UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS
ESCUELA DE CIENCIAS VETERINARIAS

“ROL DEL FACTOR NEUROTROFICO DERIVADO DEL CEREBRO (BDNF) EN
LA GENERACION E INSTAURACION DEL DOLOR CRONICO”

RODRIGO HERNANDO AGUILERA SALAZAR

Memoria para optar al

Titulo Profesional de Médico
Veterinario. Departamento de
Ciencias Bioldgicas Animales.

PROFESOR GUIA: TERESA PELISSIER SERRANO

Financiada por el Proyecto FONDECYT 1090476

Santiago, Chile.
2010



I. RESUMEN

La neurotrofina BDNF esta involucrada en la sobrevida neuronal y en la plasticidad
sinaptica del sistema nervioso central y periférico. En el dolor crénico, los cambios
plasticos observados dan cuenta de un fendmeno de hipersensibilidad mantenida en el
tiempo conocido como sensibilizacion central. Es conocido que esta sensibilizacion central
se acompafia de sobre-expresion de BDNF, sin embargo no esti claro el rol de esta
neurotrofina en la generacion y mantencion de los fendmenos de hiperalgesia. En esta
memoria de titulo se estudié si la administracion intratecal (i.t.) de BDNF replica la
conducta nociceptiva que presentan las ratas con una neuropatia cronica (con un mes y
medio de evolucién), y si concomitantemente se genera sobre-expresion de BDNF
enddgeno. Los resultados mostraron que una inyeccion de BDNF i.t. es suficiente para
disminuir el umbral nociceptivo mecanico (test de Randall-Selitto) en ratas normales, por
un periodo de tiempo de hasta 42 dias, sugiriendo que BDNF por si solo es capaz de
generar un cambio o remodelacion en la médula espinal que perdura en el tiempo, similar a
lo que se observa en dolores cronicos como la neuropatia. Adicionalmente se observo que
la concentracion espinal de BDNF se encuentra aumentada 42 dias después de la inyeccién
de BDNF. Resultados similares se observaron en los animales mononeuropaticos a los 42
dias de evolucidn. Estos resultados apoyan la idea que el efecto de BDNF se mantiene en el
tiempo gracias a un ciclo de autogeneracion, que involucra sobre-expresion de BDNF

enddgeno.



I. ABSTRACT

Neurotrophin BDNF is involved in neuronal survival and synaptic plasticity of the
central and peripheral nervous system. In chronic pain, plastic changes account for a
phenomenon of hypersensitivity which is maintained over time, known as central
sensitization. It is known that central sensitization is accompanied by BDNF
overexpression; however, the role of this neurotrophin in the generation and maintenance of
the hyperalgesic phenomenon is still unclear. In the present work it was studied if
intrathecal administration of BDNF replicates the nociceptive behaviour presenting chronic
neuropathic rats (with one month a half of evolution) and if, concomitantly, overexpression
of endogenous BDNF is generated. The results showed that a single i.t. BDNF injection is
sufficient to lower the mechanical nociceptive threshold (Randall-Selitto test) in normal
rats, for a period up to 42 days, suggesting that BDNF alone is sufficient for generating a
long-lasting change or remodelling in the spinal cord, similar to that observed in chronic
pain such as that from neuropathy. Additionally, we observed that BDNF concentration in
spinal cord was found to be increased 42 days after BDNF injection. Similar results were
observed in animals with a 42-day history of mononeuropathy. These results support the
hypothesis that BDNF is maintained over time through a self generating cycle, involving

overexpression of endogenous BDNF.
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Il. INTRODUCCION

El dolor como forma de percepcion se desarrolla en los animales desde estadios
tempranos en la filogenia, sugiriendo la importancia del dolor en la sobrevida de las
especies. EI hombre desde su aparicion en la escala filogenética ha tratado de encontrar
formas de enfrentar y controlar el dolor para producir su alivio, tanto en los ambitos
magico-religioso, como en el quirdrgico y farmacoldgico. Por ejemplo, a nivel quirdrgico
se describe, en el codigo de Hammurabi, la perforacion craneal realizada con un trepanador
para aliviar el “calor cerebral”, mientras que la cultura china desarrolld técnicas mas
elaboradas como la acupuntura. A nivel farmacolégico, se desarrollé el uso de plantas
medicinales como la belladona y mandragora por los griegos, los derivados de la amapola
por los médicos arabes y la ipecacuana por las culturas precolombinas (Gutiérrez y Cadena,
2001).

Durante los siglos XVI 'y XVII con los avances de la anatomia y la fisiologia, se
redescubren los opioides, que habian sido utilizados por mas de 4000 afios. En 1806,
Fiedrich Sertlirner, descubre y extrae la morfina desde el opio, convirtiéndose ésta en una
de las herramientas fundamentales en la terapéutica del dolor hasta nuestros dias. En 1897,
Felix Hoffmann quien al acetilar el &cido salicilico, extraido desde la corteza del sauce afios
antes por Raffaele Piria, produjo un poderoso analgésico, el acido acetil salicilico, el cual se

mantuvo como analgésico de primera linea por mas de 100 afios (Merskey et al, 2005).

Actualmente existen diversos farmacos opioides y antiinflamatorios no esteroidales
(AINES), naturales y sintéticos, que son pilares para el manejo del dolor agudo. Sin
embargo, para dolores mas complejos, como son los dolores crénicos, no se cuenta con

farmacos efectivos para su alivio (Paeile y Bilbeny, 2005).

El dolor cronico se ha convertido en una problematica de salud publica mundial,
debido a los grandes costos econdémicos y sociales que representa su tratamiento.

Recientemente, un estudio epidemiol6gico en Europa, mostrd que un 19% de los adultos



europeos sufren dolor cronico de intensidad moderada a severa y de estos un 40% recibe
manejo analgésico inadecuado, afectando su vida social y laboral (Breivik et al, 2006). Lo
anterior, no solo nos revela el costo humano y el impacto socioecondémico (US$ 1 trillén
por afo en paises desarrollados) (Mogil, 2009), sino que también las actuales limitaciones

del tratamiento con analgésicos.

El conocimiento de los fendmenos involucrados en la percepcion del dolor ha
llevado a identificar nuevas sustancias que forman parte del proceso nociceptivo. En
particular, existe evidencia robusta de que las neurotrofinas, familia de factores
neurotréficos que son conocidos por sus efectos en sobrevivencia y crecimiento neuronal,
juegan un papel fundamental como mediadores y moduladores del dolor. Uno de estos
factores neurotroficos es el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF, del inglés
brain-derived neurotrophic factor) (Pezet y McMahon, 2006). A pesar del conocimiento del
rol de las neurotrofinas y especificamente del BDNF en el procesamiento de la informacion
nociceptiva, aln el conocimiento se encuentra incompleto, especificamente en lo referente

al dolor neuropatico (Merighi et al, 2008).

