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Caracterizacion matematica del periodo
posdescarga aferente del asta dorsal de la
médula espinal

Rossana Bosco', Antonio Eblen-Zajjur?

RESUMEN

La informacién sensorial nociceptiva que ingresa al asta
dorsal medular (AD) a través de aferentes primarios,
establece conexiones sinapticas con circuitos neuro-
nales de la misma, a los que concurren ademas vias
moduladoras supraespinales descendentes y/o vias pro-
pioespinales, ejerciendo una potente modulacion
excitatoria o inhibitoria de la experiencia nociceptiva.
Objetivo: evaluar y caracterizar matematicamente
los periodos posdescarga de los potenciales evocados
lumbares (PEL) del AD en ratas. Materiales y métodos:
los experimentos se realizaron en ratas macho Sprague-
Dawley a las que se aplicd un estimulo eléctrico pareado
transcutaneo (20V; 0,2Hz; latencia interestimulo de 1 a
200 ms). Se registraron y almacenaron 5 pares de PEL
por cada intervalo interestimulo, después se prome-
diaron las ondas N y P generadas por el segundo
estimulo condicionante (Nc y Pc). Resultados: para
latencias interestimulo <7,5 ms la inhibicién de las
ondas Ncy Pc fue absoluta. La onda Nc mostré un pe-
riodo de inhibicion posdescarga de 28 ms y un periodo
supernormal (110%) entre los 28 a 80 ms de latencia.
La onda P mantuvo un incremento constante de
amplitud a partir de 9,5 ms sin periodo supernormal.
La relacién entre la latencia interestimulo y amplitud
de las ondas Ny P es de caracter polinomial pero con
coeficientes muy diferentes. Conclusiones: los resultados
sugieren que los periodos inhibitorios y excitatorios
posdescarga aferente en el AD superan en duracién a
los reportados para fibras y neuronas individuales lo
que aporta evidencia adicional sobre el comporta-
miento de circuitos neuronales propio y supraespinales
de modulacion de las aferencias al AD.

Palabras clave: aferentes primarios, asta dorsal

medular, circuitos inhibitorios, potenciales evocados
lumbares.

MATHEMATICAL CHARACTERIZATION OF THE
AFFERENT POSTDISCHARGE PERIOD AT THE
SPINAL DORSAL HORN

ABSTRACT

The nociceptive sensorial signals that enter the dorsal
spinal horn (DH) through primary afferents, establish
synaptic connections with neuronal circuits of itself, to
which descendent supraspinal modulators pathways
and/or propriospinals pathways converge too, exerting
a powerful inhibiting or excitatory modulation of the
nociceptive experience. Objective: to evaluate and
characterize mathematically the postdischarge periods
of the lumbar evoked potentials (LEP) of the DH in rats.
Materials and methods: the experiments were done in
male Sprague-Dawley rats; an electrical paired
transcutaneal stimulus (20V; 0,2Hz; interstimulus latency
of 1- 200ms) was applied. Five pairs of LEP by each
interestimulus interval were registered and stored; the
N and P waves generated by the second conditioner
stimulus (Nc and Pc) were averaged. Results: for
interstimulus latencies <7.5 ms the inhibition of the Nc
and Pc waves was absolute. The Nc wave showed a
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postdischarge inhibition period of 28ms and a
supernormal period (110%) between 28-80ms of latency.
The P wave maintained a constant increase of amplitude
from 9.5ms without supernormal period. The relation
between the interstimulus latency and the amplitude of
the N and P waves is of polinomial character but with
very different coefficients. Conclusions: the results
suggest that excitatory and inhibitory postdischarge
afferent periods in the DH surpass in duration the ones
reported for fibers and individual neurons, bringing
additional evidence about the behavior of proprio and
supraspinal neuronal circuits of afferent modulation at
the DH.

