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Efecto de la estimulacion eléctrica nociva trigeminal
bucal de alta frecuencia sobre la médula espinal
lumbar evaluado mediante los potenciales
evocados en rata

Maribel Chagin-Nazar'?, Antonio Eblen-Zajjur>*

RESUMEN

Objetivos: se desconocen los detalles de la contribucion de la via trigéminal al sistema de modulacion del dolory su
efecto sobre areas espinales distales. Materiales y métodos: se utilizaron cinco ratas Sprague-Dawley, adultas macho,
anestesiadas (tiobarbital 60mg/Kg™*; i.p.) y laminectomizadas (T, -L,) para registrar los potenciales evocados
lumbares (PEL) ante estimulacion eléctrica (25V; 0,05ms; 0,2Hz) de la mucosa oral. Se promediaron 1200 PELs
mostrando la secuencia de ondas Ny P estables en condiciones basales. Resultados: la alta frecuencia de estimulacion
(AF; 5Hz; 5 min) redujo la amplitud de ambas ondas, mas intensamente la onda P (-70,7%) que la onda N (56,4%;
p=0.00001) de los valores basales. Al retornar a frecuencia de estimulacion basal (0,2Hz), la amplitud de ambas
ondas se recuperdé mostrando una mayor intensidad de correlacion entre las amplitudes de ondas Ny P (76%) que
la basal (25%; p=0,00001) manteniendo una curva de ajuste polinomial de segundo grado. Conclusion: estos resultados
sugieren que la estimulacion eléctrica trigéminal de alta frecuencia induce una inhibicion tetanica reversible de las
interneuronas del asta dorsal medular lumbar con signos de potenciacion postetéanica.
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Effect of noxious bucal trigeminal high frequency electrical stimulation on lumbar spinal cord evaluated by evoked
potentials in the rat

ABSTRACT

Aims: trigeminal contribution to the pain modulation system and its effects over distant spinal areas are unknown.
Materials and methods: 5 male Sprague-Dawley adult rats were used, anesthetized with thiobarbital 60mg/Kg?; i.p.
and laminectomized (T, -L,) for recording the lumbar evoked potentials (LEP) by electrical trigeminal stimulation of
the oral mucosa (25V; 0.05ms; 0.2Hz). From an average of 1200 LEPs typical N and P wave sequence was
detected with stable amplitudes during basal conditions. Results: high frecuency stimulation (5Hz; 5 min) induces a
significant amplitude reduction more intense for P wave (-70.7%) than for N wave (56.4%; P=0.00001), which was
reverted by the return to basal stimulation frequency (0.2Hz) showing an increased N and P wave amplitude correlation
(76%) when compared to basal value (25%; P-0.00001). Conclusion: these results suggest that the electrical trigeminal
tetanic stimulation induces a reversible tetanic inhibition in the lumbar spinal dorsal horn interneurons with sign of a
postetanic potentiation effect.
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| dolor orofacial es una de las dolencias mas

comunes que impacta considerablemente al ser

humano, la complicada inervacion trigeminal, su
amplia representacion cortical sensitiva, las considerable
interaccién entre los diferentes ndcleos trigeminales,
impulsos nociceptivos aferentes y la activacion de
sistemas de modulacion descendentes®® aunado a la
alta prevalencia de patologia oral son parte de los factores
aconsiderar al evaluar la intensidad e impacto del dolor
orofacial®.

Es conocido que la estimulacién nociva orofacial
y de la pulpa dental es capaz de activar marcadores de
excitacion neuronal como la PERK y MAPK en el asta
dorsal medular cervical de una forma proporcional a la in-
tensidad del estimulo, mostrando ademas una marcada
sensibilizacion central™ ya descrita en los centros de
procesamiento de la nocicepcion®*t, Los nlcleos
trigeminales del tallo cerebral poseen abundantes pro-
yecciones bilaterales descendentes a la médula
espinal'?4; sin embargo, la existencia de una via exci-
tadora o pronociceptiva descendente hasta los niveles
inferiores de la médula espinal, en especial del ADM lum-
bar, ha sido propuesta mediante evidencias indirectas
obtenidas en experimentos de espinalizacion reversible
y registros electrofisiol6gicos oligoneuronales?®.

