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“No existe objetivo más noble que aliviar el dolor 

y el sufrimiento.” 

Ronal Melzack 

 

“(…) El dolor es sentir todo, todo el tiempo. 

(…) El dolor es un atajo a la humildad. 

(…) El dolor, aunque es lo peor que hay, te educa y te motiva.” 

Eial Moldavsky  
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II. RESUMEN 

El dolor es un fenómeno sensorial y emocional complejo que está relacionado con un daño tisular real 

o potencial. El dolor neuropático, es un tipo de dolor recurrente y difícil de tratar que es reconocido 

como aquel generado por enfermedades o lesiones en el sistema nervioso. La nocicepción es un 

complejo proceso neuronal que incluye: el reconocimiento y transducción de los estímulos dañinos por 

diversos nociceptores (receptores-canales) expresados en superficie de las aferentes neuronales. 

Además, estos estímulos son transmitidos como impulsos nerviosos hacia la médula y el cerebro donde 

ocurre la modulación y la percepción del dolor. En estos procesos participan varias proteínas quinasas 

y fosfatasas. En particular, la quinasa Cdk5 participa en las vías de señalización del dolor mediante la 

fosforilación de varios receptores canales, como TRPV1 y P2X2R, disminuyendo su umbral de activación 

y por ende la sensibilización periférica. En modelos animales de dolor neuropático (DN) se ha reportado 

que la actividad de Cdk5 por el incremento de la expresión de su activador p35. Sin embargo, no está 

del todo clara la función molecular de Cdk5 en DN. En esta tesis se evaluó la expresión y actividad de 

Cdk5 en los ganglios raquídeos de ratón, luego de una ligación del nervio ciático por 7 días. Mediante 

análisis de inmunofluorescencia se determinó que la ligación de nervio ciático indujo una respuesta 

inflamatoria, aumentó la expresión de Cdk5, p35 y la fosforilación de TRPV1 mediada por Cdk5 en los 

somas de las neuronas sensoriales de los ganglios raquídeos que forman el nervio ciático, con respecto 

al lado contralateral sin ligar. En conjunto estos resultados demuestran que Cdk5 incrementa su función 

de neuronas sensoriales durante el DN y, además, sugieren que la función de Cdk5 podría ser un futuro 

blanco terapéutico para este tipo de dolor. 
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III. SUMMARY 

Pain is a complex sensory and emotional phenomenon that is related to actual or potential tissue 

damage. Neuropathic pain is a type of recurrent and difficult-to-treat pain that is recognized as that 

generated by diseases or injuries to the nervous system. Nociception is a complex neural process that 

includes: recognition and transduction of harmful stimuli by various nociceptors (receptors-channels) 

expressed on the surface of neuronal afferents. Furthermore, these stimuli are transmitted as nerve 

impulses to the spinal cord and brain where pain modulation and perception occur. Several protein 

kinases and phosphatases participate in these processes. In particular, the Cdk5 kinase participates in 

pain signaling pathways by phosphorylating various receptor channels, such as TRPV1 and P2X2R, 

lowering their activation threshold and therefore peripheral sensitivity. In animal models of 

neuropathic pain (NP) it has been reported that the activity of Cdk5 by increasing the expression of its 

activator p35. However, the molecular function of Cdk5 in NP is not entirely clear. In this thesis, the 

expression and activity of Cdk5 was evaluated in the spinal ganglia of mice, after a sciatic nerve ligation 

for 7 days. Immunofluorescence analysis shows that ligation of the sciatic nerve induced an 

inflammatory response, plus the expression of Cdk5, p35, and Cdk5-mediated phosphorylation of 

TRPV1 in the somas of the sensory neurons of the dorsal root ganglia that form the sciatic nerve, with 

relative to the contralateral unligated side. Taken together, these results show that Cdk5 increases the 

function of sensory neurons during NP and, furthermore, suggests that Cdk5 function could be a future 

therapeutic target for this type of pain. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. EL DOLOR Y SU RELEVANCIA: 

La Asociación Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) define el dolor como “Una experiencia 

sensorial y emocional desagradable asociada con, o similar a la asociada con, daño tisular real o 

potencial” (1). Esta experiencia es de carácter consciente (2) y multidimensional, ya que se estructura 

desde un carácter sensorial-discriminativo, afectivo-motivacional y cognitivo-evaluativo (3). El dolor 

puede ser agudo, reconociéndose por la utilidad de advertir al individuo de amenazas o lesiones en el 

cuerpo, dadas por estímulos como lesiones, enfermedades, traumas o procedimientos médicos(4). 

También puede ser crónico, el cual perdura por más de 3 meses, sin la utilidad mencionada 

anteriormente para el individuo(5,6). El dolor crónico se puede clasificar en primario y secundario. Por 

un lado, el dolor crónico primario presenta distrés emocional, discapacidad disfuncional y no puede ser 

explicado por otro fenómeno; por ejemplo, la fibromialgia, la migraña crónica o el dolor de espalda, 

son padecimientos de este tipo, entre otros. El dolor crónico secundario, en cambio, es cuando es un 

signo de una enfermedad previa, como el cáncer, el dolor post-quirúrgico o post-traumático  (7). En 

general, el dolor crónico afecta alrededor del 18% de las personas en países en desarrollo (8) y se ha 

reportado que asciende a 32% de la población en Chile, enfocado en la población más activa 

económicamente, siendo de carácter no-oncológico y de origen musculoesquelético u osteoarticular 

que afectan, además, la calidad de vida en ámbitos socioeconómico, productivos y provocando el retiro 

anticipado del mundo laboral de quienes lo padecen (9–11). 

Según los mecanismos etiológicos, el dolor se puede clasificar en nociceptivo, inflamatorio o 

neuropático (12–15). El dolor nociceptivo es aquel que se percibe por una activación normal de las 

fibras nerviosas nociceptivas cuando ocurre una lesión en la piel, los músculos, los tejidos blandos o los 

huesos y suele ser bien localizado, cumpliendo la función de alarmar al individuo (14,15). El dolor 

inflamatorio, ocurre cuando las heridas, reacciones autoinmunes o infecciones generan el 

reclutamiento células inmunes y liberación de mediadores inflamatorios que gatilla la reducción los 

umbrales de activación de los nociceptores, cumpliendo también un rol protector para permitir la 

regeneración de tejidos (15).  Sin embargo, el dolor neuropático (DN) es aquel generado por una lesión 

o enfermedad del sistema nervioso central (SNC) o periférico (SNP) (16). Particularmente, la etiología 

del DN incluye lesiones nerviosas generadas por trauma o enfermedades inflamatorias, metabólicas o 

virales, así como la disfunción de neurotransmisores o neurotoxicidad (17,18).  
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La prevalencia del DN se estima entre un 7% y 10% de la población mundial, con especial énfasis en 

mujeres y mayores de 50 años (19), siendo un importante problema de salud pública (20). De hecho, 

algunas personas con diabetes evidencian DN en las extremidades distales en estados avanzados de la 

enfermedad, lo que se conoce como polineuropatía diabética dolorosa (21,22). Los análisis 

transcriptómicos realizados a biopsias humanas de pacientes con esta polineuropatía muestran un 

incremento en marcadores de la respuesta inmune y una disminución del número de neuronas 

periféricas, disminuyendo así también la expresión de canales iónicos, factores de transcripción 

neuronales y quinasas (23). Por otro lado, un estudio en Chile demostró que pacientes pediátricos con 

quemaduras también presentan DN, con un importante factor emocional que afecta su calidad de vida, 

asociándolo con depresión, negativo impacto psicomotor, limitada participación social y exclusión 

social (24). Por su parte, otro estudio en Chile indica que hay una prevalencia del 20% de DN derivados 

de trastornos temporomandibulares (25). Actualmente, se ha comprobado que personas 

convalecientes de COVID-19 también presentan DN (26,27). Para finalizar, recientemente, se realizó el 

primer reporte de prevalencia de dolor crónico no oncológico en Chile, que indica que el 12% de la 

población entre 38 y 74 años sufre DN, asociándose a mujeres, menos años de escolaridad, síntomas 

depresivos, diabetes y obesidad (11). 

