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Resumen

Introduccion. El estrés agudo se relaciona con la enérgica liberacion de catecolaminas,
citoquinas y cortisol, las cuales afectan la percepcion dolorosa. La masticacion estimula neuronas
serotoninérgicas, dichas neuronas modulan a las vias neurales del dolor; sin embargo, la relacion
entre dichas variables aln esta en proceso de entendimiento. Objetivo. Determinar el efecto del
estrés agudo y del estimulo masticatorio sobre el dolor. Métodos. Experimento que se desarrollo en el
bioterio de la Facultad de Medicina de la UNMSM. 40 ratones Balb/c machos de 8 semanas de edad.
Los ratones fueron asignados aleatoriamente en 5 grupos iguales. A: semana 1 sin ningun estimulo
y semana 2 estimulo masticatorio + estrés. B: semana 1 sin ningun estimulo y semana 2 estrés. C:
semana 1 estrés y semana 2 sin ningun estimulo. D: semana 1 estimulo masticatorio + estrés y
semana 2 sin ningun estimulo. E: control, sin ningun estimulo. El dolor se evaluo en los 5 grupos a los
7y 14 dias mediante la prueba de tiempo de retirada de la cola ante estimulo térmico. Resultados.
Se empled la prueba de ANOVA para la evaluacion intergrupo, no hallandose diferencia significativa.
Mediante la prueba de t student para muestras relacionadas se hizo la evaluacion intragrupo donde
se encontr¢ diferencia significativa entre los 7 vs los 14 dias tanto en el grupo A (p=0,029) como
en el grupo C (p=0,03). Conclusion. El efecto del estrés agudo sobre la percepcion dolorosa fue
disminuida por el estimulo masticatorio en ratones Balb/c.

Palabras clave: Dolor; Estrés Fisiologico; Masticacion (Fuente: DeCS BIREME)

Abstract

Introduction. Acute stress is related to the energetic release of catecholamines, cytokines, and
cortisol, which trigger pain perception. Chewing stimulates serotonergic neurons, these neurons
modulate the neural pathways of pain; however, the relationship between these variables is still in the
process of understanding. Objective. To determine the effect of acute stress and chewing stimulus
on pain. Methods. an experiment that was developed in the Faculty of Medicine of the UNMSM. 40
eight-week-old male Balb/c mice were randomly assigned into 5 equal groups. A: week 1 without any
stimulus and week 2 chewing stimulus + stress. B: week 1 without any stimulus and week 2 stress.
C: week 1 stress and week 2 without any stimulus. D: week 1 masticatory stimulus + stress and week
2 without any stimulus. E: control, without any stimulus. Pain was assessed in the 5 groups at 7 and
14 days using the tail-withdrawal time test before thermal stimulation. Results. The ANOVA test was
used for the intergroup evaluation, finding no significant difference. Using the t student test for related
samples, the intragroup evaluation was made, where a significant difference was found between 7 vs.
14 days, both in group A (p=0.029) and in group C (p=0.03). Conclusion. The effect of acute stress
on pain perception was decreased by chewing stimulus in Balb/c mice.

Keywords: Pain; Stress Physiological; Chewing (Source: MeSH NLM)
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INTRODUCCION

El dolor nociceptivo somatico es el
tipo de dolor causado por la estimula-
cién de fibras nerviosas Ao mielinicay C
amielinica, que se ubican en el sistema
tegumentario y en el sistema muscu-
loesquelético superficial y profundo ®.
De forma general, las fibras aferentes
nociceptivas primarias llegan hasta el
asta dorsal de la médula espinal, donde
hacen sinapsis con neuronas medulares
que transportan la informacién, princi-
palmente, hasta el tdlamo contralateral
y desde alli hacia la corteza frontal y so-
matosensorial %2, Por otra parte, hay un
complejo circuito neural que conforma
el sistema modulador descendente del
dolor, dicho circuito parte de areas cor-
ticales y subcorticales donde estan impli-
cadas, principalmente, vias serotoninér-
gicas y opiodérgicas ©.

