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Resumen

Introduccion: El estrés cronico y la masticacion afectan a la respuesta dolora; sin embargo, hay escasos conocimientos so-
bre la relacion entre dichas variables. Objetivo: Determinar la influencia del estrés cronico y la masticacion sobre la respuesta
al dolor. Métodos: 32 ratones albinos machos de 8 semanas de edad de la cepa Balb/c se dividieron en 4 grupos iguales: Grupo
N: masticacion normal sin estrés; Grupo NE: Masticacion normal + estrés, Grupo D: masticacion deficiente sin estrés y Grupo
DE: Masticacion deficiente + estrés. Se evalud la respuesta al estimulo doloroso mediante el test de retirada de la cola ante un
estimulo térmico. Resultados: Mediante Anova se compararon los 4 grupos experimentales a la décima segunda y décima sexta
semana de vida de los ratones, obteniéndose un valor de p = 0,982 y p = 0,176; respectivamente. Mediante t de student para
muestras relacionadas se comparo la variacion de la respuesta al dolor; se obtuvo un valorde p=0,52; p=0,17;p=0,84yp =
0,069 para el grupo N, NE, D y DE respectivamente. Conclusion: El estrés cronico y la masticaciéon no modifican la respuesta
al dolor en ratones de la cepa Balb/c.
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Abstract

Introduction: Chronic stress and mastication affect the response to pain; however, there is little knowledge about the rela-
tionship between these variables. Objective: Determine the influence of chronic stress and mastication on the response to pain.
Methods: thirty-two 8-week-old male Balb/c mice were used. The sample was divided into 4 equal groups: Group N: normal
mastication without stress; Group NE: Normal chewing + stress, Group D: deficient chewing without stress and Group DE:
Poor chewing + stress. The response to the painful stimulus was evaluated through the tail withdrawal assay due to a thermal
stimulus. Results: By comparing the 4 experimental groups to the fourth and the eighth week through the ANOVA test yielded
a value of p = 0.982 and p = 0.176; respectively. By applying the ‘t’ student, within each group, in comparison of the variation
of the pain response between the fourth and eighth week, the values of p=0.52; p=0.17; p=0.84 and p = 0.069 were obtained
for the group N, NE, D and DE respectively. Conclusion: Chronic stress and mastication do not modify the response to pain
in albino Balb/c mice.

Keywords: Chewing; chronic stress; experimental neuroscience; pain; painful response.
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Introduccion

El dolor ha sido definido por la Asociacion Interna-
cional para el Estudio del Dolor (IASP) como "una expe-
riencia sensorial y emocional desagradable asociada con
dafio tisular real o potencial o descrita en términos de tal
dafio!"! El dolor es en esencia un mecanismo fisiologico

de defensa descrito como una experiencia multifacética y
altamente subjetiva que es Unica para cada persona, y que
también es influenciada por procesos psicologicos y emo-
cionales?? siendo regulado endégenamente por el sistema
modulador descendente de la informacion nociceptiva?
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Varias areas supraespinales contribuyen a la modu-
lacion de la nocicepcion, ya sea directamente (enviando
proyecciones neuronales a la médula espinal) o indirecta-
mente (enviando proyecciones neuronales a otras regiones
en el tronco cerebral, que a su vez envian proyecciones a
la médula espinal); estas areas supraespinales incluyen a la
sustancia gris periacueductal, al locus coeruleus, el nicleo
del rafe magnus, entre otras> En dicho sistema de regula-
cion se liberan diversas moléculas, entre las que destacan
la metionina-encefalina, la serotonina y la noradrenalina,
las cuales disminuyen la liberacion de la sustancia P y el
glutamato, neurotransmisores nociceptivos por excelencia?