1.2. FISIOANATOMÍA DEL DOLOR: 

Los estímulos dolorosos son detectados por el sistema somatosensorial (Figura 1), compuesto 

principalmente por neuronas del SNP y SNC, las cuales expresan distintos receptores en su superficie. 

Las neuronas sensoriales periféricas ubicadas en los ganglios de la raíz dorsal (GRD) (Figura 1A) y en los 

ganglios trigeminales (GT) expresan receptores de dolor (nociceptores), de tacto grueso, de 

temperatura y de presión. De esta forma, detectan estímulos sensoriales y dolorosos en el cuerpo y la 

cara, respectivamente (28–30). Los GRD contienen los somas de las neuronas de primer orden y varios 

tipos de células no neuronales como las células satelitales gliales (CSG), células de Schwann, tejido 

vascular, tejido conectivo circundante, células inmunes, entre otras (31) (Figura 1B). Las neuronas 

sensoriales se caracterizan por tener una morfología pseudo-unipolar, con un axón que se divide en 

una rama periférica que inerva los órganos internos y la piel, y una rama central que inerva el asta 

dorsal de la médula espinal, realizando sinapsis con neuronas de segundo (31,32).  

Los axones de las neuronas sensoriales primarias pueden formar paquetes de fibras nerviosas de 

distinto grosor (A, A, A y C). Dependiendo de la cantidad de mielina y del grosor de estas fibras, las 

velocidades de conducción de impulsos eléctricos son muy variadas. Así, las fibras de tipo A y A son 
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las más rápidas y están encargadas de la propiocepción. Por su parte, las fibras A están levemente 

mielinizadas y transmiten rápido la información dolorosa hacia el SNC. Por último, las fibras C no poseen 

mielina y transmiten la información dolorosa mucho más lento (Figura 1C). Las neuronas primarias 

pueden transducir diversos estímulos de presión (barorreceptores), temperatura (termorreceptores) o 

sustancias químicas (quimiorreceptores), incluso ser de carácter poli-modales como los nociceptores 

(30). Estas neuronas pueden, además, ser clasificadas dependiendo de los neurotransmisores que 

secretan en neuronas peptidérgicas y no peptidérgicas (33), o según los canales iónicos que expresan 

(34–39). Análisis transcriptómicos, amplían aún más esta rama de la sistemática de poblaciones 

neuronal (40,41). Con respecto a la fisiología del dolor, las neuronas primarias transducen la 

información sensorial y nociceptiva en impulsos eléctricos (2), luego son transmitidos mediante 

potenciales de acción que viajan por los axones hasta realizar sinapsis con las neuronas de segundo 

orden, localizadas en las láminas de la asta dorsal de la médula espinal (3,42). Esta información asciende 

a regiones del cerebro donde ocurre la percepción del dolor y, a su vez, se activan neuronas en centros 

específicos del tronco encefálico, las que modulan en la médula espinal la información nociceptiva que 

asciende hacia el cerebro (3,28,43). 

Durante el DN ocurren ciertas modificaciones funcionales en los GRD. En primer lugar, los pacientes 

con DN experimentan ardor, descargas eléctricas o estímulos punzantes, que pueden ser incluso 

espontáneos (44). También, pueden presentar dos fenómenos: la hiperalgesia, que es un incremento 

en la intensidad del dolor frente a estímulos dolorosos (45) y la alodinia, definido como una sensación 

anormal de estímulos inocuos que provocan dolor (46,47). Estos signos que caracterizan al DN son 

provocados por un aumento en la sensibilización periférica y central (48), la cual es generada por un 

incremento en los impulsos nerviosos debido a cambios en la permeabilidad del calcio y otros cationes, 

por la sobreexpresión de receptores en membrana o por la modificación de las conexiones sinápticas 

que se pueden generar (16,42,43,49).  
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Figura 1: Anatomía del sistema somatosensorial. A. Sistema ventrolateral, que posee los tractos espinotalámicos 

para dolor y temperatura (28). B. Un esquema de la constitución celular de GRD humano (31): en 1. tejido 

conectivo, 2. fibroblastos, 3. capilares, 4. membrana basal, 5. espacio interneuronal, 6. células satelitales gliales, 

7. proceso pseudo-unipolar, 8. núcleo, 9. acumulaciones de lipofusina, 10. Linfocitos T & B, 11. Macrófagos. C.  

Interacción de aferentes primarias con neuronas de segundo orden de la médula espinal (39); en azul 

“mecanismos de compuerta”, rojo “Mecanismos raquídeos del procesamiento nociceptivo” y en verde 

“Reclutamiento mediante convergencia” (43).  SO
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Figura 2: Modificaciones morfológicas de las neuronas en cuadro de dolor neuropático(45).Modificaciones fisio-

anatómicas de las neuronas en DN (49), en el cerebro: Liberación de mediadores inflamatorios, activación de 

microglías, remodelamiento cortical, disminución de inhibición y aumento de facilitación; en la médula: ídem; en 

GRD: aumento de excitabilidad, expresión génica alterada y disparo ectópico; en nervios periféricos: aumento de 

actividad nociceptiva, transmisión de señal alterada y disparo ectópico. 

 

1.3. BIOLOGÍA MOLECULAR DEL DOLOR: PROTEÍNAS DE MEMBRANA, QUINASAS Y MEDIADORES 

INFLAMATORIOS. 

Las lesiones en un organismo pueden provocar la liberación de mediadores inflamatorios, produciendo 

una “sopa inflamatoria”, que contiene sustancias que aumentan en la sensibilización de nociceptores, 

como proteasas, ATP, cationes y citoquinas generadas por células inmunes (50), entre otras moléculas. 

Estos mediadores inflamatorios pueden regular, además, la actividad de las CSG observado por un 

aumento en la expresión del filamento intermedio GFAP (51,52), y el reclutamiento de macrófagos 

(53,54).  
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La actividad de las neuronas nociceptivas se basa en la estimulación de receptores y canales iónicos 

que permiten la permeabilización de iones, como el calcio, sodio o potasio, que son importante para la 

iniciación y mantención de los impulsos nerviosos. Así lo han demostrado diversas investigaciones, 

donde se asocia el dolor a la actividad de receptores-canales purinérgicos P2X2 y P2X3 (34,36,55), 

canales catiónicos no selectivos como TRPV1 (35,56,57) y canales catiónicos dependientes de voltaje, 

entre otros (37,57–60). Además, procesos inflamatorios y de daño provocan la activación de proteínas 

quinasas en las neuronas primarias y secundarias, que a su vez fosforilan diversos canales-receptores, 

disminuyendo su umbral de activación y, subsecuentemente, aumentan los procesos de sensibilización 

periférica y central. Las quinasas más estudiadas en estos procesos son ERK1/2 (61), MAPKs p38 (62) y 

JNK (63), PKA (64), PKC (65), CaMKII (66) y recientemente la quinasa dependiente de ciclina 5 (Cdk5) 

(67).  