Key words: inhibitory circuits, lumbar evoked
potentials, spinal dorsal horn, supernormal period.

a informacion sensorial nociceptiva que ingre-

sa al asta dorsal medular (AD) a través de

fibras aferentes primarias (AP), establece co-
nexiones sinapticas con tres tipos de neuronas: las de
proyeccion supraespinal cuyo blanco es el talamo y la
formacién reticular; las neuronas propioespinales que
proyectan a otros segmentos de la médula espinal y
las interneuronas medulares localizadas en el mismo
segmento. Todas ellas poseen caracteristicas excitato-
rias o inhibitorias™® e integran, en las diferentes laminas
del AD, circuitos donde sus propiedades celulares con-
curren con las vias moduladoras supraespinales
descendentes y/o las vias propioespinales, ejerciendo
una potente modulacion ya sea excitatoria o inhibitoria
de la experiencia nociceptiva*®. Esta organizacion
neuronal permite interesantes posibilidades de control
de las actividades excitatorias, de tal manera que és-
tas puedan ser limitadas, minimizando los estados de
hiperexcitacion con frecuencia asociadas con situacio-
nes patoldgicas® donde los mecanismos de sumacion
temporal y potencializacién estan presentes’.

El estudio de esta red neuronal en especial su
respuesta ante estimulos repetitivos ha sido una meto-
dologia usada para determinar parametros interesantes
que dependen de la existencia y tipo de conectividad
neuronal, permitiendo determinar los ciclos de excita-
bilidad unitaria o multiunitaria®®. Otras técnicas como
los registros celulares in vitro de rebanadas de médu-
la espinal’*'° a pesar de su valor cuantitativo, tienen el
problema de haber sido obtenidos en condiciones no
basales de desaferenciacion, condicidén de especial
cuidado a la hora de evaluar el comportamiento de
una red neuronal''2, Por el contrario, el uso de una
técnica in situ, e in vivo permite la evaluacion funcio-
nal de las redes neuronales en condiciones mas
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cercanas a las fisiologicas, como es el caso del registro
de los potenciales evocados lumbares (PEL); ellos
aportan informacién acerca de la activacion neuronal
y los circuitos moduladores envueltos en la respuesta
a un estimulo determinado, por lo general eléctrico. Un
PEL tipico consiste en una onda negativa (N) seguida
por una o mas ondas positivas (P). La onda N repre-
senta la integracion de procesos excitatorios de las
interneuronas del asta dorsal al ingreso de los impul-
sos por la via de los AP, mientras que la onda P
traduce la respuesta del AD luego del ascenso de los
impulsos por las vias de proyeccion ascendente, ac-
tivacion de las estructuras supraespinales y posterior
retorno al AD a través de axones descendentes, pro-
duciendo por Ultimo una despolarizacion de los AP,
Las respuestas neuronales expresadas en las ondas N
y P de los PEL son relevantes para la comprension del
procesamiento nociceptivo en el AD en especial, lo re-
ferente a los periodos refractarios de la respuesta
neuronal colectiva como factor limitante de la excita-
bilidad del AD ante el ingreso de informacion nocicep-
tiva. El curso temporal y las caracteristicas matemati-
cas del periodo inhibitorio dependeran directamente
del tipo de interaccion de las neuronas que constitu-
yen la red del AD.

El objetivo del presente estudio es evaluar
y caracterizar matematicamente los periodos posdes-
carga de las respuestas evocadas en el AD por
estimulacién eléctrica nociva periférica, con énfasis en
los componentes generados primariamente en el AD y
en los que se expresan en ella como consecuencia de
la actividad supraespinal.