Los potenciales evocados somatosensoriales
lumbares (PEL) constituyen respuestas eléctricas de
médula espinal a un estimulo aplicado a alguno de los
nervios periféricos aferentes'®!8, Estas respuestas son
integracion de las descargas neuronales individuales
sincronizadas por el estimulo que se presentan como una
secuencia de ondas; una negativa (onda N) de gran
amplitud y corta duracion y una positiva (onda P) de me-
nor amplitud y mayor duracion, que reflejan diferentes
eventos en la activacion de la poblacién neuronal®®. Su
uso permite la evaluaciéon funcional de las redes
neuronales aportando informacién acerca de la activa-
cion neuronal y los circuitos moduladores envueltos en
la respuesta a un estimulo®’:8,

OBJETIVO

A pesar del intenso estudio neuroanatémico de la
via trigeminal y del dolor orofacial>#™°y de la relacion
entre la via nociceptiva trigeminal y sistema de modula-
cion descendente del dolort151%22 se desconocen hasta
la fecha, la existencia de proyecciones anatomicas y/
o funcionales, descendentes espinales de nlcleos
trigeminales que alcancen el ADM de metameras por de-
bajo de los segmentos cervicales, asi como la potencial
existencia de fenémenos de potenciacién o inhibicién
postetanica descritos en varios sistemas sensoriales y

de relevancia en condiciones de dolor nociceptivo y
neuropatico!?4810.23

La caracterizacion electrofisiolégica de la posible
interaccion trigémino-espinal baja es el objetivo del
presente estudio.

MATERIAL Y METODOS

Se usaron 5 ratas machos de la cepa Sprague
Dawley, adultos (350 a 400g), alimentadas ad libitum, y
mantenidas en un esquema de luz/oscuridad de 12:12
horas. Previa aprobacion del Comité de Bioética, en con-
cordancia con la normativa para el uso de animales de
experimentacion del Instituto Nacional de Higiene de los
Estados Unidos de Norteamérica (NIH)?4.

Procedimiento quirdrgico y de registros

Los animales se anestesiaron con tiopental
sodico (pentothal® soédico, Lab. Abbott) a una dosis de
60mg/kg* via i.p., se administré 0,05mg de atropina via
S.C. para reducir las secreciones respiratorias. La tem-
peratura corporal se mantuvo constante (37,5+0,5°C;
mediaxzDE) mediante una manta autoregulada. En
ausencia de reflejos nocifensivos, se practicé laminecto-
mia de los segmentos T, a L, para exponer el engrosamiento
lumbar de la médula espinal, el cual se protegi6é con
aceite mineral contenido mediante pliegues de piel'’1825,

Estimulacion trigeminal

Un electrodo concéntrico tipo aguja calibre 27 se
implanté superficialmente en la mucosa oral incisiva de
la linea media. Se aplicd aceite mineral en los tejidos
donde se implanté el electrodo de estimulacion para evi-
tar su desecacion. La estimulacién eléctrica basal
consistio en la aplicacion de pulsos eléctricos cuadrados
de 20 voltios de amplitud (10x umbral de la onda N),
0,5 ms de duracion y una frecuencia de 0,2Hz, median-
te un estimulador digital (A-M System, Mod 2100). Para
la esti-mulacion de alta frecuencia se incremento la fre-
cuencia a bHz (25 veces la frecuencia de estimulacion
basal).
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Registro electrofisiologico

Un electrodo de registro construido con un fila-
mento de acero inoxidable de 100mm de diametro de
baja impedancia (<50Q), lagueado excepto en su pun-
ta (50um), el cual se fij6 mediante un micromanipulador
tridimensional sobre el dorso medular lumbar izquierdo.
La senal se amplific6 (A-M System, Mod 1700), filtro
(pasa banda 10Hz-500KHz) y digitalizdé (WinDaQ® 148U)
a 14,4KHz con 10 bits de resolucion. Los potenciales se
visualizaron a tiempo real en la pantalla del computador
mediante el software WinDaQ/HS®.