1.4. CDK5 EN LAS VÍAS DE SEÑALIZACIÓN DE DOLOR: 

Cdk5 es una proteína quinasa que pertenece a la familia de las quinasas dependientes de ciclina y que 

fosforila residuos de serina o treonina, dirigidos por prolina. Se expresa ubicuamente y aunque sola es 

inactiva, se ha observado que la expresión de sus activadores, p35 y p39, se restringen 

predominantemente a neuronas del al sistema nervioso. Cdk5 participa en varios procesos fisiológicos 

en el SNC (Figura 3, lado izquierdo); por ejemplo, la cognición, la plasticidad sináptica, la sobrevida 

neuronal (68) y los ciclos circadianos, entre otros procesos (69). De esta manera, el complejo Cdk5/p35 

participa en neuronas pre-sinápticas regulando, principalmente, la entrada de calcio y liberación de 

neurotransmisores (70,71), mientras que en neuronas post-sinápticas este complejo participa 

incrementando la función de receptores de tipo NMDA y regula el mantenimiento de las espinas 

dendríticas para sensibilizar las neuronas (71–73). Por su parte, Cdk5 también participa en las vías de 

señalización del dolor, sensibilizando directa e indirectamente las neuronas a través de la disminución 

de los umbrales de activación de potenciales de acción (23,67–71,74–81). También se ha observado 

que Cdk5 participa en tejido no neuronal, como por ejemplo en la respuesta inmune, la regulación de 

insulina, la biología del desarrollo y la oncogénesis (79).  

Por otro lado, Cdk5 participa en varios procesos patológicos debido al aumento de su actividad quinasa. 

El activador de Cdk5, p35, posee un sitio de Miristoilación que permite anclar p35 y Cdk5 a la membrana 

plasmática. En condiciones patológicas, como un aumento del calcio intracelular, se activa una proteasa 

llamada calpaína que proteoliza p35 en p25 (68).  De esta manera, p25 causa una prolongada activación 

de Cdk5 y una deslocalización hacia el citoplasma del complejo Cdk5/p25 (82,83), remodelando 
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inadecuadamente el cito-esqueleto (84). Así, Cdk5 incrementa el estado fosforilado de distintos 

sustratos que contribuyen al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como Parkinson (85), 

Alzheimer (86), Esclerosis (87), así como en procesos de estrés (tanto oxidativo como mitocondrial), 

tauopatías y demencia en pacientes VIH positivo (68,79). 

 

Figura 3: Roles fisiológicos y fisiopatológicos de Cdk5. A la izquierda se observa que en condiciones fisiológicas 

Cdk5 se activa, uniéndose a p35 para regular la homeostasis del desarrollo neuronal y cognitivo. A la derecha, 

podemos observar como el complejo Cdk5/p35 se desprende de la membrana debido a la proteólisis impulsada 

por un influjo de calcio y ejecutada por calpaína, hiper activando Cdk5 junto a p25 y generando un desequilibrio 

con diversas consecuencias a nivel molecular, celular y cognitivo. Copiado y traducido desde Pao & Tsai (2021) 

(68). 

 

 ondiciones  siológicas  ondiciones patológicas

Inac va

Ac va

Miristoilación

Ac va

 iperac va

Entrada de  a  

Extensión de neuritas Desarrollo cere ral

 uía axonal
Migración neuronal

Reloj circadiano

 omeostasis sin p ca

Endocitosis

Plas cidad sin p ca

Aprendi aje y memoria

Muerte neuronal
 eneración de A

 iperfosforilación de  au

Da o de AD  y entrada a ciclo celular

Disfunción mitocondrial y estr s oxida vo

Disfunción sin p ca Deterioro cogni vo

SO
LO

 USO
 ACADÉMICO



13 
 

Por su parte, se ha demostrado que diversos mediadores inflamatorios como neurotrofinas (NGF, 

BDNF) y citoquinas (IL-6, INF-γ, IL-18, TNF-α, TGF-1), aumentan la actividad quinasa de Cdk5 en 

neuronas a través del aumento transcripcional de p35. Estas moléculas inflamatorias aumentan la vía 

MAPK (MEK1/2- ERK1/2) conocida como la vía canónica de activación de Cdk5. Esta activación provoca 

el aumento en la expresión del factor de transcripción de Egr-1, que se une al promotor de p35, 

induciendo su expresión (67,75,81). Nuestro grupo demostró que TNF- activa la vía de señalización 

MEK1/2-ERK1/2-Egr-1, incrementando los niveles de p35 y, consecuentemente, la actividad de Cdk5 

en líneas celulares derivadas de neuroblastoma y en neuronas sensoriales trigeminales (70,75). 

Adicionalmente, se demostró que Cdk5 fosforila el canal TRPV1 en la treonina 407, provocando una 

mayor entrada de calcio en neuronas de los GRD y GT (70,78). Por otro lado, la activación de Cdk5 

incrementó los niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS) en líneas celulares y en cultivos primarios 

de neuronas del GT y GRD (88). Así mismo, TGF-1 aumentó la activación de Cdk5, causando un 

incremento en la fosforilación de TRPV1 y la entrada de calcio en cultivos primarios de GRD (76). En 

líneas celulares de tipo odontoblastos, TGF-1 también aumentó la activación de Cdk5, sugiriendo la 

participación de Cdk5 en el dolor dental (77). Por otra parte, Cdk5 fosforila el canal purinérgico P2X2, 

específicamente la isoforma P2X2a en líneas celulares y en neuronas trigeminales. Esta fosforilación 

disminuyó la sensibilización de los homotrímeros (P2X2R) y de los heterotrímeros (P2X2/3R) 

aumentando el influjo de calcio intracelular (74). Por último, se demostró que Cdk5 activa los 

mecanismos del dolor inflamatorio a través de la vía neuronal Cdk5-Sinaptofisina-SNARE en ratas (89).  

1.5. CDK5 EN DOLOR NEUROPÁTICO: 

Varios reportes han demostrado la participación directa e indirecta de Cdk5 en algunos mecanismos 

involucrados en DN (71–73,81,90–93). Por ejemplo, Cdk5 fosforila a CRMP2 (Ser522), un importante 

regulador de la interacción de proteínas en neuronas sensoriales luego de una lesión nerviosa en ratas 

(72). Cdk5 también fosforila canales de calcio dependientes de voltaje tipo T, regulando su localización 

en axones espinales luego de una constricción crónica del nervio espinal en ratas (90,91). Similarmente, 

se reportó una distribución diferencial de Cdk5 y de canales de calcio activados por voltaje luego de 

una ligación de los nervios espinales L5 y L6 de ratas lo que causó alodinia (73). Adicionalmente, se ha 

evidenciado que Cdk5 regula la localización en de los receptores NMDA, en particular permitiendo la 

expresión de la subunidad NR2A (94), y de los canales de calcio tipo P/Q (71), causando una 

sensibilización central. Importantemente, se ha demostrado que Cdk5 participa en la regulación de las 

sinapsis (71,94), favoreciendo los procesos de la sensibilización central y periférica (90–92,95). Por 
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último, Cdk5 interactúa con la proteína básica de mielina (MBP), sugiriendo que la fragmentación de 

MBP y su efecto inductor de dolor depende de Cdk5 (93). 