En la presente memoria de titulo se estudié la posible participacion del BDNF en la
sensibilizacion central que se observa en animales con dolor crénico, para lo que se
realizaron comparaciones conductuales y mediciones de BDNF, en ratas sanas con
administracion intratecal, Unica o repetida de BDNF y ratas neuropéaticas, modelo

ampliamente utilizado de dolor cronico.



V. REVISION BIBLIOGRAFICA

En 1994, la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor, con su grupo de
trabajo sobre taxonomia, definié el dolor como “una experiencia sensorial y emocional
desagradable, asociada con un dafio tisular real o potencial, o descrita en términos de dicho
dano” (Merskey y Bogduk, 1994). Por su parte, el dolor en animales ha sido definido por
diferentes autores. Molony y Kent en 1997, lo definen como “una experiencia sensorial y
emocional aversiva que representa una toma de conciencia por el animal de dafio o
amenaza a la integridad de sus tejidos, y que cambia su fisiologia y comportamiento para
reducir o evitar el dafio, para reducir la probabilidad de recurrencia y para promover la

recuperacion”.

En la experiencia dolorosa existe un componente emocional y por lo tanto subjetivo.
Sin embargo, esta experiencia se puede transformar en objetiva cuando se observan y
cuantifican diferentes alteraciones en la conducta. En el caso de los animales, es aqui donde
el etograma de cada especie cobra importancia clave en el entendimiento del dolor, ya que
al saber cuéles son las manifestaciones de dolor en el comportamiento animal, éstas se
pueden medir. Blood y Radostits (1992), muestran como algunas respuestas en las
conductas animales pueden referirse a dolor como: la postura, marchas anormales (cojera,
arrastre de extremidades, cambio del sostén del cuerpo de una extremidad a otra), la
rodadura, toque de pezufias, agazapamiento, mirada hacia el flanco, diferentes tipos de
vocalizaciones, gemidos, gruiiidos y frote de dientes. Otras alteraciones que se observan
son: expresion ansiosa, rechazo a la exploracion clinica, modificaciones en la ingesta de
alimento y agua. Entre las modificaciones fisioldgicas relacionadas con el sistema nervioso

auténomo se encuentran: taquicardia, taquipnea, midriasis, hipertermia y sudoracion.

Algunas de las conductas mencionadas han sido seleccionadas y utilizadas en
diversas pruebas para estudiar y analizar especificamente la fisiopatologia de cuadros
dolorosos y accion de diversos analgésicos. Existen maltiples tests utilizados; entre los

mecanicos se encuentra la prueba de presion de la extremidad (Randall y Sellito, 1957),



donde se estudia la vocalizacion o la retirada de la extremidad (“struggle”), al presionar la
extremidad con una punta roma. Entre los térmicos esta el de la plancha caliente (“hot
plate”), o la plancha fria (“cold plate”), donde se estudia la temperatura a la cual el animal
realiza un lamido de la extremidad, un levantamiento o un salto de escape. Entre los
quimicos se encuentran los tests de formalina o capsaicina, en los que se administran estas
substancias subcutaneamente, y se estudia el tiempo en que el animal se lame o frota la
zona afectada (Mogil, 2009). Por otro lado, en el &mbito de la ética en el uso de animales de
investigacion, las observaciones conductuales también son utilizadas para establecer los
protocolos de supervision y el criterio de “punto final” en cualquier investigacién que

involucre animales de experimentacion (National Institute of Health,1996)

Conceptos generales

La clasificacion més utilizada del dolor se basa en su duracién: dolor agudo y dolor
cronico. El dolor agudo es también denominado dolor fisiolégico o funcional debido a que
tiene un rol protector. Este tipo de dolor comprende el lapso entre que se genera un dafio
tisular y su reparacion, considerando gque su duracién méxima es de tres meses. En cambio
el dolor cronico o persistente, es también Ilamado patolégico o no funcional, ya que no
posee ningun proposito fisioldgico, y presenta una duracion mayor, que en seres humanos

es de tres meses y se prolonga mas allé de la reparacion tisular (Paeile y Bilbeny, 2005).

Uno de los mecanismos involucrados en el desarrollo de dolor cronico es la
sensibilizacion central, fendmeno que se define como excitabilidad neuronal aumentada en
las neuronas espinales y supraespinales, respecto a una entrada aferente nociceptiva (Paeile
y Bilbeny, 2005). En el ambito conductual, existen dos signos de alteracion de la
sensibilidad neuronal que son la hiperalgesia, definida como una mayor respuesta a un
estimulo doloroso y la alodinia, que es la percepcidn de dolor provocada por un estimulo no
doloroso (Paeile y Bilbeny, 2005).

Una noxa muy intensa o prolongada puede generar alteraciones en la expresion

génica, alterando el fenotipo de cada neurona, demostrando la plasticidad neuronal



(neuroplasticidad) del sistema nervioso central, aumentando la actividad espontanea y la
respuesta al estimulo por parte de neuronas centrales amplificando el estimulo doloroso.
Estos cambios moleculares son los responsables en gran medida de modificaciones
funcionales que ocurren en la respuesta de las neuronas del asta dorsal de la médula espinal
frente al dolor persistente, modificaciones que en el largo plazo llevan a alteraciones en la
conectividad sinéptica espinal. Son estos cambios tardios los que determinan que esto no
sea un simple mecanismo de accion neuronal, sino que exista un fenomeno de plasticidad

de las neuronas (Paeile y Bilbeny, 2005).

La percepcion del dolor implica la activacion de nociceptores periféricos (cutaneos,
musculares, articulares o viscerales), la generacidon de una sefial nerviosa y la transmision
de esta sefial a la corteza cerebral. Receptores especializados, llamados nociceptores, estan
situados en la periferia del sistema nervioso y detectan la intensidad y el tipo de estimulo
nociceptivo. Luego, las fibras aferentes primarias, trasmiten el impulso nociceptivo hacia la
médula espinal. Estas fibras aferentes se clasifican sobre la base del diametro, presencia de
vaina de mielina y velocidad de conduccion. Las fibras mas importantes para la transmision
de la informacion nociceptiva son las fibras mielinizadas delgadas Ad y las no mielinizadas
C. Las fibras aferentes originadas en el ganglio raquideo entran a la médula espinal, via
raices dorsales y realizan sinapsis en el asta posterior o superior, con neuronas de
proyeccion. Luego, la informacidn nociceptiva viaja por tractos ascendentes ventrolaterales
hacia los centros superiores del sistema nervioso central (SNC), como el tracto
espinotalamico que termina en el nucleo ventroposterior del talamo; el tracto
espinoreticular, algunos de cuyos axones terminan en células involucradas en la
modulacion de vias descendentes del dolor y otros componen el tracto
espinoreticulotalamico que termina en el talamo medial; el tracto espinomesencefalico que
termina primariamente en el colliculus superior y en la sustancia gris periacueductal.
Ademas de las vias anterolaterales hay dos vias que ascienden por las columnas dorsales:
algunas neuronas nociceptivas de la ldmina V proyectan axones a los ndcleos cuneatus y
gracilis y pueden ser particularmente importantes para la transmisién del dolor visceral y el