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se llevaron a cabo en ratas
macho de la cepa Sprague-Dawley (350-400 g), trata-
das segun los lineamientos éticos de manejo de
animales de laboratorio del National Institute of Health
(1996). Los animales fueron anestesiados con tiopen-
tal sédico (60mg/kg™") por via intraperitoneal, hasta
alcanzar un nivel profundo de anestesia evidenciado
por la ausencia de reflejos corneal y de retirada de la
cola; se administré 0.05 mg de atropina diluidos en
0.5 ml de solucidn fisiolégica, por via subcutanea para
reducir las secreciones respiratorias. La traquea fue
canulada para garantizar una via aérea permeable. A
todo lo largo del experimento, la temperatura del
animal se mantuvo constante (37.5+0.5°C; media+DE)
gracias a una manta eléctrica colocada en la superficie
ventral del animal, alimentada con corriente continua
y regulada mediante retroalimentacién con monitoreo
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constante de la temperatura.

Se llevaron a cabo laminectomias de los seg-
mentos T11-L3 a fin de exponer el engrosamiento
lumbar medular el cual se cubrié con aceite mineral.
Las ratas se ubicaron en un marco estereotaxico con
fijacion céfalo-vertebral. Se colocd un electrodo de
estimulacién bipolar en la superficie plantar posterior
izquierda del animal. Los PEL fueron registrados con
un electrodo monopolar colocado sobre la superficie
ipsilateral del AD en la metamera correspondiente al
campo receptivo periférico. El esquema de estimu-
lacidn consistié en pulsos cuadrados pareados cuya
intensidad se fij6 en 10 veces el umbral de la onda N
del PEL basal (aproximadamente 20V), aplicados con
una frecuencia de 0,2Hz, con el intervalo de separacion
entre los dos pulsos de 1 a 200 ms. Se almacenaron 5
pares de PEL por cada incremento del intervalo, sien-
do promediadas y analizadas estadisticamente tanto
las ondas N como las P generadas por el segundo esti-
mulo (PEL condicionado).

Los potenciales obtenidos fueron amplificados
(100.000x), filtrados (300<f<3000Hz) y digitalizados
(48ks/s, 16 bits) usando un computador personal. Las
sefales se almacenaron continuamente en el disco
duro a fin de determinar, fuera de linea, las amplitudes
y latencias correspondientes.

Los valores de amplitud absoluta (uV; media +
EEM) de las ondas condicionadas Ny P (Nc y Pc) se
calcularon en porcentajes de las ondas N y P basales
(Nb y Pb). Se aplico el ajuste de varias funciones para
las curvas correspondientes a la relacion entre el por-
centaje de amplitud y la latencia del estimulo pareado
a fin de mostrar la tendencia de los cambios en el
tiempo.

RESULTADOS

La reproducibilidad de los registros permitio
obtener datos estadisticamente significativos a partir de
tres animales, en los cuales fueron evaluadas al menos
dos corridas de 5 estimulaciones para cada latencia
interestimulo. La inhibicién de las ondas Nc y Pc es
absoluta para latencias interestimulo menores a 7.5 ms.
Se aprecia una relacion proporcional entre el tiempo
interestimulo (pulsos pareados) y la amplitud de las
ondas Ncy Pc (figura 1). Llama la atencién que la onda
Nc muestra un incremento de la amplitud de forma
sustancialmente mayor que la onda Pc y en un gran
intervalo de amplitud que va desde 0% a 110% al com-
pararla con la onda Nb (figura 1). Este maximo de
incremento (110%) ocurrié con latencias entre 28 a 80
ms evidenciando asi un periodo supernormal. Sin em-

bargo, el incremento de la amplitud en la onda Nc re-
torna al 100% de la onda Nb para latencias mayores
a 80 ms. Por su parte, la onda Pc mantiene un ascen-
so paulatino, constante y en un intervalo corto de
amplitud que va desde 53% hasta 100% sin sobrepa-
sar el valor maximo de la onda Pb (figura 1).
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Figura 1. Amplitud de las ondas Nc y Pc expresadas como porcentaje
de la ondas Nb y Pb respectivamente, ante la aplicacion de un estimulo
eléctrico pareado. Linea de ajuste polinomia de 6 orden e intervalos
de confianza a 95% para ambas ondas.