Protocolo experimental

Después de 15 minutos de colocados los electro-
dos de registro y estimulacion se inici6 el registro de los
PEL para la fase basal del experimento con la estimu-
lacién eléctrica trigeminal con una frecuencia de 0,2Hz;
20V y pulsos de 0,5 ms durante 10 minutos, luego se
incrementd la frecuencia de estimulacion a 5Hz (alta
frecuencia, AF) durante 5 minutos. En la Gltima fase de
registro posestimulaciéon (PE); se redujo la frecuencia
de estimulacion al valor inicial de 0,2Hz durante 10 mi-
nutos, después de lo cual se sacrificé al animal con una
sobredosis barbitdrica.

Procesamiento matematico y estadistico

Una vez almacenados los registros de los PEL, se
procedid a la medicion de la amplitud (iV), duracion (ms),
area bajo la curva (ABC: 1V.ms?), intervalo de las ondas
Ny P (ms) mediante el uso de un cursor de lectura
digital de los programas Windag XL® e ImageTools®. Se
calcularon los valores de tendencia central y de disper-
sion para las amplitudes y duraciones de los potenciales.
Los valores de cada fase fueron comparados mediante
test no paramétrico de Mann-Whitney y las asociaciones
entre valores se evaluaron mediante la correlacion de
Pearson con ajuste polinomial de 2°. Para el procesa-
miento estadistico se utilizd el paquete libre PAST 2.04.

RESULTADOS

Potenciales evocados lumbares por estimulacion trigéminal

La estimulacion eléctrica de la mucosa bucal evoco
potenciales en el dorso medular lumbar similares a los
potenciales evocados de esta area medular generados
por estimulacion eléctrica de los aferentes sensitivos del
nervio sural ipsilateral, es decir, los PEL registrados se
caracterizan por una deflexion negativa inicial u onda N
seguida de una deflexion positiva u onda P de menor
amplitud y mayor duracion (figura 1). La onda N en con-
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diciones controles fue 71,2% mayor en amplitud que la
onda P, siendo estos valores estables con un coeficiente
de variacion de 1,99% para la onda Ny de 5,87% para
la onda P.

N 30ms

Figura 1. Morfologia de los PEL ante estimulacién eléctrica
trigeminal oral, luego del artefacto de estimulacion aparece la
onda N seguida de la onda P de menor amplitud.

El aumento de la frecuencia de estimulacion
trigeminal redujo intensamente la amplitud de ambas
ondas desde el mismo inicio de la estimulacion, se man-
tuvo con igual intensidad durante toda esta fase (figura
2). Al retornar la frecuencia de estimulacioén al valor
basal, se observé una recuperacion gradual hasta valo-
res similares a los basales durante los primeros dos
minutos para ambas ondas.

Figura 2. Intensidad de inhibicién (% de variacion relativa a los
valores basales) de las ondas N (negro) y P (gris) de los potencia-
les lumbares evocados por estimulacion eléctrica trigeminal
durante la fase basal (0,2Hz; 10min), alta frecuencia (AF, 5Hz;
5 min rectangulo oscuro) y postestimulacién (PE, 0,2Hz; 10 min).
Mann-Whitney basal vs AF (N y P) P=0,00000005; AF vs PE (Ny P)
P=0,00000006; basal vs PE (Ny P) NS.
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La intensidad del efecto inhibidor de estimulacién
trigeminal de alta frecuencia se evalud al calcular el por-
centaje de inhibicion de la amplitud de las ondas N o P
relativas a los valores registrados durante la fase basal.
Los valores promedio se presentan en la figura 6 en la
que se aprecia que la estimulacion de alta frecuencia
redujo; mas intensamente la amplitud de la onda P
(-70,8%; P25-75=-73,4 a -67,9%) que la onda N (hasta
56,2%; P25-75=-57,6 a 54,5%) de los valores basales.

Evaluacion del valor ANP

La diferencia entre los valores de amplitud de las
ondas Ny P (ANP) se presenta en la figura 3, donde se
aprecia que la estimulacion de alta frecuencia redujo
significativamente la ANP, volviendo a valores basales
durante la fase de postestimulacion.

Al evaluar la correlacion entre el valor ANP y el
tiempo de recuperacion durante la fase de
posestimulacion se detect6 un ajuste altamente signi-
ficativo (figura 4).