sistema espino-parabraquial-amigdala que se origina en las ld&minas |1 y V y se proyecta al



area parabraquial y de ahi a la amigdala y que estéa involucrado en el miedo y memoria del
dolor asi como en la conducta y reacciones autondémicas a eventos nociceptivos como a
vocalizacion, escape, inmovilidad, midriasis y respuestas cardiorrespiratorias (Basbaum et
al, 2005). En la corteza cerebral la informacion nociceptiva llega al area somatosensorial,
donde se interpretan los aspectos sensoriales y discriminativos del dolor, y a la corteza
insular donde se procesan los aspectos emocionales del dolor (Paeile y Bilbeny, 2005).

Factor neurotrdéfico derivado del cerebro (BDNF)

Las neurotrofinas son una familia de factores de crecimiento que esta compuesta por
los siguientes miembros: factor de crecimiento nervioso (NGF, del inglés, nerve growth
factor), factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina 1 (NT-1),
neurotrofina 3 (NT-3) y neurotrofina 4 (NT-4) (Pezet y McMahon, 2006). Estas
neurotrofinas juegan papeles importantes regulando la sobrevivencia, crecimiento y
diferenciacion neuronal, ademas de ser potentes moduladores de las sinapsis por medio de

su influencia en la eficiencia sinéptica de corto y largo plazo (Merighi et al, 2008).

El BDNF es una proteina bésica de 12.4 kDa, originalmente aislada desde el cerebro
porcino (Barde et al, 1982). Esta proteina esta codificada por el gen que también se conoce
como el gen BDNF y en los humanos este gen esta localizado en el cromosoma 11. El
BDNF comparte el 50% de homologia en la cadenas de aminoacidos con las otras
neurotrofinas y en condiciones normales BDNF es sintetizado como homodimero y ademas

interacttia con su receptor como homodimero (Zhang et al, 2000).

El BDNF vy las neurotrofinas en general, se unen a dos tipos de receptores. Los
receptores “tyrosine kinase receptors ” (Trks) y al receptor para neurotrofinas p75. Ambos
receptores activan sus propias vias de transduccion de sefiales modulando finamente las
respuestas a los factores neurotroficos. El receptor p75, a diferencia de Trks, puede
sefializar muerte neuronal programada y unir ligandos del tipo no-neurotroficos, tales como

la glicoproteina del virus de la rabia, péptidos amiloides y también pro-neurotrofinas.
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Ademas, no posee actividad catalitica per se, por lo tanto su sefializacion depende de la
interaccion con otras proteinas intracelulares (Numakawa et al, 2010).

La mayoria de las acciones del BDNF estan reguladas por su receptor de alta
afinidad, conocido como TrkB, mientras un nimero menor de acciones estan mediadas por
el receptor de baja afinidad p75. La union de BDNF al receptor TrkB inicia la dimerizacion
del receptor y la transfosforilacion de los residuos de tirosina en su region citoplasmatica,
promoviendo la activacion de vias de sefalizacion como ras-raf-MAPK, P13K-Akt-
GSkKIII, PLCgama-DAG-PKC y sokinasa. La activacion de estas vias durante el
desarrollo temprano bloquea la apoptosis y promueve la sobrevivencia y diferenciacion
celular. En las neuronas adultas esta activacion regula la respuesta neuronal y la funcion
sinaptica. Si el receptor p75 se expresa en ausencia del TkrB o la relacién p75/TrkB es alta,
es decir existe mayor expresion de receptores de menor afinidad, el BDNF puede activar
otras vias como JNK (quinasa c-Jun N-terminal) o NF-kb (factor de transcripcion KAPPA
B y promover la apoptosis, es decir esta relacion p75/TrkB estaria involucrada en la

sobrevivencia neuronal (Pezet y McMahon, 2006).

El receptor TrkB es abundante durante el desarrollo, pero también ampliamente
distribuido en el SNC de animales adultos, sugiriendo un rol continuo del BDNF en el
sistema nervioso adulto (Merighi et al, 2008). Uno de estos roles parece ser el de
modulador de la neurotransmision nociceptiva a nivel espinal y supraespinal (Pezet y
McMahon, 2006). EI BDNF ha sido identificado en diferentes estructuras relacionadas con
las vias nociceptivas, tales como el asta dorsal espinal donde se almacena junto con otros
neuropéptidos, en centros integradores como corteza y amigdala, y ademas en centros de
relevo como el tdlamo, formacion reticular, hipotdlamo y nicleo parabraquial (Merighi et
al, 2008).

Rol del BDNF en la nocicepcion
El asta dorsal se ha transformado en el principal foco de atencion para

investigaciones con respecto al dolor, ya que contiene fundamentalmente: a) terminaciones
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centrales de las neuronas sensitivas primarias; b) neuronas intrinsecas del asta dorsal, ya
sean estas interneuronas de axdn corto, o neuronas de proyeccion involucradas en la
transmision del dolor hacia estructuras supramedulares; y c) un conjunto de terminaciones
axonicas descendentes de origen central, primordiales en la regulacion de la informacién
nociceptiva. Lo anterior la transforma en el primer lugar de integracion sinéptica y
modulacion de la informacion nociceptiva proveniente de la periferia. Los cambios a escala
molecular y celular que ocurren en el asta dorsal son responsables, en gran medida, de las
modificaciones funcionales que ocurren en la respuesta de las neuronas del asta dorsal

frente al dolor crénico (Paeile y Bilbeny, 2005).

Debido a lo antes mencionado, surge la importancia de estudiar cual es la
participacion del BDNF en la generacion o mantencion del dolor crénico a nivel del asta
dorsal. En el asta dorsal, el BDNF ha mostrado modular la neurotransmision excitatoria
(glutamatérgica) e inhibitoria (GABAérgica/glicinérgica), aunque con un predominio de la
funcién excitatoria, producido por un aumento de la liberacion de glutamato, lo que mejora

la eficacia sinaptica (Merighi et al, 2008).