Segun los valores registrados de las ondas Nc
y Pc de los PEL (figura 1), el mejor ajuste entre la
latencia interestimulo y el porcentaje de amplitud para
cada onda corresponde a una funcién polinomial de
6 orden, que se describe a continuacién con los co-
eficientes de regresion, determinacién y la significacion
estadistica correspondiente:

Nc = -89,33+14,78L-0,40L>+0,005L%-4.10°L*+1,27.107-
L%-1,7.10"°Lé r= 0,997; r*= 0,994; P<0,0001

Pc =26,88+3,39L-0,070L?+0,0008L%-4,71.10°
L*+1,46.1085-1,8.10"'L8r= 0,998 ; r*= 0,998; P<0,0001

Siendo :

Nc= porcentaje de amplitud de la onda Nc en relacién
ala onda Nb. Pc= porcentaje de amplitud de la onda
Pc en relacion a la onda Pb. L= latencia interestimulo
(ms).

r= Coeficiente de regresion.

r2= Coeficiente de determinacion.

La figura 2 muestra la tendencia de los cambios
en cada una de las ondas de los PEL expresadas en
valores de amplitud absoluta (V) lo que permite evi-
denciar las diferencias entre ellas.

Los valores porcentuales de las ondas Nc y Pc
se encuentran mutuamente correlacionados de manera
directamente proporcional, mostrando una funcién de
ajuste polinomial del 5° orden (figura 3).
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Figura 2. Amplitud absoluta (1V) de las ondas Nc y Pc de los PEL
condicionados a la aplicacion de un estimulo eléctrico pareado. Linea
de gjuste polinomial de 6° orden e intervalos de confianza por lecturas
al 95% para ambas ondas.

Pc = 109,72 - 8,14Nc + 0,39Nc?-0,0082Nc? + 8.10-°
Nc*-2,72.10"Nc®r= 0,98 ; r*= 0,98 ; P<0,0001
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Figura 3. Relacion entre las ondas Nc y Pc expresada en porcentagje.
Linea de ajuste polinomial de 5 orden.

El incremento progresivo en la amplitud de la
onda Pc asociado al incremento de la amplitud de
la onda Nc presenta un patron progresivo; sin embargo,
cuando la onda Nc sobrepasa el 100% de la amplitud
de la onda Nb (periodo supernormal), la amplitud de
la onda Pc se reduce en 12% (figura 3).

DISCUSION

En el presente estudio se analizaron las res-
puestas evocadas del AD de la médula espinal ante
estimulos eléctricos pareados de diferentes latencias
interestimulo, aplicadas de forma transcutanea peri-
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férica e ipsilateral.

El periodo de inhibicion posdescarga de 28 ms
y la intensidad del mismo (0% a 100% de la respues-
ta basal) observado para la onda Nc, sobrepasa en un
40% a los periodos refractarios reportados para fibras
y/o células individuales'®'’. Estos datos sugieren la
existencia de una red neuronal con un notorio com-
ponente inhibitorio, que coincide con hallazgos
reportados por estudios de correlacion cruzada de las
descargas neuronales del AD en las que se evidencian
efectos inhibitorios de larga duracion'®. Dado que la
generacion de la onda N se fundamenta en la integra-
cion de las descargas neuronales del AD ante la
estimulacién de los aferentes primarios’, la intensa in-
hibicidén (0%) de la onda N en latencias interestimulo
menores a 7,5 ms muy probablemente se deba a los
periodos refractarios absolutos de cada neurona cons-
titutiva de la red. En el caso de la onda P, cuyo origen
se considera debido al arribo de los impulsos
moduladores descendentes supraespinales al AD, lo
cual ocurre en tiempo ulterior a la generacion de la
onda N (9,5 ms), la inhibicién se mostré6 menos inten-
sa (53 a 100%). Este hecho, aunado a lo tardia de la
generacion de la onda P en relaciéon con la onda N,
podria ser explicado por el origen supraespinal de la
onda P39, es decir que las estructuras supraespinales
a partir de las cuales surge la modulacién descenden-
te, una vez activadas por las senales espinales de
proyeccion supraespinal (onda N), ejercen una accién
tonica descendente sobre el AD. Esta accién descen-
dente se incrementa progresivamente en la medida que
se incrementa la descarga aferente al AD, de ahi la
correlacién directamente proporcional encontrada en-
tre las amplitudes de las ondas N y P. Es necesario
recalcar que, en este estudio se emplearon intensidades
de estimulacién eléctrica transcutanea de alrededor de
10 veces el umbral para la generacioén de la onda N,
lo que significa un estimulo de caracter nociceptivo.
Este tipo de intensidad es en particular necesario para
la activacion del sistema de modulacién descen-
dente'27.