Figura 3. Diferencia de amplitud (uV) entre las ondas Ny P (ANP)
de los potenciales lumbares evocados por estimulacion eléctrica
trigeminal durante la fase basal (0,2Hz; 10 min), alta frecuencia
(5Hz; 5 min rectangulo oscuro) y posestimulacion (0,2Hz; 10 min).
Mann-Whitney basal vs AF P=0,00000005; AF vs PE
P= 0,00000006; basal vs PE P = NS.

Las amplitudes de las ondas Ny P durante |a fase
basal se encuentran significativamente asociadas (tabla
1y figuras 5y 6).

La estimulacién de alta frecuencia rompe con la
correlacion encontrada en la fase basal. Durante la fase
posestimulacién reaparece con mucha mayor intensidad
la correlacion entre las amplitudes de las ondas Ny P,
pasando de una intensidad de asociacion de 25% en la
fase basal a 76% (p=0,00001) en la fase posesti-
mulaciéon manteniendo una funcién polinomial de
segundo grado y mayor pendiente (figura 7).

Tiempo postestimulacion (segundos)

Figura 4. Diagrama de dispersion entre la diferencia de amplitud
(uV) de las ondas Ny P (ANP) y el tiempo durante la fase de
posestimulacion basal. La correlacion es altamente significativa
(r>=0,72; F=36,31; P=0,000000016) a una funcién polinomial de
segundo orden: ANP (pV) = 17,3775+(0,0444082xsegundos)
+ (-4,54003E-05xsegundos?).
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Figura 5. Dispersién y curva de ajuste polinomial entre las amplitu-
des (pV) de las ondas Ny P de los potenciales lumbares evocados
por estimulacion eléctrica trigeminal durante la fase basal (0,2Hz;
10 min).

Tabla 1. Analisis de correlacién entre los valores de amplitud de
las ondas N y P durante cada etapa de experimentacién. Para
correlaciones significativas se presentan las curvas de mejor ajuste
(ambas polinomiales de segundo orden).

r2 P
Basal 0,27* 0,011
AF 0,25 NS
Post AF 0,76** 0,0000000035

*P (uV) = 487,596 - (25,6099 x amplitud N) + (0,34367 x amplitud N2)
**P (uV) = -19,8277 + (1,50443 x amplitud N) - (0,0186175 x amplitud N2)

DISCUSION

Se presentan evidencias electrofisiolégicas de la
existencia de proyecciones trigémino espinales lumbares
de caracter excitadoras que generan en el dorso medular
espinal potenciales similares a los obtenidos convencio-
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nalmente por estimulacion sural ipsilateral homotépica,
es decir una onda negativa N seguida de una onda po-
sitiva P1625 Las amplitudes de ambas ondas son
menores a las generadas por estimulacién sural lo que
sugiere una menor densidad de fibras trigemino-lumbares
presentes en la respuesta. La latencia de las ondas N
y P generadas por la estimulacion trigeminal es mayor
que las reportadas para la misma metamera espinal ge-
neradas por estimulacion sural, lo cual es fiel expresién
de la distancia entre los sitios de estimulacion y regis-
tro en cada caso?® asumiendo didmetros de fibras y
velocidades de conduccion similares, sin embargo, la
estimulacion eléctrica a la intensidad usada es capaz
de activar tanto a las fibras C nociceptivas, amielinicas de
lenta conduccion, sino también fibras mielinizadas A
de gran velocidad de conduccion?2%?7, Por ello, es muy
probable que la latencia reportada en el presente estu-
dio, sea debidas a las diferentes distancias entre el sitio
de estimulacion (trigeminal o sural) y de registro (lum-
bar).
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Figura 6. Grafico de dispersion y curva de ajuste polinomial entre
las amplitudes (pV) de las ondas Ny P de los potenciales lumbares
evocados por estimulacion eléctrica trigeminal durante la fase de
postestimulacion (0,2Hz; 10min).