Entre la evidencia que sugiere la participacion de BDNF en cuadros de dolor
cronico se puede mencionar que:

a) La sintesis de BDNF estd aumentada en diferentes poblaciones neuronales en el ganglio
de la raiz dorsal (GRD), en modelos de dolor neuropético e inflamatorio (Obata et al,
2004).

b) La sintesis de BDNF no solo se incrementa en los aferentes primarios durante cuadros
de dolor crénico, sino también en neuronas nociceptivas de segundo orden (Onda et al.,
2004; Pezet y McMahon, 2006), e incluso en células gliales del asta dorsal (Tokumine
et al., 2003).

c) Pacientes que sufren dolor de cabeza crénico diario, mostraron aumentos significativos
de los niveles de BDNF en el fluido cerebroespinal y estos niveles altos parecieran estar

correlacionados con la duracion de este tipo de dolor (Sarchielli y Gallai, 2004).
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f)

9)

h)
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La administracion de BDNF directamente a las neuronas del GRD, indujo alodinia
mecénica en ratas normales, condicion que fue revertida por la aplicacion de
anticuerpos anti-BNDF al GRD. La alodinia producida por la seccion del nervio
isquiatico también fue revertida por aplicacion de anticuerpos anti-BNDF (Zhou et al,
2000).

La administracion intratecal de BDNF indujo hiperalgesia en ratones normales,
mientras que oligonucledtidos antisentido dirigidos contra BDNF o al receptor TrkB
previnieron la hiperalgesia inducida por carragenina (Groth y Aanonsen, 2002), lo que
implica directamente a la neurotrofina BDNF en la hiperalgesia inducida en procesos
inflamatorios.

La inflamacion cronica, inducida por la inyeccién intraplantar del Adyuvante completo
de Freund (suspension de Mycobacterium muertos por calor), produjo un incremento en
la expresion del receptor TrkB en neuronas del GRD (Lee et al, 1999).

Zhang et al (2000), al administrar anticuerpo antiBDNF a ratas y ratones sometidos a
modelo de dolor neuropatico, obtuvo una dramatica reduccion del numero de axones
mielinizados distal a la lesion y una disminucion en la elongacion de los axones en
regeneracion, lo que indicaria que esta neurotrofina juega un papel importante en la
reparacion de dafios en los nervios periféricos.

Coull et al (2005), mostraron que el BDNF exdgeno produce alodinia tactil,
probablemente debido al cambio en el gradiente anidnico transmembrana, reforzando la
posibilidad de que el BDNF enddgeno juegue un rol importante como mediador en los

dafios generados en una neuropatia periférica.

En resumen, tanto la evidencia funcional como anatdmica, convergen al indicar que

los receptores TrkB presinapticos ubicados en las fibras aferentes primarias y los receptores

TrkB postsinapticos participarian, en la modulacion de la liberacion de neurotransmisores

en la nocicepcidon. Sin embargo, aln se necesita un mayor entendimiento de como el BDNF

enddgeno es liberado e interactda con su receptor para inducir un cuadro de dolor que sea

capaz de perdurar en el tiempo. (Merighi et al, 2008).
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El conjunto de estos antecedentes conducen a investigar si BDNF por si solo puede
llegar a producir un estado de dolor cronico, de més de un mes duracion, y si este estado es

similar a lo observado en un modelo de dolor neuropatico,



14

V. HIPOTESIS

La administracion de BDNF intratecal, replica la conducta nociceptiva que
presentan las ratas neuropaticas, indicando que el BDNF controla las remodelaciones

plasticas que se producen durante las lesiones de nervios periféricos.

VI. OBJETIVOS
1. Objetivo general

Estudiar la participacion del BDNF en la sensibilizacién nociceptiva espinal que se

observa en ratas sometidas a un modelo de dolor neuropatico.

2. Objetivos especificos

2.1. Evaluar el efecto de la administracion intratecal de inyecciones multiples
(3 inyecciones, una cada 7 dias), de 0,0003, 0,03, 0,3 y 3,0 ng/10 ul de BDNF sobre la
nocicepcion mecanica (Randall-Selitto), en ratas sanas, a los 3, 7, 10, 14, 17, 21, 28, 35 y

4?2 dias de evolucion.

2.2. Determinar el efecto de la administracion intratecal de una inyeccion de 0,0003,
0,03, 0,3 y 3,0 ng/10 ul de BDNF sobre la nocicepcién mecanica (Randall-Selitto), en ratas
sanas, a los 3, 7, 10, 14, 17, 21, 28, 35 y 42 dias de evolucidn.

2.3. Evaluar el efecto de la seccion del nervio sural (neuropatia experimental) sobre
la nocicepcion mecéanica (Randall-Selitto) en ratas sanas, a los 3, 7, 10, 14, 17, 21, 28,35y

42 dias post-cirugia.

2.4. Determinar la concentracion de BDNF en la médula espinal lumbar de ratas que
recibieron 42 dias antes, una inyeccion intratecal de 3 ng BDNF/10 pl salino, y compararla

con la de ratas mononeuropaticas con 42 dias de evolucion.
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VIlI. MATERIALES Y METODOS

1. Lugar
Laboratorio de Farmacologia del Dolor Cronico, Programa de Farmacologia
Molecular y Clinica, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

2. Animales

Los experimentos de este estudio se realizaron en ratas (Rattus norvegicus) de la
cepa Sprague Dawley, machos, de 250-280g de peso, mantenidas en un régimen de luz:
oscuridad 12:12 y alimentadas con una dieta comercial y agua ad-libitum. En este estudio
se utilizaron animales sanos y animales que padecieron una neuropatia inducida por seccién
del nervio sural. Estos experimentos fueron aprobados por el Comité de Etica de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile y se realizaron de acuerdo a la Guia de
uso y cuidado de animales de laboratorio preparada por el National Institute of Health

(1996), utilizando siempre la menor cantidad de animales posibles.

3. Protocolo experimental

Modelo de neuropatia. Los animales fueron anestesiados con hidrato de cloral 400 mg/kg
intraperitoneal en una solucion al 7%. Luego se rasuraron a nivel del nervio isquiatico y se
procedio a hacer una incision en la piel de aproximadamente 1 cm. Se debridé el tejido
subcutaneo y luego se separd el muasculo biceps femoris de la cabeza pélvica y vertebral
hasta encontrar el nervio isquiatico. Se sigui6 su recorrido hasta la division del nervio en
tres ramos: el sural, el fibular comun y el tibial. Se separaron los ramos y se secciond el
nervio sural a dos milimetros de su nacimiento; luego se suturé por planos. Una vez
terminada la intervencion se administro al animal ketoprofeno 3 mg/kg como analgesico y
enrofloxacino 5 mg/kg como antimicrobiano durante 2 dias. Esta lesion nerviosa, genera
una hiperalgesia que se mantiene por mas de un mes (Decosterd y Woolf, 2000). Como
grupo control se utilizé ratas que recibieron el mismo procedimiento quirdrgico, pero sin