Actualmente, las terapias farmacológicas para combatir el DN se han basado en compuestos con 

severos efectos secundarios como la morfina(81), antidepresivos tricíclicos, inhibidores para 

receptores de serotonina o norepinefrina, compuestos de unión a canales de calcio o sodio, 

compuestos canábicos y antiinflamatorios (18,42,48,73,96). Experimentalmente, Cdk5/p35 y sus 

sustratos son candidatos de potenciales blancos terapéuticos contra el DN(70,74,97–100). Por ejemplo, 

la inhibición farmacológica de Cdk5 con roscovitina, una molécula que se une al sitio de unión de ATP 

de Cdk5 (y de otras ciclinas), podría disminuir el comportamiento doloroso en modelos murinos. Así, 

en el futuro se podría utilizar de manera segura, efectiva y con menos efectos secundarios perjudiciales 

para lidiar con enfermedades renales, virales, parasitarias, neurodegenerativas, cáncer y trasplantes en 

los pacientes que las padezcan (70,74,96,97,101). Interesantemente, nuestro grupo demostró que 

resveratrol, un polifenol de origen natural con propiedades antiinflamatorias y analgésicas, disminuye 

la transcripción de p35 mediada por TNF-, disminuyendo así la actividad de Cdk5 en líneas celulares y 

neuronas del GRD (100). Por su parte, un oligopéptido sintético que se une al complejo hiperactivo 

Cdk5/p25 ha logrado prevenir la citotoxicidad generada por acumulación de péptidos -amiloides o de 

la proteína tau en neuronas (67,79). Estos antecedentes muestran que la regulación de la actividad de 

Cdk5 serviría para combatir padecimientos y enfermedades. 

Para estudiar el DN se han usado distintos modelos murinos (102–104). Los ratones son un buen 

modelo de estudio ya que son mamíferos de fácil mantención y similares a los humanos (105). 

Anatómicamente difieren en la cantidad de los DRG torácicos y lumbares que poseen respecto a los 

humanos (28,105,106). Sin embargo, una lesión por constricción crónica (CCI, por sus siglas en inglés) 

por ligación del nervio ciático en ratones simula comportamientos dolorosos como alodinia, 

hiperalgesia y dolor espontáneo similares a las lesiones presentes en personas (101,107–110). También 

hay otros modelos que sirven para analizar distintas secciones del sistema somatosensorial, como el 

aplastamiento del nervio óptico (97), ligación del nervio espinal (73,90,111,112) o del nervio infra-

orbitario (113) y axotomía de nervio ciático (114), entre otras. Además de los métodos físicos de daño, 

también hay métodos químicos que inducen DN (104), donde podemos encontrar inducción de 

diabetes mellitus tipo 1 inducida por la droga streptozotocina, un antibiótico y anticancerígeno que 

destruye las células  del páncreas (115,116). También están aquellos inducido por fármacos utilizados 

clínicamente contra cáncer(117–119) y que producen sensibilidad térmica como la vincristina (117), o 
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disminución en la velocidad de conducción de fibras sensoriales y transporte de neuropéptidos por la 

acción de cisplatino(119), lo que también ocurre por acción del oxaliplatino que tiene como principal 

blanco neurotóxico el GRD, donde se observó la disminución del tamaño celular de las neuronas, 

disminuyendo así la conducción de impulsos nerviosos (118). Los fármacos que se utilizan contra el VIH 

también presentan efectos secundarios como DN, por lo que también se estudia cómo modelo (120). 

Finalmente, también están los modelos genéticos, como los utilizados para estudiar la neuropatía 

periférica diabética (115) o de epidermólisis bullosa distrófica recesiva (121). Esto con la finalidad de 

ver comportamiento (109,122), aproximaciones farmacológicas (123–125) y mecanismos moleculares 

que subyugan el DN (23,67–71,74–81,101,126). 

Para concluir, es notorio la baja cantidad de estudios y artículos que hay en las bases de datos acerca 

del SNP respecto al SNC. De  ec o, en Pu Med, utili ando las pala ras clave “Perip eral  ervous 

System” y “ entral  ervous System” podemos o servar que los estudios dedicados al SNP no alcanzan 

ni a un tercio de los resultados para el SNC (516.345 respecto a 1.6617.529 resultados, a diciembre de 

2022). Considerando estos antecedentes en conjunto, quisimos retomar las características de los GRD 

y evaluar la expresión de Cdk5/p35 y su actividad quinasa en los GRD luego de una ligación del nervio 

ciático en ratones. 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

2.1. Hipótesis: 

 

La constricción crónica del nervio ciático induce aumento de la actividad de Cdk5 en neuronas de los 

GRD (L3-L6) de ratones. 

 

2.2. Objetivo general:   

 

Evaluar el efecto de una ligación del nervio ciático de ratones sobre la expresión de Cdk5/p35 y su 

actividad quinasa en neuronas de los GRD. 

 

2.3. Objetivos específicos (OE): 

 

OE1: Caracterizar la cito-arquitectura de los GRD de ratón mediante inmunofluorescencia. 

OE2: Evaluar los efectos de la ligación del nervio ciático mediante evaluación de masa corporal del 

individuo e inmunofluorescencias con marcadores de inflamación en tejido nociceptivo de ratón. 

OE3: Evaluar la expresión de Cdk5/p35 y la actividad de Cdk5 en tejido nociceptivo de ratón luego de 

la ligación del nervio ciático. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. Materiales: 

3.1.1. Animales: 

Se utilizaron ratones del background genético C57/FVB, de ambos sexos y entre 6 y 12 meses de edad. 

Estos ratones fueron trasladados desde el bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad de 

Chile al Laboratorio de Mecanismos Celulares y Moleculares del Dolor, ubicado en el edificio Milenio 

de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile. El transporte fue en jaulas opacas acolchadas con 

virutas de papel, mientras que su incubación en el laboratorio se realizó en jaulas cerradas de 25x20x15 

cm (largo x ancho x alto), acolchados con virutilla de papel compacta y con régimen alimentario ad 

libitum, enriquecimiento ambiental, temperatura y humedad ambiental. Las horas de luz y oscuridad 

según hora local de Santiago, Chile. 

3.1.2. Material quirúrgico: 

El equipamiento y materiales que se utilizaron para la ligación del nervio ciático incluye una cámara de 

inducción, una placa termorregulada. La apertura y exposición del nervio ciático se realizó con material 

quirúrgico estéril compuesto por un escarpelo, dos pinzas tweezers, una tijera y una micro tijera 

Vannas, hilo de seda 6-0 e hilo de seda para sutura 3-0 (107,127). 

3.1.3.  Anticuerpos y reactivos:  

Anticuerpos utilizados en esta tesis están recopilados en la Tabla 1. Anticuerpo para III-tubulina 

(ratón) fueron obtenidos desde Promega Corporation (WI, EUA). Para Cdk5, p35, p39 (conejo), MBP y 

III-tubulina (ratón) fueron obtenidos desde Cell Signaling Technology (Berverly, MA, EUA). Para TRPV1 

(cabra), Cdk5 (ratón), p35 (cabra) fueron obtenidos desde Santa Cruz Biotechnology, Inc. (CA, EUA). 