El término estrés es empleado tanto cientificamente
como coloquialmente para referirse a variados procesos
que estan relacionados pero son claramente diferentes;
asi por ejemplo el "estrés" a veces se usa para referirse a
eventos que suceden a una persona, como perder un tra-
bajo o divorciarse ("factores estresantes" o "exposicion al
estresor"); por otra parte, el “estrés” también se refiere a las
reacciones cognitivas, emocionales y bioldgicas que pro-
voca ("respuestas al estrés")? Aunque el estrés puede tener
fines adaptativos, como el estrés agudo que puede producir
analgesia como se observa en la respuesta "luchar o huir";
el estrés cronico puede llevar a una respuesta de mala adap-
tacion, tales como la hiperalgesia inducida por estrés carac-
terizada por un aumento de la percepcion nociceptiva®®

Se sabe que en el estrés cronico se producen desequi-
librios en los niveles de glucocorticoides y alteraciones
estructurales y funcionales en los circuitos neuronales de la
nocicepcion; lo que llevaria a una disminucién del umbral
del dolor!*'? Ademas, estd ampliamente documentado que
el estrés exacerba el dolor existente asociado con trastornos
de dolor crénico; siendo un factor etioldgico importante en
el sindrome de dolor de hombro/cuello y la fibromialgia!*'*

La masticacion es una funcion fisioldgica periférica
caracterizada por respuestas motoras, ritmicas y apren-
didas que produce estimulacion sobre las estructuras
bucales!® Esta estimulacion es llevada hacia el neocortex
por varias vias neurales, entre la que destaca la via sen-
sorial ascendente la cual llega hasta la corteza somato-
sensorial!®*!” La activacion de la corteza somatosensorial
facilita la respuesta del sistema regulador descendente
de la nocicepcion; asi la masticacion podria modular el
procesamiento doloroso por medio de una integracion
sensorio-motriz a través de mecanismos corticales resul-
tando en un efecto antinociceptivo.® Algunos estudios han
demostrado que la masticacion mejora la respuesta anti-
nociceptiva®" En seres humanos el comportamiento rit-
mico de la masticacion activa neuronas serotoninérgicas,
las que jugarian un rol importante en la atenuacion de
la respuesta dolorosa?’ Por otra parte, se ha encontrado
que la funcion masticatoria disminuye la percepcion del
estrés?'?? Ademads, la masticacion y otros movimientos
bucales activan a la corteza prefrontal; estando dicha area
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del cerebro humano implicada en el control del estrés y
al ser activada por la masticacion disminuiria marcadores
bioquimicos salivales relacionados al estrés como el cor-
tisol o la amilasa??*

Los autores del estudio han observado que entre el
personal de salud existe gran desconocimiento sobre las
implicancias que la masticacion pueda tener en la regu-
lacion del estrés y el dolor. Siendo, lamentablemente en
nuestra region, una practica bastante rutinaria las extrac-
ciones dentarias, sin meditar en las consecuencias que
dicho procedimiento ocasionaria sobre la salud integral
de los pacientes. Debido a todo ello y a que practicamente
no hay estudios entre las variables planteadas se tuvo
como hipotesis que la funcion masticatoria disminuiria el
efecto del estrés cronico sobre el dolor en ratones albinos
de la cepa Balb/c.

Materiales y Métodos

El estudio fue aprobado por el Instituto de Etica de
Investigacion de la Facultad de Medicina de la Univer-
sidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM). Se
emplearon 32 ratones albinos machos de 8 semanas de
edad de la cepa BALB/c que se adquirieron del Centro
de Produccion de Animales de Experimentacion del Ins-
tituto Nacional de Salud de la ciudad de Lima. Los ani-
males tuvieron una semana de ambientacion en el bioterio
de la Facultad de Medicina de la UNMSM, donde reci-
bieron alimentos y agua ad libitum con ciclos de luz y
oscuridad de 12 horas alternadas y con humedad y tempe-
ratura controlada, de acuerdo a la Guide for the Care and
Use of Laboratory Animal? En el primer dia de la novena
semana de vida de los ratones, éstos fueron distribuidos
de manera aleatoria en 4 grupos de 8 roedores cada uno:

Grupo N (masticacién normal sin estrés): con-
tinud con la misma dieta en granos que el animal recibid
desde el destete a los 21 dias de vida y no se le aplicod
estrés por inmovilizacion.

Grupo NE (Masticacion normal + estrés por
inmovilizacion): continu6 con la misma dieta en granos
que el animal recibi6 desde el destete a los 21 dias de vida
y se le aplico estrés por inmovilizacion.

Grupo D (masticacién deficiente sin estrés): se
cambid a una alimentacion con dieta en polvo y no se le
aplico estrés por inmovilizacion.

Grupo DE (Masticacion deficiente + estrés por
inmovilizacidn): se cambi6 a una alimentacion con dieta
en polvo y se le aplico estrés por inmovilizacion.