El estrés es una reaccion fisiologica
a condiciones reales o potenciales que
amenazan la vida y se acompafia de cam-
bios en los sistema nervioso, endocrino e
inmune ¥, El estrés agudo es una reaccion
casi inmediata ante estimulos nocivos de
diversa naturaleza y que activa al sistema
nervioso simpatico, resultando en la libe-
racion de adrenalina y noradrenalina. La
respuesta endocrina estimula al eje hipo-
talamo-pituitario-suprarrenal (HPA), con
la consecuente liberacién de cortisol y di-
versas citoquinas . Dichas vias desenca-
denan diversas respuestas al estrés que in-
cluyen: variaciones en el umbral del dolor,
cambios en la actividad locomotora y en
multiples funciones sistémicas ©. El estrés
agudo generalmente se asocia con efectos
analgésicos; sin embargo, se ha encon-
trado que puede inducir hiperalgesia con
una gran variabilidad interindividual en
individuos sanos ®, aunque generalmen-
te dicha hiperalgesia se ha encontrado en
pacientes que tiene previamente una con-
dicion inflamatoria crénica ¢4,

Rechinar los dientes o masticar ob-
jetos o chicles se consideran como res-
puestas ante el estrés; encontrandose
que dichos comportamientos pueden
atenuar diversas patologias inducidas
por los estresores *?. Se conoce que la
estimulacidon de las estructuras bucales,
como las que intervienen en la mastica-

cion, es llevada hacia el neocortex por
el complejo sistema sensorial ascenden-
te, el cual llega hasta la corteza frontal
y somatosensorial *¥. La activacién de
la corteza somatosensorial, ademas de
diversas areas superiores, intervienen
en la disminucién del dolor mediante el
sistema modulador descendente ™. La
masticacion regularia el procesamiento
doloroso por medio de una integracion
sensorio-motriz a través de mecanismos
corticales, ademas, la masticacion podria
regular el sistema descendente opioide
mediante la via sensorial trigeminal y la
corteza somatosensorial resultando en
un efecto antinociceptivo >, Asi, se ha
encontrado que el comportamiento rit-
mico de la masticacion activa neuronas
serotoninérgicas lo que mejora la accion
de la via moduladora descendente (7,
Diversos estudios han demostrado que
la masticacién mejora la respuesta anti
nociceptiva tanto en individuos sanos
como enfermos #29: ademds de reducir
la respuesta a diversos marcadores re-
lacionados con el estrés, como el factor
de liberacién de corticotropina en el hi-
potalamo (CRF), el proto-oncogén C-fos y
la quinasa forforilada regulada por sefial
extracelular (pERK) 422,

A pesar de que algunos estudios con-
cluyen que la masticacion disminuye el
efecto del estrés agudo sobre la percep-
cion dolorosa, estos estudios son esca-
s0s, son heterogéneos en los indicadores
gue evallan y son poco recientes. Debi-
do a ello el presente trabajo tuvo como
objetivo determinar el efecto del estrés
agudo y de la variaciéon del estimulo mas-
ticatorio sobre el dolor nociceptivo so-
matico en ratones Balb/c

METODOS

Disefio de estudio

Se realizé un estudio experimental
preclinico, realizado en el Bioterio de la
Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM).

Poblacion y muestra

Se emplearon 40 ratones macho de 8
semanas de edad de la cepa BALB/c que
fueron adquiridos del Centro de Produc-

cion de Animales de Experimentacion del
Instituto Nacional de Salud. Luego de una
semana de ambientacién en el bioterio
de la Facultad de Medicina de la UNM-
SM, los animales fueron divididos aleato-
riamente en 5 grupos de 8 animales cada
uno. El tiempo del experimento durd 2
semanas, los grupos fueron sometidos a
los siguientes tratamientos: semana 1 sin
ningun estimulo y en la semana 2 estimu-
lo masticatorio + estrés agudo (grupo A),
semana 1 sin ningun estimulo y en la se-
mana 2 estrés agudo (grupo B), semana 1
estrés agudo y en la semana 2 sin ningun
estimulo (grupo C), semana 1 estimulo
masticatorio + estrés agudo y en la sema-
na 2 sin ningun estimulo (grupos D), y sin
ningun estimulo, grupo control (grupo E).