seccionar el nervio sural (sham).
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Test nociceptivo mecanico de presion de la extremidad posterior (Randall-Selitto).
Para el estudio de la hiperalgesia mecanica se utilizd el test de presion mecanica de la
extremidad posterior de Randall-Selitto (1957), que consiste en la compresion gradual
ascendente de la extremidad, utilizando el aparato Analgesy-meter® modelo 37215 (Ugo
Basile, Italia). Este procedimiento permite determinar el umbral nociceptivo a la
estimulacion mecanica consistente en una vocalizacion de la rata o bien la retirada de la
extremidad. El equipo entrega valores entre 0 y 25, los cuales son multiplicados por 30 para
ser convertidos a gramos de presion. Este test se realiz6 tanto en ratas sanas, como aquellas
que recibieron BDNF (inyeccidn Unica o repetida) y en ratas neuropaticas. Las mediciones
algesimétricas se realizaron previo a las inyecciones o cirugia y luego a los 3, 7, 10, 14, 17,
28, 35, 42 dias.

Administracién de suero o BDNF. Los animales se rasuraron a nivel lumbar y luego
dependiendo del grupo experimental recibieron una inyeccion (Unica) de suero 0 BDNF, o0 3
inyecciones (una cada 7 dias) de suero o BDNF (mdltiple), mediante inyeccion intratecal
percutanea directa entre las vértebras lumbares 5y 6 (Mestre et al., 1994) (Figura 1). El
BDNF fue administrado en diferentes grupos de animales con inyeccion Gnica o multiple en
dosis de 0,0003, 0,03, 0,3y 3,0 ng/10 pul de BDNF.

Proceso
espinoso

Médula
espinal __

Figura 1. Esquema que indica administracion intratecal (i.t)
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Cuantificacion del BDNF en la médula espinal. A los 42 dias posteriores al inicio de la
administracion de BDNF, los animales fueron sacrificados por sobredosis de uretano
(59/Kg, via intraperitoneal) y sometidos a una laminectomia para la extraccion de los
segmentos L2 al L6 de la médula espinal. Estos segmentos fueron disecados, pesados y
congelados a -80 °C.

Luego el tejido espinal fue homogenizado para la determinacién de BDNF mediante
un inmunoensayo ELISA (del inglés "Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay"). Al tejido
congelado se le adicion6 un 50 pL buffer de lisis (137 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI, pH 8.0;
1% NP40; 10% glicerol; ImM PMSF; 10 pg/ml aprotinina; 1 pg/ml leupeptin; 0.5 mM
vanadato de sodio), por mg de tejido y se homogeniz6 por 5 minutos con un
homogenizador (Ultra Turrax; Biospec), en frio. EI homogenizado fue centrifugado por 15
minutos a 10.000 rpm y el sobrenadante fue usado para realizar el ELISA ("BDNF Emax

ImmunoAssay system", Promega).

Para realizar el ELISA, inicialmente se cubri6 cada pocillo de la placa con 100 pl de
un anticuerpo monoclonal anti-BDNF diluido 1:1000 en buffer carbonato (pH 9,7) y se
mantuvo sin agitar durante la noche a 4 °C. Al dia siguiente se realizé un lavado con 100
puL de TBST (20mM Tris-HCI, pH 7.6; 150mM NaCl; 0.05% Tween 20) y se adiciond 100
pl del tampon de "bloqueo y muestra” (ByM; incluido en el kit) y permanecio sin agitar
durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavo una vez y se carg6 100uL por pocillo de la
curva estandar de BDNF (500 a 8 pg/ml) o las muestras en duplicado y se agit6 durante 2
horas a temperatura ambiente. Luego de 5 lavados se adiciond 100 pL/pocillo un anticuerpo
policlonal anti-BDNF humano 1:500 diluido con ByM y permanecié con agitacion durante
2 horas a temperatura ambiente. Después de 5 lavados con TBST se agregd 100 uL/pocillo
de anticuerpo Anti-IgY aviar conjugado HRP 1:200 diluido en ByM vy se agito durante 1

hora a temperatura ambiente.
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Finalmente la placa fue lavada 5 veces con TBST y se agregé 100 pL/pocillo con
tetrametilbenzidina (TMB) y se agité por 10 minutos a temperatura ambiente. La reaccion
de detuvo con 100 pL de HCI (1N). La reaccion se leyo antes de 30 minutos de detenida la
reaccion en un lector de placas de ELISA (Multiskan FC, Thermo Scientific) a 450 nm. Las
lecturas fueron extraidas y procesadas en el programa EXCEL. La concentracion de BDNF

se expresd como pg/gr de tejido.

4. Farmacos

El BDNF utilizado es una proteina recombinante producida en E. Coli
homodimérica y no glicosilada, constituida por 2x119 aminoacidos y con un peso
molecular de 26.984 Dalton (Tocris®, Laboratorio Bioscience, UK, Cat No. 2837).

5. Expresion de los resultados

Los resultados obtenidos fueron expresados como la media + error estandar de los
umbrales nociceptivos medidos antes y durante los 42 dias que siguieron a los tratamientos,
y representados como curvas de evolucion en el tiempo. Para evaluar el efecto global de los
tratamientos en el umbral nociceptivo durante el periodo completo de observacion, se
calculd el area bajo cada curva (ABC), mediante el método de los trapecios. Los cambios
en las concentraciones de BDNF, medidas 42 dias después de los tratamientos, se

expresaron como cambio porcentual respecto al grupo control respectivo.

6. Procesamiento estadistico de los datos

Para cuantificar los diferentes factores involucrados entre ratas sanas, ratas con

BDNF o ratas neuropaticas en nuestros experimentos, se realizo:

A. Un analisis de varianza (ANDEVA) de dos vias de medidas repetidas, para determinar
si el factor “dosis de BDNF” y el factor “tiempo” influyen significativamente en los
valores de umbral nociceptivo, y si existe interaccion entre ambos factores. Esto, tanto
para la administracion Unica y maltiple de BDNF intratecal. Cada vez que el resultado

del ANDEVA fue significativo, se realizd la prueba de comparacion multiple de
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Bonferroni. Para los resultados, el nivel de significancia se establecié en p < 0,05. Un
andlisis similar fue realizado para comparar los resultados obtenidos en ratas sham y
neuropaticas.

Un analisis de varianza (ANDEVA) de una via, para determinar diferencias en los
efectos inducidos por las diversas dosis de BDNF durante el curso completo del
experimento (42 dias), a traves del area bajo la curva (ABC). Esto, tanto para la
administracion unica y multiple de BDNF intratecal. Cada vez que el resultado del
ANDEVA fue significativo, se realizd la prueba de comparacion multiple de
Bonferroni. Para los resultados, el nivel de significancia se establecié como sigue: *p
< 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Un analisis similar fue realizado para comparar
todos los resultados obtenidos en ratas normales versus las ratas neuropaticas.