Cdk5 Invitrogen (conejo) fue obtenido desde Thermo Scientific (IL, EUA). CGRP (ratón) y TNF- (conejo) 

fue adquirido desde Abcam (MA, EUA). CFAP (ratón) fue obtenido desde Neuromab (CA, EUA). IB4 y GS 

(conejo) se obtuvo desde Merck (Alemania). NFM, NF200, NeuN, III-tubulina (pollo) fueron adquiridos 

desde Aves Labs (CA, EUA). TRPV1 (conejo) se adquirió por Alomone (Israel). p-T407-TRPV1 (conejo) se 

generó con anterioridad a pedido (128). 
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Tabla 1. Información de los anticuerpos y reactivos utilizados. 

Primario Especie Marca N° catálogo Dilución 

III-tubulin Pollo AVES Labs #TUJ 1:1000 

III-tubulin Ratón Promega #G712A 1/1000 

CGRP Ratón Abcam #ab81887 1:1000 

GFAP Ratón Neuromab #75-240 1:300 

GS Conejo Sigma #G2781 1:500 

MBP D8X4Q Conejo Cell Signaling #78896P 1:50 

NeuN Pollo AVES Labs #NUN 1:1000 

NF200 Pollo AVES Labs #NFH 1:500 

TNF- Conejo Abcam #ab34674 1:200 

p35 Conejo Cell Signaling #2680S 1:50 

p35 A18 Cabra Santa Cruz Biotechnology #SC-31102 1:50 

Cdk5 1H3 Ratón Cell Signaling #12134S 1:100 

Cdk5 DC17 Ratón Santa Cruz Biotechnology #sc-249 1:100 

VR1 P19 Cabra Santa Cruz Biotechnology #sc-12498 1:50 

P2X2R Conejo Alomone #APR-003 1:1000 

TRPV1 Conejo Alomone #ACC-030 1:200 

p-T407-TRPV1 Conejo  A pedido 1:100 

TRPA1 Conejo Alomone #ACC-037 1:250 

Secundario     

AlexaFluorTM Conejo 
488 

Burro Invitrogen #A21206 1:500 

AlexaFluorTM Raton 
546 

Burro Invitrogen #A10036 1:500 

AlexaFluor Cabra 546 Burro Invitrogen #A11056 1:500 

AlexaFluor Cabra 647 Burro Invitrogen #A21447 1:500 

AlexaFluor Pollo 633 Burro Invitrogen #A21103 1:500 

Otros     

DAPI (1 mg/mL)  ThermoFisher Scientific #PIEN62248 1:1000 

IB4  Sigma #L3895 1:300 

FluorSaveTM Reagent   Millipore #345789 1 

 

3.1.4. Soluciones: 

Se utilizó una solución isotónica de PBS 1x filtrado en filtros de 70 m para mantener las biopsias. Esta 

solución más BSA al 1% y tritón X100 al 0.3%, se utilizó para bloqueo y permeabilización de los tejidos 

Esta misma solución se tomaron alícuotas de volúmenes menores para agregar anticuerpos en la razón 

indicada. 

Las soluciones orgánicas para el procesamiento de tejidos fueron PFA 4% y sacarosa 30%.  La dilución 

de fármacos se realizó en suero fisiológico. 
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3.1.5.  Equipos y espacios: 

Los equipos utilizados en esta tesis fueron un micrótomo crióstato Microm HM5215 (Thermo Fisher 

Scientific, Alemania), un microscopio confocal Zeizz LSM 710 (Zeizz, Alemania) de la Unidad de 

Microscopía Avanzada, Depto. de Biología, Universidad de Chile. Los equipos utilizados en la ligación 

corresponden al Laboratorio del Dr. Julio Alcayaga, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.  

Los ratones fueron cruzados y mantenidos en el bioterio central, Facultad de Medicina, Universidad de 

Chile. Una vez llegado a adultos los animales fueron trasladados a la Unidad de Mantención Animal del 

laboratorio en la Facultad de Ciencias. La sala de cirugía fue en un espacio del laboratorio de fisiología 

de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile. La eutanasia y biopsias fueron obtenidas en la 

zona limpia del laboratorio, separados de la unidad de mantención animal. 

3.2. Métodos: 

3.2.1. Constricción crónica del nervio ciático: 

La CCI se realizó mediante una ligación parcial (~50% del grosor inicial) del nervio ciático guiado en 

principio por el modelo de Bennett & Xie (1889) (107). Brevemente, los ratones, fueron anestesiados 

con isoflurano (5%; 1 L/min O2) en una cámara de inducción por 5 min o hasta observar al ratón 

inconsciente. Luego se traspasó a una manta termorregulada con administración constante de 

isoflurano (2,5%; 1 L/min O2), donde se depiló la piel de la escotadura del nervio ciático. 

Posteriormente, con material quirúrgico estéril se hizo un corte romo de tejido conectivo y se despegó 

suavemente el nervio ciático, para hacerle una ligación de nudo doble con lino estéril.  

Una vez ligado el nervio ciático, rápidamente se cerró la herida mediante sutura y se le aplicó, de 

manera tópica, una mezcla de lidocaína clorhidrato 4%, bacitracina/neomicina 5 mg/ 500 U.I y 

diclofenaco dietilamina 1,16 % en una proporción 1:1:1. En la extremidad contralateral se realizó sólo 

la exposición del nervio ciático, la cual se utilizó como control de la operación simulada (sham). Para 

finalizar el procedimiento se les aplicó a los ratones un tratamiento antibiótico y antiinflamatorio 

sistémico con enrofloxacino (25 mg/Kg de peso del animal) y ketoprofeno (5 mg/ Kg de peso del animal) 

con inyección subdérmica durante el mismo día y dos días después de la ligación. Una vez terminado 

el proceso quirúrgico, los ratones con CCI se dispusieron individualmente en jaulas separadas del resto 

de sus compañeros de jaula con las mismas condiciones que antes de agua, humedad y fotoperiodo 

(Figura 4). 
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Figura 4. Procedimiento quirúrgico de CCI. A los ratones se les indujo anestesia en una cámara de 

inducción, con isoflurano, para luego generar una apertura en las escotaduras de los ciáticos izquierdo 

(CCI) y derecho (sham), nervio inervado por prolongaciones de los DRG L4, L5 y L6. Luego se sutura la 

herida y se le aplica un tratamiento farmacológico.  
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3.2.2. Extracción de GRD, nervio ciático y médula espinal: 

Los ratones fueron eutanasiados con una dosis letal de xilacina/ketamina inyectada 

intraperitonialmente luego de 7 días de la CCI. Los GRD (L3 a L6) fueron disectados lo más íntegro 

posible a través de laminectomía (127). Además, se disectó una porción de las aferencias del nervio 

ciático y la porción de las raíces dorsales de las posiciones lumbares (L3 a L6), que son aquellos GRD 

que inervan el ciático (129).  

