y
el receptor de oxitocina (OTR), en pulpa dental de terceros molares sanos y en
molares con caries.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

En caso de aceptar usted en participar en el estudio, se le realizaran algunas
preguntas acerca de sus habitos y sus antecedentes médicos. Se realizara una
examinacion clinica de su cavidad oral y se tomara radiografia panoramica, una vez
programado el procedimiento quirdrgico indicado, se colocaran las muestra en
frascos para su posterior analisis en el laboratorio.

RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Las técnicas utilizadas en el presente estudio no presentan riesgos ni
complicaciones.

ACLARACIONES
e Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

e No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar
la invitacién.

o Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee,
aun cuando el investigador responsable no se lo solicite, informando las razones
de su decision, la cual sera respetada en su integridad.

e No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

« No recibira pago por su participacion.

e En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada sobre
el mismo, al investigador responsable.
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o La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada
paciente, sera mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de
investigadores.

« Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede,
si asi lo desea, firmar la carta de consentimiento informado anexa a este
documento.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido vy
comprendido la informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de
manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el
estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en
participar en este estudio de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de
esta forma de consentimiento.

Firma del Participante Fecha
Testigo Fecha
Testigo Fecha

Esta parte debe ser completada por el investigador (o su representante):

He explicado al Sr(a) la naturaleza
y los propdsitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y
beneficios que implica su participacién. He contestado a las preguntas en la medida
de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco
la normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y
me apego a ella. Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se
procedid a firmar el presente documento.

Firma del investigador Fecha
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CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Titulo del protocolo: Evidencia de la localizacién del receptor de oxitocina en pulpa
dental en humano
Investigador principal: C.D. Esp. P e I. Mayemi Pamela Santiago Martinez

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decision de retirarme de este protocolo de
investigacion por las siguientes razones (opcional):

Firma del Participante Fecha
Testigo Fecha
Testigo Fecha
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12.4 Cuestionario COVID-19

Debido a la presencia del coronavirus SARS-CoV2 en la saliva, para evitar un
posible riesgo de infeccion debido al manejo de las muestras, se proponen las
siguientes medidas para evitar el contagio.

1) Con el propédsito de descartar a algun paciente enfermo de COVID-19. Se
solicitara a los candidatos a participar en el estudio el siguiente
cuestionario, basado en la publicacion de Siles-Garcia, A., y col. Cuestionario:

1. ¢Usted presenta fiebre, falta de aire, dolor de cabeza en los ultimos 14 dias?
2. ¢Usted ha presentado problemas respiratorios en los ultimos 14 dias?

3. ¢Usted ha estado en contacto con alguna persona enferma de COVID-19 en los
ultimos 14 dias?

4. ;Usted ha estado en contacto con alguna persona con fiebre o con algun
problema respiratorio en los ultimos 14 dias?

5. ¢Ha estado en contacto con gente desconocida o en algun evento publico o
reunion?

Si es que el participante responde NO a todas las preguntas, se procedera a
considerarlo como candidato del Proyecto de Investigacion.

2) Uso de barreras de proteccion: Empleo de cubrebocas N95, guantes, bata
desechable, gorro desechable, careta de proteccion. En cada paciente se usara
equipo nuevo.

3) En la sala de espera. Medicion de la temperatura y aplicacion de gel a base de
alcohol 70% en todos los pacientes.

4) Con el prop6sito de reducir la carga viral de SARS-CoV2 en la saliva. A todos los
participantes de estudio, antes de realizarles algun tratamiento, se le va a enjuagar
la boca con peroxido de hidrogeno al 1% durante 1 min. En caso de presentar alguna
irritacion en la mucosa, se va a sustituir el enjuague a base de peroxido de hidrogeno
por un enjuague de iodopovidona al 0.58% durante 1 min. Ambos enjuagues
bucales son efectivos para destruir al coronavirus SARS-CoV2 cuando se emplean
por 1 min (Siles Garcia y col, 2020). Para validar lo anterior, en ensayos clinicos se
ha demostrado que el enjuague bucal de iodopovidona reduce la carga viral en los
pacientes enfermos de COVID-19 durante las 6 horas posteriores al uso del
enjuague (Seneviratne y col, 2021).
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