Un analisis de varianza (ANDEVA) de dos vias, para determinar diferencias en los
efectos inducidos por las diversas dosis de BDNF tanto en administracion Gnica como
mdaltiple, y si existe interaccion entre ambos factores, durante el curso completo del
experimento (42 dias), a través del area bajo la curva (ABC). Cada vez que el
resultado del ANDEVA fue significativo, se realizo la prueba de comparacion mdaltiple
de Bonferroni. Para los resultados, el nivel de significancia se establecié como sigue:
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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VIIl. RESULTADOS

1. Efecto de la administracion intratecal de inyecciones multiples de BDNF sobre el

umbral nociceptivo.

Se comparé el umbral nociceptivo de ratas que recibieron 3 inyecciones intratecales de
BDNF, una cada 7 dias, con el umbral de ratas inyectadas intratecalmente con salino. Las
inyecciones de BDNF se realizaron con concentraciones de 0,0003, 0,03, 0,3 y 3,0 ng/10
ul. EI umbral nociceptivo fue medido antes de la inyeccion de la primera dosis de salino o
BDNF, para cuantificar el umbral nociceptivo individual de cada animal, y luego a los 3, 7,

10, 14, 17, 21, 28, 35 y 42 dias, a partir de la primera inyeccién de BDNF o salino.

Los umbrales nociceptivos de los animales tratados con salino no mostraron diferencia
estadistica respecto al control previo a la inyeccion en ninguno de los dias estudiados a
diferencia de los animales tratados con inyecciones multiples de BDNF que mostraron una
disminucion significativa del umbral nociceptivo respecto al control previo a la inyeccion
en las 4 concentraciones estudiadas, a excepcion del dia 3 con la dosis de 0,0003 ng,
disminucion que se mantuvo hasta el dia 42 después de la primera inyeccion de BDNF
(Figura 2A). El célculo de la ABC mostré que el umbral nociceptivo en los 42 dias que
durd el estudio, disminuyd significativamente para todas las concentraciones de BDNF,

respecto al grupo de ratas tratadas con salino (Figura 2B).

2. [Efecto de la administracion intratecal de una inyeccion Unica de BDNF sobre el

umbral nociceptivo.

La inyeccion intratecal Unica de BDNF, en concentraciones de 0,0003, 0,03, 0,3y 3,0
ng/10 ul, produjo una disminucién significativa del umbral nociceptivo respecto al grupo
control que recibi6 salino. Esta disminucion se observé en todos los dias en los cuales se

realizd la medicion del umbral nociceptivo (3, 7, 10, 14, 17, 21, 28, 35 y 42 dias post
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inyeccion), a excepcion del dia 3 con la dosis de 0,0003 ng (Figura 3A). El célculo de la
ABC mostré que el umbral nociceptivo disminuyo significativamente durante los 42 dias
que duro el estudio, para todas las concentraciones de BDNF, respecto al grupo de ratas
tratadas con salino, sin observarse una disminucion dosis-dependiente del umbral; sin
embargo hubo diferencias significativas en el efecto de BDNF entre algunas de las dosis
inyectadas a diferentes dias de observacion (Figura 3B).

3. Comparacion del efecto de BDNF administrado en dosis multiples y dosis Unicas

La Figura 4 muestra que la administracion de BDNF en dosis multiple o Gnica
produjo globalmente efectos pronociceptivos similares cuando se utilizé concentraciones de
0,0003 y 0,03 ng/10 ul i.t. A concentraciones mayores, de 0,3 y 3 ng/10 ul i.t., BDNF
produjo una mayor disminucion del umbral nociceptivo cuando se administrd en dosis

multiple, efecto que fue estadisticamente significativo.
4. Efecto de la induccion de la neuropatia sobre el umbral nociceptivo

Antes de inducir la neuropatia se compararon los grupos de animales que sufririan la
seccion del nervio sural y aquellos que sélo sufririan la cirugia simulada (sham) y no se
encontraron diferencias significativas entre ellos a los dias -7, -3 y dia 0 previo a la cirugia
(resultados no mostrados). Las ratas que sufrieron la seccién del nervio sural a partir de la
primera observacion posterior a la cirugia (dia 3) y durante las siguientes observaciones
(dias 7, 10, 14, 17, 21, 28, 35 y 42) mostraron una diferencia significativa respecto a las
ratas sham, observandose el umbral méas bajo entre los dias 3 a 10 posterior a la cirugia,
estabilizandose posteriormente hasta el dia 35, para luego al dia 42 comenzar a aumentar
dicho umbral. A pesar de ello, durante todo el tiempo de experimentacion se mantuvo una

disminucion significativa del umbral nociceptivo respecto a las ratas sham (Figura 5).
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Figura 2. Efecto de la administracion intratecal de dosis multiples de BDNF o
salino (indicadas por las flechas) en el umbral nociceptivo mecanico. El nimero
dentro de cada barra corresponde al namero de animales utilizado. Los valores son
el promedio £ SEM. (A) Evolucion temporal: ANDEVA de dos vias seguido del
test de Bonferroni (simbolos llenos: p< 0,05). (B) Area bajo la curva;: ANDEVA
de una via seguido del test de Bonferroni (**p < 0,01; ***p < 0,001).
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Figura 3. Efecto de la administracion intratecal de dosis Unicas de BDNF o salino
(indicadas por las flechas) en el umbral nociceptivo mecénico. El nimero dentro
de cada barra corresponde al nimero de animales utilizado. Los valores son el
promedio £ SEM. (A) Evolucién temporal: ANDEVA de dos vias seguido del test
de Bonferroni (simbolos llenos: p < 0,05). (B) Area bajo la curva: ANDEVA de
una via seguido del test de Bonferroni (**p < 0,01; ***p <0,001). .
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Figura 4. Efecto de la administracion intratecal de dosis Unicas (U) y multiples
(M) de BDNF o salino en el umbral nociceptivo mecanico. EI nGmero dentro de
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promedio + SEM del area bajo la curva: ANDEVA de dos vias seguido del test de
Bonferroni (*p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001).
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Figura 5. Efecto de la seccidn del nervio sural (neuropatia) (n=6) o cirugia
simulada (sham) (n=6) en la evolucién temporal del umbral nociceptivo mecéanico.
Los valores son el promedio + SEM. ANDEVA de dos vias seguido del test de

Bonferroni (***p < 0,001).
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5. Comparacion de la neuropatia respecto a las ratas tratadas con salino o BDNF en

dosis Gnica o multiple.