Al colocar el electrodo de registro sobre el dorso
de la médula y estimular el nervio periférico Las
interneuronas del asta dorsal son despolarizadas por
estimulos que entran a través de las fibras aferentes
primarias mielinicas Aa. y A3, generandose un potencial
negativo inicial que expresa la direccion del flujo de co-
rriente que se aleja (en direccion ventral) del electrodo
de registro. Si la intensidad del estimulo aumenta, se

262 | Vol. 20 | No. 4 octubre-diciembre 2015 |

activaran progresivamente también las fibras Ad. Las dis-
tintas velocidades de conduccion de las fibras Aa, AR 'y
A8 modifican la morfologia global de la onda N, en fun-
cion de sus diferentes latencias®8,

El inicio del fendémeno de sensibilizacién central
depende aparentemente de los receptores metabotré-
picos para aminoacidos excitatorios presentes en las
membranas neuronales, es el mGIuR 1 con el AMPA
(aminometilpropionato) como agonista, los receptores
de neurokininas NK1 y NK2 y los correspondientes a
CGRP1 y CGRP2 NK1, NK2, CGRP1, CGRP2 quienes
mas tempranamente son activados iniciando el proceso
con potenciales postsinapticos excitatorios y los con-
secuentes fendbmenos de sumacion temporal y
espacia|2,8,10,11,14,23,28,29_

La existencia de las respuestas medulares
lumbares ante la estimulacion eléctrica nociva de la
mucosa bucal reportadas en el presente estudio sugie-
re el gran impacto de la misma sobre todo el eje del
sistema nervioso central. Es conocida la interaccion
de las senales nocivas inducidas por la estimulacion
eléctrica de la pulpa dentaria conducidas por el trigémino
hacia la médula rostroventral del bulbo del tallo cerebral
generando una activacion de las neuronas inhibitorias
con proyeccion al asta dorsal medular espinal?l. Sin
embargo este tipo de modulacion es de tipo inhibitorio
y forma parte de un complejo sistema descendente
difuso cuya funcion es la de cerrar la compuerta del asta
dorsal médula al ingreso de nuevas senales nocicep-
tivast 151922 | 3 existencia de una via excitadora o
pronociceptiva trigemino-espino lumbar ha sido propuesta
con evidencias muy indirectas obtenidas en experimentos
de espinalizacion reversible y registros oligoneuronales®®.
El presente estudio reporta por primera vez evidencia di-
recta de la existencia funcional de esta via excitadora
capaz de incrementar la sincronizacién de descargas de
las interneuronas del ADM por encima del nivel de la ac-
tividad de fondo?® y en concordancia con el periodo
posdescarga aferente del asta dorsal de la médula
espinal'®,

Los mecanismos de modulacién suprasegmentaria
0 supraespinal del dolor tienen su origen en estructuras
nerviosas que se encuentran por encima de la médula:
tallo cerebral, mesencéfalo, region bulbar ventromedial
(RVM), que incluye los nucleos del rafé magno (NRM),
el paragigantocelular y el gigantocelular). Otros posibles
lugares de inicio de sistemas moduladores podrian
encontrarse en: talamo, hipotalamo y corteza. Las pro-
yecciones de la RVM hacia las astas posteriores
contienen dos tipos basicos de neuronas: las Células
ON que aumentan la actividad con un estimulo
nociceptivo, favorecen la transmision del dolor y se
inhiben con opiaceos; por otro lado, las Células OFF que
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son inhibidas por las células ON, inhiben la transmisién
del dolor, son activadas por opioides y algunas de ellas
son seroto-ninérgicas?'. Las caracteristicas morfoldgicas
de las ondas Ny P de los PEL ante estimulacion
trigeminal, coincide con las descripciones convenciona-
les sobre la amplitud de los potenciales evocados del
dorso medular lumbar ante estimulacién homotépica,
ipsilateral'®'8, con la diferencia de ser generada en el
presente estudio por un estimulo heterotdpico lejano.

La correlacion proporcional encontrada entre las
amplitudes de las ondas N y P durante |la fase basal de
estimulacion a baja frecuencia respaldan la teoria
de la generacion de estas ondas planteada por Shimojit®
en la que la primera onda (N) se genera por la
despolarizacién sincrénica de las interneuronas del asta
dorsal medular ante la entrada de los impulsos de los
aferentes primarios, esta senal se proyecta a estructu-
ras supraespinales las cuales ejerciendo su accion de
modulacion descendente hacia el ADM generan una
despolarizacién presinaptica de los terminales de los
aferentes primarios cuya integral produce la onda P, en
consecuencia la amplitud de la onda P depende inicial-
mente de la amplitud de la onda N. La senal activadora
es recibida por las neuronas de proyeccion espinotala-
micas de las laminas profundas del ADM las que envian
la senal a estructuras supraespinales desde las cuales
descienden impulsos de modulacion hacia los AP y creando
una despolarizacion de estos y de las interneuronas del
ADM estableciéndose un vector descendente hacia
el dorso medular y hacia el electrodo de registro lo cual
genera una onda positiva (onda P) de menor amplitud
pero mayor duraciéon que la onda N8,