3.2.3. Inmunofluorescencia de tejidos: 

Los tejidos del ratón del lado ligado (ipsi) y expuesto (contra) fueron tratados con método ampliamente 

utilizado con ligeras variaciones (70,72,88,91,94,108,121,130). Fueron dispuestos en tubos con PFA 4% 

por 1 h a temperatura ambiente y luego en sacarosa al 30 % por 3 días (o hasta que precipiten). Los 

tejidos se congelaron en Optimal Cutting Temperature compund (OCT, Sakura Finetek, EUA) y se 

realizaron cortes de entre 10 y 20 μm de grosor en criostato Microm HM5215 (Thermo Fisher Scientific, 

Alemania) a -20°C obteniéndolos en un portaobjeto cargado positivamente Superfrost Plus (WWR, 

USA) (Figura 5). Los GRD fijados en portaobjetos fueron incubados con anticuerpos primarios para 

analizar su morfología, la expresión de Cdk5, sus activadores y su sustrato p-TRPV1. La incubación de 

anticuerpos se realizó demarcando con lápiz hidrofóbico el cuadrante donde estaban los cortes, para 

luego agregar 100 l de solución de anticuerpos para bloqueo y permeabilización por 1 h a temperatura 

ambiente en cámara húmeda. Mientras ocurría este proceso se agregaron alícuotas de anticuerpos 

primarios correspondiente a la dilución mostrada en la Tabla 1 en el volumen correspondiente al 100 

l por número de cortes. Por consiguiente, se descartó la solución de anticuerpos que permeabilizó el 

tejido y se les agregaron 100 l a cada cuadrante demarcado y se incubó por 16 h a 4°C en cámara 

húmeda. Al día siguiente, se descartó la solución con anticuerpo y se lavó 3 veces con PBS 1X filtrado, 

para luego agregar 100 l de anticuerpos secundarios correspondientes diluidos como muestra la Tabla 

1 en cada muestra por 2 h a temperatura ambiente en cámara húmeda. Posteriormente se lavó 3 veces 

más con PBS 1X filtrado por 5 min y luego con agua bidestilada por el mismo tiempo en cámara húmeda. 

Pasado el tiempo, se descartó el líquido de los portaobjetos y se dejaron secando para luego agregarle 

FluorSaveTM Reagent (Merck, Alemania) y un cubreobjetos. Finalmente se dejaron secar 

horizontalmente a 4 °C toda la noche para verlos a microscopio confocal. 
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Figura 5. Análisis postmortem. Los ratones fueron eutanasiados para extraer los DRG L3-L6, para luego fijarlos 

en solventes y soluciones orgánicas, agregarlo a un medio de incrustación para generar cortes transversales del 

tejido y colocarlos en un portaobjeto. Una vez en el portaobjeto, el tejido se permeabiliza y bloquea, para 

agregarle anticuerpos primarios y secundarios que se unan a proteínas del tejido y se puedan observar en el 

microscopio confocal. 
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3.2.4. Análisis cuantitativo de las IF: 

Para el análisis cuantitativo de estas muestras se utilizó la visualización de las fotos que se sacaron en 

40X con aceite de inmersión en el software Fiji/ImageJ (National Institute of Health, USA). A mano 

alzada se realizó el encasillamiento de los cuerpos celulares de GRD, de donde se les sacaron datos de 

área, media de intensidad, y densidad integrada para cada canal. Para la determinación de la intensidad 

de fluorescencia diferencial entre los dos tratamientos, se utilizó la siguiente fórmula (70,131): 

𝐶𝑇𝐶𝐹 = 𝐼𝑛𝑡𝐷𝑒𝑛 𝑖 − (𝐴𝑟𝑒𝑎 𝑖 ∗ 𝑀𝑒𝑑𝑖𝑎 𝑏𝑎𝑐𝑘𝑔𝑟𝑜𝑢𝑛𝑑)   (Ecuación 1) 

En donde CTCF es Corrected Total Cell Fluorescence (Fluorescencia celular total corregida); IntDen, 

corresponde a la densidad integrada; Area, al área de interés seleccionada; Media background, al 

promedio de las marcas del ruido de la foto en áreas donde no hay fluorescencia aparente; e i, 

corresponde a la marca de interés. 

3.2.5. Análisis estadístico:  

Para los análisis estadísticos del CTCF se utilizó el software GraphPad Prism 8 (San Diego, CA, USA) y se 

evaluó la normalidad de las muestras a través de las pruebas de Anderson-Darling, D’Agostino & 

Pearson, Shapiro-Wilk y Kolmogorov- Smirnov. Además, los datos fueron analizados estadísticamente 

por la prueba de t no pareada de Mann- Whitney. Los datos se expresaron con su media y su error 

estándar. P<0,05 se utilizó para la significancia de las diferencias. 

3.2.6. Ética: 

Todos los protocolos se han basado en guías de AVMA 2020 para eutanasia (132), el Protocolo 

Institucional del Cuidado y Uso de Animales (PICUA) de la Universidad de Chile y los Lineamientos Éticos 

para la Investigación de Dolor Experimental en Animales Conscientes (133). Protocolo de bioética 

aprobado N°1928-FCS-UCH a cargo del Dr. Utreras, investigador principal. 
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4. PRESENTACIÓN Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 

 

4.1. Análisis de la morfología y los distintos tipos celulares presentes en los GRD (L3-L6) de ratón. 

 

Mediante inmunofluorescencias se caracterizaron las distintas poblaciones celulares presentes en los 

GRD de ratones mediante el uso de anticuerpos específicos. Como marcador neuronal se utilizó el 

anticuerpo NeuN (134) que marca el citoplasma de neuronas sensoriales primarias del GRD. Estas 

neuronas están completamente rodeadas por células satelitales gliales (CSG), reconocidas con el 

anticuerpo contra glutamina sintetasa (GS) (Figura 6A). Por otro lado, se utilizó el anticuerpo contra 

III-tubulina, isoforma específica de los microtúbulos de neuronas (135). Además, se usó el anticuerpo 

contra la proteína básica de mielina (MBP), que marca las células de Schwann, las cuales se encargan 

de formar la mielina en los axones (Figura 6B). También se cuantificó la frecuencia de los diámetros 

neuronales de 3 ratones en 3 pares de GRD, donde podemos concluir que más de la mitad de la 

población neuronal presentan un diámetro mayor o igual a los 15 m y menor a los 25 m de diámetro 

(Figura 6C). 

Utilizando anticuerpos específicos, se caracterizaron algunas sub-poblaciones neuronales presentes en 

los GRD. Se utilizó un anticuerpo contra CGRP, un péptido relacionado al gen de calcitonina, presente 

en neuronas peptidérgicas. Por otro lado, se usó el reactivo de origen vegetal IB4 que reconoce la 

isolectina B4, la cual marca neuronas no peptidérgicas, que liberan neurotransmisores de origen 

aminoacídico. Importantemente, se observa que ambas marcas no co-localizan, es decir, hay neuronas 

peptidérgicas y no peptidérgicas (Figura 7A).  Además, se cuantificó el número de neuronas positivas 

para cada una de las marcas, indicando que el porcentaje de neuronas peptidérgicas (CGRP+) 

corresponde al 29.8%, mientras que la población de neuronas no peptidérgicas (IB4+) corresponde al 

42,5% (Figura 7B), restando un 27.6% de otros tipos neuronales. Por otro lado, dependiendo del 

tamaño celular de las neuronas de los GRD, estas se pueden categorizar en pequeñas, medianas y 

grandes.  
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Figura 6. Identificación de poblaciones celulares en el GRD de ratón. A. Inmunofluorescencia representativa de 

GRD (L3 a L6) en donde se observa el marcador neuronal NeuN (rojo) y el marcador GS de CSG (verde) B. 

Inmunofluorescencia representativa de GRD (L4 a L6) en donde se observa el marcador neuronas III-tubulina 

(rojo) y el marcador MBP para células de Schwann (verde). Marcador nuclear DAPI. Barra de escala corresponde 

a 50 m. C. Distribución de neuronas según tamaño. Se contaron 698 neuronas de 3 ratones y se clasificaron 

según su diámetro en pequeñas (menores a 15 m), medianas (entre 15 y 25 m) y grandes (mayores a 25 m). 