La comparacion entre ratas neuropaticas y el resto de los animales tratados a los 42 dias
mostrd que las ratas neuropaticas presentaron un umbral nociceptivo inferior al resto de los
animales, el que fue estadisticamente significativo con excepcion de las ratas que recibieron

3 dosis de BDNF intratecal de 3 ng/10 ul cada una (Figura 6).

6. Comparacion de la concentracion de BDNF en la médula espinal de ratas tratadas

con BDNF y ratas mononeuropaticas.

La concentracion de BNDF en el tejido espinal, determinada mediante ELISA 42 dias
después de la administracion intratecal de BDNF o de la induccion quirurgica de
mononeuropatia, mostré que tanto la administracion intratecal Gnica de 0,3 y 3,0 ng de
BDNF i.t. como la induccién de mononeuropatia incrementaron significativamente la
concentracion de BDNF en la médula espinal respecto a sus respectivos grupos controles,

en porcentajes de incrementos similares (Figura 7).
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curva: ANDEVA de una via seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05; **p < 0,01;

***p < 0,001).
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Figura 7. Comparacidn de la concentracion de BDNF (expresada en porcentaje de
cambio) en la médula espinal de ratas tratadas con BDNF dosis Unica (n=6) y
ratas mononeuropaticas (n=6), respecto a sus respectivos grupos controles (n=6
respectivamente). Los valores son el promedio £ SEM. ANDEVA de una via
seguido del test de Bonferroni (***p < 0,001).

28



29

IX. DISCUSION

Los presentes resultados mostraron que una inyeccion de BDNF i.t. es suficiente para
disminuir el umbral nociceptivo de ratas normales, por un periodo de tiempo de hasta 42
dias, sugiriendo que BDNF por si solo es suficiente para generar en la médula espinal un
cambio o remodelacion perdurable en el tiempo, similar a lo que se observa en dolores
cronicos como en la neuropatia. Resultados comparables se obtuvieron mediante la
administracion repetida de BDNF i.t. (3 dosis similares con 1 semana de intervalo) y con la
induccion de neuropatia por seccién del nervio sural. Adicionalmente, la administracion de
BDNF i.t. y el desarrollo de neuropatia fueron capaces de inducir la sintesis de BDNF
enddgeno en la médula espinal lumbar, dado que los altos niveles de BDNF encontrados a
nivel espinal 42 dias después de la administracion de BDNF exdgeno solo pueden

corresponder a sintesis de novo de la neurotrofina.

Los presentes resultados son coherentes con diversos tipos de evidencia que apoyan la
participacion de BDNF en los procesos de sensibilizacion central observados en modelos de
animales neuropaticos (Vanelderen et al., 2010). En forma general, podemos sefialar que
entre dicha evidencia se encuentra la identificacion de BDNF en las neuronas sensoriales
primarias asi como en neuronas de segundo orden y en células gliales de la médula espinal
(Pezet et al., 2002b). También se ha descrito regulacion de la expresion y liberacion de
BDNF desde las neuronas sensoriales primarias, asi como efectos postsinapticos del BDNF
(Bramham y Messaoudi, 2005). Las vias de activacion intracelular y los segundos
mensajeros generados por BDNF también han sido identificados (Pezet et al., 2002b;
Branham y Messaoudi, 2005). Dentro de este conjunto de conocimientos, permanece aun
sin descifrar como el BDNF puede generar cambios o modificaciones crénicas que se
observan en diferentes modelos de dolor neuropético. A este respecto existen dos posibles
hipotesis, la primera es que BDNF active mecanismos de plasticidad neuronal que

permanezcan en el tiempo, o alternativamente, que el efecto cronico se genere debido a que
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BDNF se mantenga en el tiempo por un sistema de autogeneracion. Estas hipotesis son

parte de un proyecto mayor del cual esta tesis es solo el trabajo inicial.

Un punto importante a destacar es si BDNF participa en la transmision normal del
impulso nociceptivo o sélo en casos de dolor patoldgico. BDNF normalmente se encuentra
almacenada en vesiculas de nucleo denso en las terminaciones espinales de neuronas
aferentes primarias, en la cual se co-almacena con glutamato y sustancia-P (Walker et al.,
2001). Sin embargo, a pesar que el BDNF se encuentra co-almacenado con otros
neurotransmisores, se ha demostrado que es necesaria una frecuencia eléctrica especifica de
estimulacion para producir la liberacion de BDNF (Lever et al., 2001). Por otro lado, se ha
mostrado que la administracion intratecal de un anticuerpo conjugado al receptor TrkB a
ratas normales, el cual secuestra BDNF enddgeno, no genera modificaciones en el reflejo
evocado por estimulacion de fibras C o A, ni altera los umbrales dolor termal y mecénico
en esos animales (Kerr et al., 1999). Estos datos sugieren que BDNF modularia la
transmision espinal del dolor s6lo cuando la estimulacion dolorosa es intensa y repetitiva,

lo suficiente como para liberar BDNF enddgeno y generar plasticidad a largo plazo.

Antecedentes previos habian sefialado que la administracion de BDNF exd6geno en
animales normales genera cambios en la conducta nociceptiva en ratas y ratones. En
ratones, la administracion intratecal de 75 fmol (equivalentes a 0,002 ng) de BDNF
recombinante genera hiperalgesia termal la cual es bloqueada por antagonistas del receptor
NMDA, lo cual constituye un efecto pronociceptivo (Groth y Aanonsen, 2002).
Adicionalmente, Yajima et al (2005), observaron hiperalgesia termal y alodinia tactil
después de administrar 50 ng de BDNF i.t. a ratones. En ratas, aunque los antecedentes
reportados inicialmente indicaban que la administracion intratecal de 12 pg de BDNF
generaba un incremento del umbral en la estimulacion termal nociceptiva (Pezet et al.,
2002b), resultados mas recientes indicaron que la administracion de 20 pg de BDNF
intratecal produce en la rata disminuciones significativas del umbral nociceptivo a la
estimulacion mecanica, efectos que son replicados por la administracion de un adenovirus
que expresa BDNF (Coull et al., 2005) y que son coherentes con aquellos reportados en

raton. En conjunto, estos datos muestran que BDNF administrado intratecalmente en



31

animales sanos genera efectos pronociceptivos, lo que es consistente con las presentes

observaciones.