Procedimiento para inducir estimulo
masticatorio

El estimulo masticatorio fue inducido
en los ratones introduciéndolos dentro
de la caja de restriccion, en la cual se
encontraba cada roedor y una varilla de
madera que se le permitié roer a cada
animal durante la semana 1 en el grupo
D, y durante la semana 2 en el grupo A,
respectivamente. Dicha varilla se man-
tuvo durante todo el tiempo del someti-
miento al estrés en los grupos indicados,
segun el procedimiento propuesto por
Kubo et al 2 (Figura 1A).

Procedimiento para inducir estrés agudo

El estrés agudo fue inducido en cada
roedor colocéandolo dentro de 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 privar-
le completamente del mismo, segun el
disefio de Lam-Figueroa et 3. El estrés
por restriccion de movimiento fue aplica-
do durante la semana 1 a los grupos Cy
D, y durante la semana 2 a los grupos Ay
D, respectivamente. Dicho procedimien-
to fue realizado durante 1 hora entre las
08:00 horas y 12:00 horas, una vez al dia,
como se observa en la figura 1A.

Procedimiento para evaluar el dolor no-
ciceptivo somatico

Para evaluar la respuesta al dolor noci-
ceptivo somatico se empled la prueba de
tiempo de retirada de la cola de ratén ante
estimulo térmico. Dicha prueba consistid
en la inmersion de la cola del animal dentro
de un recipiente con agua temperada (55 +
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Figura 1. Procedimientos de Induccién de estrés, estimulo masticatorio y dolor nociceptivo somatico
en los ratones Balb/c. A: Animales sometidos a estrés por restriccion y con las varillas de madera para
estimular la masticacién. B: Implementos empleados en la evaluacién del dolor. C: Primer plano de la

cola del animal sumergido en el agua temperada.

1 °C), segun el procedimiento de Aguirre-
Siancas et al ®. La evaluacion fue realizada
en los 5 grupos experimentales, el dia 7 y
14 de iniciado el experimento, como se ob-
serva en la figura 1B y 1C. Se contabilizé el
tiempo que cada ratén demoro en retirar su
cola de la fuente de agua temperada, me-
nores tiempos se relacionan con una mayor
percepciény, a la vez, menor umbral al esti-
mulo nociceptivo.

Variables estudiadas

Se evalué el efecto de las variables
independientes: estrés agudo y estimu-
lo masticatorio sobre la variable depen-
diente: dolor nociceptivo somatico. El
procedimiento para la medicién fue des-
crito en parrafos previos.

Analisis de datos

Para los andlisis estadisticos se empled
el programa SPSS version 23 para Win-
dows. Debido al comportamiento normal
de las variables se aplico la prueba t de
Student para muestras relacionadas y el
analisis de varianza (ANOVA) de un factor.
El nivel de significancia fue de 0,05.

304 | AnFac med. 2023;84(3):302-306.

Aspectos éticos

El protocolo del estudio fue aprobado
por el Vicerrectorado de Investigacidn
y Postgrado de la UNMSM con cddigo
A20011021 y RR 01686-R-20. La mani-
pulacién de los animales se realizd respe-

tando las normas internacionales de uso
de animales de experimentacion de la
Office of Animal Care and Use of National
Institutes of Health.

RESULTADOS

Se evalud el dolor nociceptivo soma-
tico en los 5 grupos de roedores con la
prueba de ANOVA de un factor a los 7
dias, obteniendo como promedio y des-
viacién estandar en el grupo A (3,36 *
1,74), B (4,51 + 1,16), C (3,14 £ 0,9), D
(3,3+0,73)yE(4+0,87), respectivamen-
te (Figura 2).