Modificacion de la funcién masticatoria

Los animales recibieron desde el destete (dia 21
después del nacimiento) alimentacion en granos la cual
es la dieta convencional para raton. Una vez adquiridos
siguieron alimentandose con la misma dieta durante la
semana de ambientacidn en el bioterio de la Facultad de




Medicina de la UNMSM. Después de dicha semana (en
la novena semana de vida de los animales) los grupos N
y NE siguieron alimentandose con la misma dieta gra-
nosa durante todo el experimento, pero a los grupos D
y DE se les cambio a una dieta en polvo, para lo cual se
pulverizaron los granos de la dieta convencional. Dicho
cambio en la consistencia de la dieta se realizé con el
objetivo de modificar el tipo de masticatoria, dicho
paradigma esta descrito en Aguirre-Siancas®® y en De
Siquiera Mendes et al?’

Induccién de estrés por inmovilizacion
En la novena semana de vida de los ratones los

grupos NE y DE fueron inducidos a estrés por inmoviliza-
cion. Para lograrlo se coloco a cada animal en una caja de
poliestireno transparente de 3 cm de alto, 3 cm de ancho
y 8 cm de largo para restringir su movimiento pero sin
privarle completamente del mismo, la caja tenia orificios
en uno de sus extremos lo cual permitid la respiracion del
animal. La restriccion se realizo en cada raton durante 60
minutos entre las 8:00 y 12:00 horas durante todos los
dias que duro el experimento.

Evaluacién de la respuesta al dolor

La evaluacion de la respuesta al dolor se realizd
mediante el paradigma de tiempo de retirada de la cola
ante la exposicion a un estimulo térmico. El procedi-
miento consistié primeramente en sujetar al raton por la
region cérvico — dorsal con los dedos indice y pulgar del
operador con el objetivo de inmovilizarlo. Luego se pro-
cedio a sumergir rdpidamente los dos tercios de la cola del
roedor dentro de un beaker de marca Isolab® que se com-
pletd hasta un centimetro por debajo de su altura con agua
temperada a 56 °C +/- 0.5 °C, de acuerdo al procedimiento
descrito por Aguirre-Siancas et al?

Cada uno de los 8 ratones de cada grupo experimental
fue evaluado mediante un inico “ensayo” que se realizo
en 2 momentos; un primer momento en el dia final de la
décima segunda semana de vida del animal y un segundo
momento en el dia final de la décima sexta semana de vida
del animal entre las 08:00 y las 12:00 horas. Un “ensayo’
consistio en la rapida inmersion de los dos tercios de la
cola del roedor dentro del beaker con agua temperada. El
ensayo concluyé cuando el animal sacudio su cola alejan-
dola del estimulo térmico. El tiempo méaximo de inmer-
sion de la cola fue de 15 s, si hasta dicho tiempo el raton
no retiraba su cola se consideré que no manifestd res-
puesta. Todos los ensayos fueron filmados mediante una
camara Sony Handycam® modelo CX330®. Los videos
luego fueron proyectados en una computadora Lenovo®
modelo Yoga 2®, de donde se obtuvieron los tiempos de
retirada de la cola para cada “ensayo” mediante un cro-
németro digital, de acuerdo al procedimiento descrito por
Aguirre-Siancas et al?

]

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se emplearon medidas de
tendencia central como la media y de dispersion como la
desviacion estandar. Debido a que en la prueba de Sha-
piro wilk se encontr6 que los datos tuvieron una distribu-
cion normal se utilizo el andlisis de varianza (ANOVA)
para la comparacién entre los 4 grupos experimentales y
la prueba t de student para muestras relacionadas para la
comparacion dentro de cada grupo experimental, tanto en
la semana 12 como en la semana 16 de vida de los ani-
males. Se valié del programa SPSS® version 23 para Win-
dows® y se considero un nivel de significancia de 0,05.