Interesantemente, los resultados obtenidos en el presente estudio indican que los
efectos pronociceptivos de BDNF intratecal persistieron por 42 dias, aun después de una
inyeccion Unica de sélo 0,0003 ng de BDNF i.t. Los estudios previos contemplaron
periodos de observacion de solo algunas horas (Pezet et al., 2002a; Coull et al., 2005) en
rata, y de hasta 6 dias (Yahima et al., 2005) en raton. Como se sefialara anteriormente,
existen dos posibles hip6tesis para explicar la inusual duracién del efecto pronociceptivo de
la neurotrofina: (i) la primera es que BDNF activa mecanismos de plasticidad neuronal que
se mantienen en el tiempo, o alternativamente (ii) que el efecto crénico se genera debido a

que BDNF perdura en el tiempo por un sistema de autogeneracion.

La primera alternativa se basa en los ya conocidos mecanismos de transduccion de
sefiales de BDNF, que incluyen las cascadas ras-raf-MEK-ERK, P13K-Akt-GSkKIII,
PLCgama-DAG-PKC-CamKIl y que finalmente, via fosforilacion de CREB, activan a
diversos genes que generan proteinas implicadas en remodelacion neuronal. La segunda
alternativa implica a las mismas vias, pero generando como producto final la sintesis de
nuevo BDNF, el cual puede ser exocitado a nivel dendritico por secrecion constitutiva
(independiente de calcio) y/o dependiente de actividad (calcio-dependiente) (Kuczewski et
al., 2009); el BDNF exocitado podria activar receptores TrkB de la misma neurona
(autocrinamente) y de neuronas vecinas (paracrinamente), lo que induciria “rio abajo” (via
ras-MAP kinasas) la fosforilacion de CREB (Patapoutian y Reichardt, 2001), lo que llevaria
a la autogeneracion de mas BDNF, perpetuando el proceso neuroplastico. Ambas
alternativas implican necesariamente efectos genomicos, lo que asegura su persistencia
temporal, pero la segunda implica la sintesis de BDNF enddgeno como factor crucial para
la mantencion del efecto hiperalgésico del BDNF intratecal. Las determinaciones de BDNF
a nivel espinal mediante ELISA decididamente apoyan a la segunda alternativa, dado que
los niveles de BDNF estuvieron significativamente incrementados 42 dias despues de la
administracion intratecal de BDNF recombinante. EI BDNF medido en estas condiciones

solo puede corresponder a BDNF endogeno, dado que no es probable encontrar BDNF
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exogeno después de 42 dias de administracion. A modo de ejemplo, los niveles de BDNF
enddgeno decrementan un 50% cuatro dias después de administrar intratecalmente un
oligonucledtido antisentido contra BDNF (que bloguea su sintesis) (Groth y Aanonsen,
2002), lo que demuestra un recambio relativamente rapido de esta molécula, incompatible
con una persistencia de varias semanas en el caso del BDNF recombinante administrado. Se
debe sefialar, sin embargo, que el BDNF medido a nivel espinal no es solo de origen
neuronal (aferentes primarios nociceptivos y/o neuronas intrinsecas espinales), dado que la

glia espinal también es capaz de sintetizar y secretar BDNF (Tokumine et al., 2003).

Es interesante sefialar que la médula espinal lumbar, proveniente de ratas
mononeuropaticas, también mostrd niveles aumentados de BDNF, equivalentes a los
observados en médula lumbar de ratas que recibieron BDNF intratecal. Niveles elevados de
BDNF espinal se han descrito muy recientemente en ratas mononeuropéticas (Geng et al.,
2010). Aunque ésta es una observacion correlacional, sugiere la participacion directa o
indirecta de BDNF enddgeno en la hiperalgesia inducida en procesos neuropaticos.
Experimentos futuros, disefiados para impedir el incremento de BDNF enddgeno posterior
a la induccién de neuropatia (mediante inhibidores de la cascada ras-MAPK), podran
entregar valiosos datos respecto a la validez de la hip6tesis anterior.



33

X. CONCLUSIONES

. La administracion de BDNF intratecal produce un estado hiperalgésico que se mantiene
por 42 dias.

. La administracion de 3 inyecciones de BDNF intratecal con una semana de intervalo
produce efectos similares a los que produce solo una inyeccion de BDNF intratecal.

. La seccion del nervio sural en la rata genera hiperalgesia mecanica que se mantiene por
42 dias, constituyendo un modelo experimental de neuropatia.

. La administracion de BDNF intratecal genera niveles elevados de BDNF en la médula
espinal lumbar, 42 dias después de administrada la neurotrofina, equivalentes a los que
se observan en ratas mononeuropaticas.

. Parte de los efectos cronicos de BDNF intratecal probablemente se producen por una
autogeneracion de BDNF enddgeno.

. El dolor croénico de los animales neuropéticos podria ser producto de la liberaciéon y
autogeneracion de BDNF en la médula espinal.
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Resultados de las distintas dosis de BDNF (multiples o Unicas) y comparacion estadistica
contra salino (*** = P<0,001) o contra las diferentes dosis entre si (& = P<0,05;

& =P<0,001).
Farmacos Dosis multiples Dosis Unica
0 a 42 dias (ABC) 0 a 42 dias (ABC)
Salino 11019,8 + 276,0 (n=6) | 11293,2 + 131,7 (n=6)

BDNF 0,0003 ng

7895,7 + 200,6 (n=7)

**k*

9306,7 + 153,0 (n=6)

**k*

&&&

BDNF 0,03 ng 9378,8 £ 96,0 (n=6) 8477,6 £ 146,6 (n=7)
**k* *k*k
BDNF 0,3 ng 8213,0 £ 101,2 (n=6) 8908,7 + 18,9 (n=6)
&
BDNF 3 ng 7858,3 + 138,9 (n=6) 9057,0 + 85,9 (n=6)

**k*




Resultados de las ratas sham y ratas neuropaticas. Diferencias estadisticas entre ambos

grupos (*** = P<0,001).

Tabla Il

Tiempo Ratas Sham Ratas Neuropéticas

Dia0 277,5 + 8,3 (n=6) 268,7 + 12,9 (n=6)

Dia 3 261,9 + 11,9 (n=6) 174,4 + 3,5 (n=6)
**k*k

Dia7 258,1 + 11,3 (n=6) 153,1 £ 3,3 (n=6)
*k*k

Dia 10 249,34 + 4,4 (n=6) 157,5 £ 3,1 (n=6)
*kxk

Dia 14 252,5 + 8,9 (n=6) 155,6 £ 5,5 (n=6)
**k*k

Dia 17 255,6 + 13,1(n=6) 165,0 + 4,0 (n=6)
**k*k

Dia 21 255,6 £ 12,5 (n=6) 165,6 + 2,5 (n=6)
**k*k

Dia 28 246,9 + 8,6 (n=6) 181,9 + 5,5 (n=6)
*kxk

Dia 35 255,6 + 10,2 (n=6) 186,9 £ 8,7 (n=6)
*k*k

Dia 42 251,3 £ 6,8 (n=6) 191,90 £ 9,5 (n=6)
*kxk
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