También se evalud el dolor en los 5
grupos experimentales con la prueba de
ANOVA de un factor a los 14 dias, obte-
niendo como promedio y desviacion es-
tandarenel grupoA(7,20+3,32), B (6,22
+1,41),C(5,52+1,67),D(5,36+1,80)yE
(7,5 £0,55), respectivamente (Figura 3).

Se compararon, dentro de cada grupo
experimental, las respuestas al estimulo
nociceptivo entre los 7 y 14 dias, encon-
trandose aumentos en los tiempos de re-
tirada de la cola, de manera significativa,
tanto en el grupo A como en el grupo C,
como se detalla en la tabla 1.

DISCUSION

En el presente trabajo, no se encontrd
diferencia significativa al evaluar a los 5
grupos experimentales entre si tanto a

Tabla 1. Evaluacién del dolor nociceptivo somatico dentro de cada grupo experimental entre los 7 y

14 dias.

Momento de la

Tiempo (s) Media

medicion (DE) Ralogesin

A
Dia 7 3,36 (1,74) 0,029 b 2,85
Dia 14 7,20 (3,32)

B Dia 7 4,51 (1,16) 0,053 2,4
Dia 14 6,22 (1,41)

C Dia 7 3,14 (0,90) 0,03b 2,83
Dia 14 5,52 (1,67)

D Dia 7 3,30(0,73) 0,052 2,42
Dia 14 5,36 (1,80)

A: semana 1 sin ningun estimulo y semana 2 estimulo masticatorio + estrés. B: semana 1 sin ningin estimulo y
semana 2 estrés. C: semana 1 estrés y semana 2 sin ninguin estimulo. D: semana 1 estimulo masticatorio + estrés y

semana 2 sin ningln estimulo. E: control.
DE: Desviacidn estandar. T: estadistico T.

2 Prueba t de Student para muestras relacionadas, ° Diferencia significativa. s: segundos.
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Tiempo
(segundos)
w

A B C D E
Grupos experimentales
Figura 2. Evaluacion del dolor nociceptivo somético en los grupos experimentales a los 7 dias. Grupo
A: semana 1 sin ningun estimulo y semana 2 estimulo masticatorio + estrés. Grupo B: semana 1 sin
ningun estimulo y semana 2 estrés. Grupo C: semana 1 estrés y semana 2 sin ningun estimulo. Grupo

D: semana 1 estimulo masticatorio + estrés y semana 2 sin ningun estimulo. Grupo E: control.
Prueba de ANOVA de un factor: 0,13. Estadistico F: 1,93.

los 7 como a los 14 dias. Dichos resulta-
dos nos indicarian que la percepcion del
dolor nociceptivo somatico no se vio in-
fluenciado por alguna de la combinacién
de las variables independientes. Posible-
mente el poco tiempo de exposicion a
dichas variables o la poca intensidad de
estas puedan explicar dichos hallazgos.
Lo cual concuerda con lo reportado por
Aguirre-Siancas et al ?®, quienes también

12

encontraron que el estrés y la mastica-
cién no modifican la respuesta al dolor
en ratones. Aunque en ese estudio traba-
jaron un modelo de estrés crénico y em-
plearon otro tipo de procedimiento para
manipular la funcién masticatoria. Lo
cual también nos puede hacer entender
gue el estrés, ya sea agudo o crénico, no
modificaria la respuesta al estimulo noci-
ceptivo en los procedimientos hechos so-

Tiempo
(segundos)
[e2]

62

552

C D E

Grupos experimentales

Figura 3. Evaluacion del dolor nociceptivo somatico en los grupos experimentales a los 14 dias. Grupo
A: semana 1 sin ningun estimulo y semana 2 estimulo masticatorio + estrés. Grupo B: semana 1 sin
ningun estimulo y semana 2 estrés. Grupo C: semana 1 estrés y semana 2 sin ningun estimulo. Grupo
D: semana 1 estimulo masticatorio + estrés y semana 2 sin ningun estimulo. Grupo E: control.

Prueba de ANOVA de un factor: 0,18. Estadistico F: 1,69.

bre los ratones albinos de la cepa Balb/c.