 

Las neuronas pequeñas tienen un diámetro menor a los 15 m y pueden ser marcadas con el anticuerpo 

TRPV1+. Por otro lado, las neuronas grandes poseen diámetros mayores a 25 m y pueden ser 

marcadas con el anticuerpo NF200 (Figura 7C). Del análisis de estas IF se determinó que la distribución 

de neuronas pequeñas (TRPV1+) representan el 29.8% y las grandes (NF200+) representan el 39.71% 

de la población (Figura 7D), concordando con el análisis de frecuencia de diámetro de la figura 6C. 
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Figura 7. Diferentes tipos de poblaciones neuronales del GRD de ratón. A. Inmunofluorescencia representativas 

de neuronas peptidérgicas (CGRP+) y no peptidérgicas (IB4+) en GRD de ratón. B. Porcentaje de neuronas 

peptidérgicas y no peptidérgicas. C. Inmunofluorescencia representativas de neuronas pequeñas (TRPV1+) y 

neuronas grandes (NF200+). D. Porcentaje de neuronas TRPV1+ y NF200+. Se utilizaron entre 1 y 3 GRD de 3 

ratones distintos. Se contaron entre 282 y 506 neuronas. Barra de escala corresponde a 50 m. 

 

Posteriormente, se analizó mediante inmunofluorescencia la vía de señalización de Cdk5 en los GRD de 

ratones (Figura 8). Utilizando los anticuerpos contra Cdk5 y sus activadores, p35 y p39, se determinó 

que Cdk5 co-inmunolocaliza con p35 (Figura 8A) o con p39 (Figura 8B) en todas las neuronas de los 

GRD analizados. Además, se evaluó la activación de la vía MAPK en cortes de GRD de ratones mediante 

el uso del anticuerpo fosfo-ERK1/2, encontrándose una inmunolocalización basal de esta vía (Figura 

8C). Finalmente, evaluamos la inmunolocalización de TRPV1 fosforilado por Cdk5, que co-

inmunolocaliza con p35 en neuronas de los GRD (Figura 8D), sugiriendo que Cdk5 está activo en 

condiciones basales igual que en los GT analizados por nuestro equipo anteriormente (76). 
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Figura 8. Marcas de interés en GRD de ratones. A. Inmunofluorescencia representativa de GRD de ratón (L3 a L6) 

donde se observa Cdk5 (rojo), p35 (verde) y III-tubulina (cian). B. Inmunofluorescencia representativa de GRD 

(L4 a L6) en donde está a la mira Cdk5 (rojo), p39 (verde) y NFM (cian). C. Inmunofluorescencia representativa de 

GRD (L4 a L6) donde se muestra p39 (Rojo), p-ERK (verde) y NeuN (Cian). D. Inmunofluorescencia representativa 

de GRD (L4 a L6) donde se ven marcas para p35 (rojo), p-TRPV1 (verde) y NF200 (cian). Marcador nuclear DAPI en 

fucsia. Barra de escala corresponde a 50 m. 

 

4.2. La ligación del nervio ciático produjo una disminución de la masa corporal y aumentó la 

expresión de los marcadores de inflamación TNF-a y GFAP en los GRD de ratón. 

 

El nervio ciático izquierdo fue ligado con un doble nudo hecho con seda estéril a la altura de la 

escotadura del ciático (lado ipsilateral). Por su parte, sólo se expuso el nervio ciático derecho a modo 

de operación simulada o sham (lado contralateral) a modo de control (Figura 9A). Durante los 7 días 

siguientes a la ligación se realizó un monitoreo del peso de los ratones para evaluar el bienestar animal, 

indicando que los ratones perdieron menos del 20% del peso inicial (Figura 9B), por lo que se hace 

imprescindible el uso de analgésicos según el ANEXO II del PICUA de la Universidad de Chile (Tabla A1). 
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Posteriormente, se evaluaron los marcadores de inflamación (TNF- y GFAP) en los GRD a los 7 días 

posteriores a la ligación. Mediante inmunofluorescencias contra TNF- y GFAP, se demostró que hubo  

 

Figura 9. CCI aumenta los niveles de inmunolocalización de TNF- y GFAP en los GRD (L3-L6). A. El nervio ciático 

del lado ipsilateral fue ligado, mientras que el del lado contralateral fue sólo expuesto (sham). B. Pérdida de peso 

de ratones hembra adultas luego de 7 días de CCI (n=3). A los 7 días los ratones pierden alrededor del 15%, sin 

variación entre individuos (las barras de variación no se observan a simple vista) C. Inmunofluorescencia 

representativa de TNF- en los GRD que inervan los nervios ciáticos. D. Inmunofluorescencia representativa de 

GFAP en los GRD que inervan los nervios ciáticos. E. Cuantificación de TNF- de los GRD (L3-L6) utilizando CTCF. 

TNF- aumenta 4 veces su CTCF en el lado ipsilateral respecto al contralateral F. Cuantificación de GFAP de los 

GRD (L3-L6) utilizando CTCF. GFAP aumenta un 2,5 veces de los valores control en el lado ipsilateral. La barra de 

escala corresponde a 50 m. Las barras representan la media ± EEM de 3 ratones CCI. El número de neuronas 

utilizadas en el análisis se encuentra dentro de las columnas de cada gráfico (135-233 neuronas diferentes 

analizadas de 3 animales distintos). El análisis estadístico corresponde a test no-paramétrico de Mann- Whitney. 

*** p<0.001. 

 

un aumento significativo de ambos marcadores de inflamación en los GRD ligados con respecto a los 

no ligados (Figura 9C-D). Los análisis cuantitativos de la intensidad de fluorescencia comparada 

determinaron que TNF- aumentó 4 veces sus niveles basales (Figura 9E), mientras que GFAP aumentó 

su expresión en un 150% sus niveles basales (Figura 9F) en el lado ipsilateral respecto al contralateral. 

Los datos de fluorescencia de célula individual de TNF- y GFAP dieron una distribución no paramétrica 

según todos los test de normalidad (Figura A1A-B). 
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4.3. La ligación del nervio ciático aumentó la expresión de Cdl5, p35 y la actividad de Cdk5 en los 

GRD de ratones. 

 

Se evaluaron los componentes de la vía de señalización de Cdk5 en los GRD a los 7 días después de la 

ligación del nervio ciático. Mediante inmunofluorescencias contra Cdk5 se observó un aumento en  

 

Figura 10: Ligación del nervio ciático incrementa la actividad de Cdk5. A. Imágenes representativas de Cdk5 en 

rojo. B. CTCF de Cdk5. Cdk5 aumenta un 50% de los valores control en el lado ipsilateral C. Imágenes 

representativas de p35 en verde. D. CTCF de p35. p35 aumenta un 75% en el lado ipsilateral respecto al 

contralateral E. Imágenes representativas de p-TRPV1. F. CTCF de p-TRPV1. Indican un claro aumento del 40% en 

el lado ipsilateral respecto al contralateral. El número de neuronas utilizadas en el análisis se encuentra dentro 

de las columnas de cada gráfico (80-205 neuronas diferentes analizadas). En blanco DAPI. Las barras representan 

la media ± EEM de 3 ratones CCI. El número de neuronas utilizadas en el análisis se encuentra dentro de las 

columnas de cada gráfico (80-205 neuronas diferentes analizadas de 3 animales distintos) La barra de escala 

corresponde a 50 m. El análisis estadístico corresponde a test no-paramétrico de Mann- Whitney. *** p<0.001.  