Ramirez y Vanegas?!, reportaron la interaccion de
las senales nocivas inducidas por la estimulacién eléc-
trica de la pulpa dentaria conducidas por el trigémino
hacia la médula rostroventral del bulbo del tallo cerebral
generando una activacion de las neuronas inhibitorias
con proyeccion al asta dorsal medular espinal. Sin em-
bargo, este tipo de modulacién es de tipo inhibitorio y
forma parte de un complejo sistema descendente difu-
so cuya funcién es la de cerrar la compuerta del asta
dorsal médula al ingreso de nuevas senales nocicep-
tivasl,2,20,21.

El mecanismo inhibidor descendente denominado
DNIC (del inglés, controles inhibitorios difusos inducidos
por estimulacion nociceptiva), postula que la aplicacion
de un estimulo nociceptivo es capaz de enmascarar la
sensacion dolorosa que se siente en otra region anat6-
mica distante (extrametamérica). La activacion de este
sistema se produce por estimulacion de las fibras Ad y
en apariencia existen mecanismos tronculares, ademas
de espinales que pueden tener accion diferencial'®. Su
accioén se realiza sobre las neuronas de amplio rango

dinamico y no sobre la totalidad de la poblacién neuronal
del ADM12:19.20,

La inhibicion de las amplitudes de las ondas Ny
P durante la fase de estimulacion de alta frecuencia pue-
de ser explicada por uno 0 mas de procesos como
agotamiento en la liberaciéon de los neurotransmisores,
bloqueo electroténico, periodo refractario y/o activacion
de circuitos inhibitorios, ya descritos tanto en la médu-
la espinal como en otras areas del sistema nervioso
central23°,

Luego de la inhibicion de las amplitudes de las
ondas Ny P inducidas por la estimulacion de alta fre-
cuencia y al retomarse la estimulacién basal de baja
frecuencia, hubo una recuperacion progresiva de carac-
ter polinomial en la amplitud de ambas ondas. Si bien,
en la fase postestimulacion, no se observéo un incremen-
to en la amplitud de las ondas Ny P por encima de los
valores obtenidos en la fase basal, lo cual seria un sig-
no clasico de la presencia de potenciacion postetanica,
el incremento de 3 veces en la correlacion entre la am-
plitud de ambas ondas podria ser indicativo de los
cambios que ocurren en la red neuronal del ADM y/o en
los mecanismos de modulacion descendente, dado el
hecho de ser la onda P consecuencia de la onda N, los
resultados sugieren una mayor respuesta en amplitud de
la onda P ante los valores de amplitud de la onda N,
signo de algln tipo de potenciacion pos tetanica?81011:22.23,

Los datos aportados por el presente estudio per-
miten entender en parte el impacto de la nocicepcién
trigeminal y el dolor orofacial sobre areas distantes del
sistema nervioso central como es el caso de la médula
espinal lumbar.

CONCLUSIONES

1. Laestimulacion eléctricatrigeminal de baja frecuencia
(0,2Hz; 20V; 0,5 ms) generd potenciales evocados
en el dorso medular lumbar con una onda N inicial
seguida de una onda P de menor amplitud.

2. El aumento de la frecuencia de estimulacion (5Hz;
20V; 0,5 ms durante 5 minutos) induce una inhibicién
tetanicareversible de las interneuronas del asta dorsal
medular lumbar, siendo mas intensa la reduccion de
la amplitud de la onda P (-70,8%) que la onda N
(56,2%) de los valores basales.

3. En la fase de posestimulacion trigeminal se
evidenciaron signos de potenciacion postetanica
expresados en un incremento en la correlacion de las
amplitudes de las ondas Ny P espinales.

4. El presente estudio permite pone en evidencia el impac-
to delanocicepcion trigeminal y el dolor orofacial sobre
areas distantes del sistema nervioso central.
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