Las relaciones matematicas descritas en el pre-
sente estudio entre la latencia interestimulo y amplitud
de las ondas Nc y Pc, aportan nuevas evidencias so-
bre las diferencias en los mecanismos de generacién
de cada una de estas ondas. Las ecuaciones de re-
gresién que mejor se ajustan estadisticamente a los
datos son funciones polinomiales de 6 orden en ambos
casos; sin embargo, poseen coeficientes absolutamen-
te diferentes en magnitud y signo.

A pesar de la gran cantidad de reportes morfo-
l6gicos y funcionales que revelan al AD como
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compuesta por una gran variedad de neuronas inmer-
sas en una compleja matriz estromal plena de
prolongaciones dendriticas y axdnicas'®??4, son escasos
los reporte sobre el desempefo de la organizacion
funcional de la red neuronal. Los mecanismos espina-
les que subyacen a la actividad tanto excitatoria como
inhibitoria de ciertas redes neuronales ain no han sido
bien establecidos, aunque sin duda, deben estar
involucrados componentes tanto pre como postsinap-
ticos?® y algun grado de organizacion temporal o
dinamica de las células que integran la red neuronal del
AD™,

Cuando dos estimulos separados por un inter-
valo menor a 8 ms son aplicados a un nervio, el
segundo estimulo no produce una respuesta propaga-
da lo que evidencia un periodo refractario absoluto
durante los primeros 2 ms sin importar la intensidad
del estimulo?2?8 pero, a partir de ese momento hasta
aproximadamente 12 ms, la excitabilidad del nervio,
a pesar de aumentar gradualmente, es menor que la
normal (periodo refractario relativo); después, hasta
aproximadamente 28 ms, sobreviene el periodo
supernormal en el cual, un enlentecimiento en la ciné-
tica de activacion de la conductancia al potasio? hace
que el tejido nervioso sea mas excitable a un segundo
estimulo, generando un incremento de las amplitudes
de las respuestas; luego de este periodo, el nervio
regresa a su estado de excitabilidad previo al primer
estimulo'?7,

El hecho de que la duracién del periodo super-
normal, descrita en el presente estudio para la onda
Nc, excede en un 185% el reportado para fibras y/o
células'®?52 obliga a incorporar otros factores en su
explicacién, entre ellos la activacién de un componen-
te excitatorio en la red neuronal del AD de la médula
espinal. A este respecto, existen reportes de
la existencia de circuitos reverberantes de efecto
excitatorio en el AD que deben ser considerados'®,
adicionalmente, recientes evidencias sostienen que,
las neuronas superficiales del AD estan unidas por co-
nexiones sinapticas excitatorias conformando circuitos
recurrentes capaces de amplificar y modular las
aferencias primarias provenientes de fibras Ad y C que
se dirigen hacia otros centros del sistema nervioso*.

Sobre la base de estos hallazgos podemos afir-
mar que, en este estudio, el segundo estimulo tiene un
efecto facilitador sobre el circuito neuronal del AD du-
rante latencias interestimulo que van de 28 a 80 ms;
pero, este efecto no es evidenciado en los registros
de la onda Pc, lo que sugiere una vez mas que
estamos ante la presencia de sistemas de procesa-
miento de la actividad neuronal diferente.