Resultados

Los 32 ratones se dividieron en 4 grupos experimen-
tales de 8 animales cada uno. Dichos grupos fueron eva-
luados el dia final de la décima segunda y de la décima
sexta semana de vida del roedor en el paradigma de tiempo
de retirada de la cola ante estimulo térmico. En ambas
comparaciones se aplico la prueba de ANOVA (Tabla 1)
teniendo un grado de libertad de 3 y encontrandose un
valor de p > 0,05. Se obtuvo los siguientes tamaios del
efecto para las comparaciones realizadas entre los grupos
experimentales a la semana 12: N-NE= -0,08; N-DE=
0,31; N-D= 0,12; NE-DE= 0,39; NE-D= 0,2; DE-D=
-0,19 y a la semana 16: N-NE= 1,39; N-DE= 1,94; N-D=
0,19; NE-DE= 0,55; NE-D=-1,23; DE-D=-1,78.

Se evaluo la variacion en el tiempo de retirada de la
cola al comparar los tiempos encontrados en la semana
12 vs los tiempos encontrados en la semana 16 dentro de
cada grupo experimental. Se aplico la prueba t para mues-
tras relacionadas teniendo un grado de libertad de 7. Se
obtuvieron un valorde p=0,11; p=0,57; p=0,13yp =
0,83 para el grupo N, NE, D y DE respectivamente como
se aprecia en la figura 1. Se encontraron los siguientes
tamafios del efecto para las comparaciones hechas dentro
de cada grupo experimental: N= -1,99; NE= -0,53; DE=
-0,36 y D=-1,95.

Tabla 1. Distribucion de los resultados de la prueba del tiempo de
respuesta ante el estimulo de dolor en los 2 controles realizados.

Evaluacion de Grupos Media del tiempo | DS
acuerdo a la segun tipo de | de retirada de la
semana de vida = masticacion y colaen
del animal estrés segundos

N 5,56 2,38 | 0,982

12 NE 5,64 1,56

D 5,44 1,48

DE 5,25 1,97
16 N 7,55 3,09 | 0,176

NE 6,16 1,85

D 7,39 1,63

DE 5,61 1,67
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Discusion

Se evaluo la respuesta ante el estimulo térmico de
naturaleza nociceptiva en 32 ratones en la 12da y la 16ta
semana de vida de los animales. Luego de aplicar la pueba
de ANOVA no se observd diferencias entre los 4 grupos
experimentales en los 2 controles realizados en sus res-
puestas ante el estimulo doloroso. Tampoco se encontrd
variacion dentro de cada grupo al comparar los resultados
entre los dos tiempos evaluados al emplear la prueba t
para muestras relacionadas.

Okayasu et al® estudié el efecto de la masticacion
sobre la modificacion del umbral doloroso. Compard 2
condiciones em un mismo grupo de personas. En la pri-
mera condicion determind el umbral de dolor después que
los participantes masticaron goma por 5 minutos; en la
segunda condicion la evaluacion fue después de mantener
por 5 minutos la mandibula relajada, lo cual sirvié como
control. Encontraron que el umbral doloroso aument6 des-
pués de masticar goma por 5 minutos comparado con el
control de forma significativa. Kamiya et al' estudiaron
el efecto de la masticacion sobre los niveles sanguineos
de serotonina y sobre el reflejo de flexion nociceptiva
(RFN) por estimulacion eléctrica transcutanea del nervio
sural. Los participantes masticaron goma de mascar por 20
minutos. Se evaluaron las variables inmediatamente des-
pués de terminar de masticar y después de 30 minutos. Se
observéd que los niveles de serotonina aumentaron y que
disminuy6 el RFN comparados con los valores basales
que se tomaron antes de la masticacion. Ademas, en dicho
estudio se encontrd aumento de oxigenacioén de la parte
ventral de la corteza prefrontal durante los 20 minutos de
masticacion. Los hallazgos de dicha investigacion son
explicados por el efecto que produce la activacion de las
vias serotoninérgicas sobre la modulacion de la respuesta
dolorosa medida por el RFN.?® Sin embargo, a diferencia
de estos dos reportes expuestos, en nuestro estudio no se
encontrd ningun efecto de la masticacion sobre la dismi-
nucién del estimulo doloroso. Diversas causas explicarian
estas diferencias, asi, en el presente estudio se empled
roedores a diferencia de los otros que estudiaron a seres
humanos; en el presente estudio se analizé el estrés como
una variable asociada a la masticacion y tanto el estrés
como la masticacion fueron modificados cronicamente, en
cambio en los 2 reportes descritos evaluaron inicamente
el efecto de la masticacion sobre el dolor; ademas, en el
presente estudio se empled un estimulo térmico y el de
Okayasu et al’ y el Kamiya et al'® un estimulo mecanico.
Todas estas diferencias podrian explicar los resultados
encontrados al compararlos con la presente investigacion.