Se encontré diferencia significativa en
la evaluacién dentro del grupo C. Se sabe
gue uno de los efectos del estrés agudo es
estimular la via de sefializacion del factor
nuclear kappa-beta (NF-kB) y de diversas
citoquinas pro inflamatorias como la in-
terleuquina 1beta (IL-1B) y el factor de ne-
crosis tumoral alfa (TNF-a) 728 |as cuales
se relacionan con una mayor percepcion
a estimulos dolorosos ?, lo cual podria
explicar, parcialmente, la disminucién del
umbral a dicho estimulo en los ratones el
dia 7; sin embargo, dicha respuesta ya no
se observd durante la segunda semana al
ya retirarse el estrés por restriccion.

Dentro del grupo A se encontré que el
tiempo de respuesta a los 7 dias, donde
no se indujo estimulo alguno fue de 3,36
sy alos 14 dias dicho tiempo aumentod a
7,20 s induciéndose durante esa segunda
semana estrés + estimulo masticatorio.
A diferencia del grupo C, donde el estrés
aumentdé la percepcién dolorosa, en el
grupo A, al final de la segunda semana,
el aumento del tiempo de respuesta se
relaciond con un aumento en el umbral
de percepcién del estimulo nociceptivo.
Es importante destacar el rol que el es-
timulo masticatorio cumplié al disminuir
el efecto del estrés sobre la percepcion
dolorosa durante esa segunda semana.
Estas observaciones encontradas en la
prueba comportamental que se em-
pled se pueden entender, porque hay
vias serotoninérgicas activadas por la
estimulacidon masticatoria ?®, ademas la
masticacion reduce el nimero de células
positivas al CRF en el nucleo paraventri-
cular del hipotdlamo, los niveles de c-fos
y la pERK, marcadores que aumentan
después del estrés 4,

En la literatura no se ha encontrado
trabajos que estudien nuestras variables
independentes mediante la prueba de
tiempo de retirada de la cola de ratén
ante estimulo térmico; sin embargo, si se
reportan algunos trabajos que evaluan la
masticacion y el estrés mediante pruebas
hematoldgicas e inmunohistoquimicas.
Yamada et al, ?? y Onuki et al, % encon-
traron en roedores que la estimulacion
masticatoria, mediante el empleo de una
varilla de madera, similar al empleado en
el presente trabajo, bajo el sometimiento

An Fac med. 2023;84(3):302-306. | 305
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al estrés agudo por restriccién disminu-
y6 la pERK de la sustancia gris periacue-
ductal y de la corteza insular, respecti-
vamente. Dichos estudios coinciden con
el nuestro en que la estimulacion masti-
catoria disminuye los efectos del estrés,
aungue en nuestro trabajo empleamos
una prueba comportamental, como ya
se fue indicado, mientras en los estudios
referenciados emplearon indicadores in-
munohistoquimicos de dreas relaciona-
das con el procesamiento del dolor.

En humanos, Okayasu, et al ¥ en-
contraron que el umbral para el estimu-
lo nociceptivo aumenté en el grupo que
masticé goma de mascar sobre el control
que no masticd, mientras Kamiya et al 2%
refieren que la masticacién de goma de
mascar disminuyd la respuesta nocicep-
tiva y aumento los niveles sanguineos de
serotonina. Ambos estudios coinciden
con lo que encontramos en el grupo A,
aunque los trabajos referenciados em-
plean diferentes paradigmas para esti-
mular la masticacién y para evaluar la
percepcion dolorosa, aparte que son rea-
lizados en seres humanos a diferencia de
nuestro trabajo.

Dentro de las limitaciones, podemos
indicar que el empleo de pruebas hema-
toldgicas e inmunohistoquimicas hubie-
sen permitido una vision mas integral y
profunda de los fendmenos estudiados.
Se concluye que la masticacién disminu-
ye el efecto del estrés sobre la respuesta
al estimulo nociceptivo, como se encon-
tré durante la segunda semana en el
grupo Ay, por otra parte, que el estrés
aumento la percepcion del estimulo no-
ciceptivo como se encontré durante la
primera semana en el grupo C.
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