Por otra parte, se ha descrito en la corteza sen-
sorial, corteza motora y AD de animales en estado de
vigilia y anestesiados, circuitos neuronales complejos,
que al recibir un estimulo repetitivo, algunas neuronas
constitutivas desarrollan una corriente hiperpolarizante
que inhibe temporalmente al circuito; una vez que és-
tas dejan de descargar, la corriente hiperpolarizante
decae y las respuestas al estimulo se reanudan®2,

Cuando las fibras aferentes primarias son esti-
muladas, se generan a nivel del AD, corrientes
posinapticas excitatorias e inhibitorias. Convencional-
mente se ha asumido que, la actividad inhibitoria
generada por los circuitos de retroalimentacion
negativa y/o positiva, evocada por estimulos somato-
sensoriales a nivel del AD, es mediada por glutamato®.
Sin embargo, Nakatsuka, et al (2005)° han reportado
el papel de la sustancia P (SP) endégena como
mediador de ciertos mecanismos de retroalimentacion
positiva a través de la excitacion directa de neuronas
inhibitorias que expresan receptores NK1. Esta activi-
dad mediada por la SP es de larga duracion y tiene
una fase temporal distinta a la actividad inhibitoria
mediada por glutamato.

En la mayoria de los mamiferos, la estimulacion
eléctrica de fibras Ad produce un potencial de campo
negativo que se corresponde electrofisiolégicamente
ala onda N del PEL'. Schouenborg (1984)%' demos-
trd, en ratas, que los potenciales de campo negativos
también pueden ser registrados en el AD en respuesta
a estimulacién de fibras C en el nervio sural. Mas
recién se ha documentado, en estos mismos animales,
una conexién inhibitoria particular entre dos tipos de
neuronas de la lamina Il del AD, que reciben sefali-
zacion de fibras aferentes primarias tipo C. La neurona
presinaptica (célula en islote) envia una proyeccion
monosinaptica inhibitoria a una neurona vecina
postsinaptica (neurona central de tipo transitoria). Este
circuito implica que, la excitacion de células en islote
por senales aferentes provenientes de fibras C, inhibe a
las neuronas que estan recibiendo a su vez, sehales
también excitatorias por parte de un contingente
distinto de fibras nociceptivas aferentes. Estos circuitos
inhibitorios son bicuculina sensibles, lo que sugiere
una probable mediacion GABA, ™.

Los circuitos neuronales del AD reciben también
aferencias provenientes de vias supramedulares, que
se extienden desde la corteza frontal, hipotalamo,
sustancia gris periacueductal (SGP) y la region rostro-
ventrobulbar (RVB) y desde alli, al asta posterior de
la médula, a través del funiculo dorsolateral®?%. La
activacion de este sistema provoca una supresion se-
lectiva de las neuronas nociceptoras del AD, con la
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consiguiente produccion de analgesia®. Esta via
moduladora descendente se caracteriza por la presen-
cia de receptores especificos para encefalinas, ademas
de receptores aminérgicos'®*4, Distintas investigaciones
sugieren que, en este sistema modulador endégeno se
establece un feedback negativo, de manera que un esti-
mulo nociceptivo puede activar el sistema, el cual, a
su vez, suprime la transmision del impulso generado®4'42,
Estudios en los que se han usado técnicas de espinali-
zacioén reversible sugieren adicionalmente que, la
modulacion descendente no solo ejerce una accion
inhibidora de la actividad neuronal sino también,
acciones de excitacion neuronal®.

CONCLUSION

Nuevas investigaciones son necesarias a fin de
esclarecer el comportamiento de las diferentes redes
neuronales a nivel del AD y su integracién con el res-
to del sistema nervioso.
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