La sustancia gris periacueductal (PAG) se ubica alre-
dedor del acueducto de Silvio, siendo un componente
esencial para diversos circuitos neuronales como los res-
ponsables de las respuestas hacia la ansiedad y el sistema
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de modulacion descendente de la informacién nocicep-
tiva?® La PAG desempefia un papel crucial en la regulacion
de la sensibilidad al dolor en situaciones de estrés indu-
ciendo analgesia®?! Yamada et al*? investigaron el efecto
de la masticacion bajo la inmovilizacion por estrés sobre
la PAG en ratas. Evaluaron la concentracion de la quinasa
regulada por sefial extracelular forforilada (pERK) como
marcador de respuesta neuronal. Encontraron aumento
de pERK en los roedores bajo estrés, preferentemente en
las subdivisiones dorsolateral y ventromedial de la PAG;
pero dicho incremento no fue encontrado en los roedores
a quienes se les permitié masticar una varilla de madera
mientras eran sometidos a estrés. Ademas, Onuki et al®
estudiaron el efecto de la masticacion y el estrés agudo
por inmovilizacion sobre la expresion de pERK en la cor-
teza insular, la cual es un centro de integracion sensorial
donde se procesa el gusto, el olfato, la vision, el tacto,
la audicion y el dolor?*34 Los investigadores encontraron
que la masticacion disminuy6 la expresion de pERK en
la corteza insular al comparar un grupo de ratas some-
tidas a estrés agudo y que masticd durante la inmovili-
zacion con aquellas a las que solo se le sometid a estrés.
La disminucién fue mas marcada sobre la corteza insular
anterior que se relaciona con el procesamiento emocional,
estando el dolor relacionado con dicho procesamiento. En
nuestro estudio no evaluamos el estrés ni la masticacion
con ninguna prueba inmunohistoquimica, el indicador fue
una prueba comportamental ante el dolor donde no encon-
tramos diferencia entre los grupos de masticacion con y
sin estrés cronico. Probablemente el empleo de indica-
dores mas sensibles nos hubiera dado un hallazgo dife-
rente. Ello debido a que, a pesar de que la diferencia no
fue significativa, el comportamiento antinociceptivo fue
mejor en los grupos N y D, observandose una tendencia al
aumento del umbral de dolor como se apreci6 en la Figura
1, a diferencia de los grupos NE y DE.

Si bien es cierto se planteé como hipdtesis que la mas-
ticacion disminuiria el efecto del estrés cronico sobre la
percepcion del dolor, dicha hipotesis no fue confirmada por
los resultados de la prueba comportamental emplea, siendo
justamente el empleo de esta tinica prueba una de las limi-
taciones del estudio. Sin embargo, ciertas tendencias sobre
el efecto benéfico de la funcion masticatoria sobre el dolor
deberian ser profundizadas en préximos disefios expe-
rimentales. Para hacer mas completos dichos trabajos se
deberian emplear, aparte de pruebas comportamentales,
indicadores séricos e inmuhistoquimicas para evaluar
expresion génica de mensajeros celulares, de receptores,
entre otras moléculas implicadas en la masticacion, estrés y
dolor. Resaltando que tanto el estrés como el dolor son dos
procesos fisiologicos y fisiopatologicos que acomparian
dia a dia al ser humano, y la masticacion emerge como un
mecanismo fisiologico periférico que los modularia.
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Figura 1. Variacion en el tiempo de respuesta ante la fuente de estimulo doloroso dentro de cada grupo experimental.

Conclusion

Se encontrd que el tipo de masticacion no influye
sobre el estrés cronico en la modificacion de la respuesta
ante un estimulo térmico nociceptivo, ni en la semana
décima segunda ni en la semana décima sexta de vida de
los ratones de la cepa Balb/c evaluados. Por otra parte, de
acuerdo a las tendencias encontradas en la presente inves-
tigacion seria recomendable emplear indicadores mas
sensibles, como pruebas inmunohistoquimicas, en la eva-
luacion de las variables estudiadas.
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