SO
LO

 USO
 ACADÉMICO



30 
 

 

la inmunolocalización de Cdk5 (Figura 10A) en los GRD del lado ipsilateral respecto al contralateral, 

mostrando que sus niveles de detección aumentaron en un 50% de su estado basal en el lado ipsilateral 

(Figura 10B). Por su parte, se observó un aumento significativo en la inmunolocalización de p35 (Figura 

10C), donde se observa que aumenta en un 75% su intensidad de fluorescencia en el lado con CCI 

respecto al lado control (Figura 10D). Con respecto a p-TRPV1 (Figura 10E), se pudo observar que los 

niveles de fosforilación aumentan alrededor de un 40% en los GRD del lado ipsilateral respecto al 

contralateral (Figura 10F). En resumen, estos resultados demuestran que la ligación del nervio ciático 

durante 7 días incrementó la expresión y actividad de Cdk5 en los GRD (L3-L6) del lado ligado respecto 

al lado contralateral, lo que sugiere que este tipo de ligación es un buen modelo para estudiar la función 

de Cdk5 en DN. Los datos de fluorescencia célula individual de  Cdk5, p35 y p-TRPV1 dieron una 

distribución no paramétrica según todos los test de normalidad (Figura A1C-E) 
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5. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

El análisis anatómico mediante inmunofluorescencias de los GRD lumbares (L3-L6) permitió no sólo una 

caracterización parcial de las distintas poblaciones celulares y sub-poblaciones neuronales que inervan 

el ciático, sino también mejorar la técnica de extracción y manipulación de estos tejidos. La cantidad 

de GRD depende de la especie y línea genética utilizada. Por ejemplo, cuando se utilizan ratones, se ha 

observado que algunas líneas genéticas poseen 5 secciones lumbares en su segmentación nerviosa con 

respecto a otras con 6 secciones (136).Los ratones que se utilizaron en este trabajo son de la línea 

genética mixta C57BL/6 y poseen en su mayoría 6 secciones lumbares en su segmentación y por lo 

tanto 6 GRD lumbares. Sin embargo, se observó que algunos ratones presentan una fusión variable de 

la última sección lumbar con la primera sacral, y aun en menos cantidad, individuos con sólo 5 

secciones. Cabe señalar que en futuros experimentos será necesario observar individuo a individuo la 

cantidad de porciones lumbares que tiene. Interesantemente, la mayor contribución del nervio ciático 

en ratones corresponde a los GRD L3 a L5 en ratones, en mayor cantidad el L4 mientras que en menor 

cantidad L5. La contribución del GRD L6 al nervio ciático es casi nula según este estudio(136). En el caso 

de las disecciones presentadas, se extrajeron las porciones lumbares L3, L4, L5 Y L6. Por lo tanto, en 

algunos análisis no dieron diferencias significativas en la medición de inmunolocalización de distintos 

marcadores por IF, posiblemente ya que se pudo haber analizado los GRD del L6 (resultados no 

mostrados), puesto que se no se pudieron diferenciar cada ganglio una vez fuera del animal. En ratas 

en cambio, es distinto puesto que todos los individuos tienen 6 secciones lumbares y la inervación del 

ciático se transloca hacia una sección más abajo, siendo la sección L5 con mayor contribución, seguida 

de la L4 y finalmente la L6. De hecho, otros estudios han demostrado que una ligación de los nervios 

espinales L5-L6 genera cambios relacionados a DN en ratones C57/BL6 (110). 

La CCI en ratones ha sido ampliamente utilizada para estudiar el DN (101,107–110,122,123). La CCI fue 

propuesto por Bennett & Xie en 1988 (107). Este modelo consistía en la ligación con 4 ligaduras con 

tripa crómica separadas por 1 mm. Sin embargo, ha servido de referencia y ha tenido distintas 

modificaciones (101–103,109,113,124,125). En este trabajo se utilizó hilo quirúrgico no degradable y 

no inflamatorio, con una sola ligación y con doble nudo para prevenir que se suelte, pudiendo afectar 

significativamente el modelo de dolor respecto al original u otros propuestos con más ligaciones en el 

nervio ciático simultáneamente, por ejemplo. Las aproximaciones de este método sirven para simular 

una típica lesión de compresión (por trauma o tumores, por ejemplo), afectando las fibras más 

periféricas, ideal, también, para simular síndrome de túnel carpal (102).  
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Durante el desarrollo embrionario, las neuronas periféricas de bajo umbral (mecanorreceptores y 

propioceptores) se desarrollan primeramente desde la cresta neural y forman los GRD. Por su parte, 

los nociceptores se desarrollan tardíamente, expresando TrkA, un receptor de NGF, y Runx1 (137). 

Luego del desarrollo, las neuronas se diferencian en peptidérgicas (CGRP+) y no peptidérgicas (IB4+). 

Adicional a estos marcadores diferenciales, Wolf & Ma (2007) evidenciaron que en la segregación que 

genera la diferenciación neuronal, las neuronas peptidérgicas conservan la expresión de TrkA y también 

se puede observar la presencia de sustancia P, un neurotransmisor peptidérgico; mientras que aquellas 

neuronas no peptidérgicas conservan Runx1, siendo este último necesario para la diferenciación no-

peptidérgica (137). Esto indica que TrkA y Runx1 también servirían como marcadores de sub-

poblaciones de nociceptores distintos, pudiendo analizarse en próximas inmunofluorescencias para 

mayor especificidad, en vez de IB4 y CGRP. 

Para determinar que los animales sienten dolor como tal, y no sólo hablar de nocicepción, es necesario 

implementar distintos experimentos de comportamiento animal, como test de dolor mecánico o 

térmico. Al analizar las alteraciones neuronales, bioquímicas y cognitivas, se puede observar que la 

progresión en el tiempo de DN varía bajo distintos estímulos (109). A nivel cognitivo, se observó que 

los ratones con CCI presentan alodinia mecánica y deterioro motor desde los 7 días en adelante. Así 

como un máximo de la disminución en la coordinación motora a los 7 días después de la CCI. Estos 

datos nos sugieren que luego de 7 días después de una CCI, el DN ya está presente. Sin embargo, en 

este estudio no se mencionó nada a nivel de SNP. 

En esta investigación se pudo demostrar que la CCI por 7 días aumentó tanto la expresión de Cdk5  y 

p35, como la fosforilación de TRPV1 en T407 (p-TRPV1), residuo específico que fosforila Cdk5 (128). 

Interesantemente, se demostró hace poco que ratones mutantes que expresan TRPV1 mutado en 

T407A (TRPV1T407A) presentan una reducida respuesta a dolor inducido por capsaicina en bajas dosis, 

así como un aumento en la tolerancia a calor, dando a entender que el bloqueo de la actividad de Cdk5 

sobre TRPV1 tiene una implicancia fisiológica sobre el dolor (130). A su vez, en el artículo original de la 

generación del anticuerpo contra p-TRPV1, los autores demostraron que Cdk5 fosforila a TRPV1 en 

T407 y que la inhibición de la actividad de Cdk5 atenuó el influjo de calcio mediado por TRPV1. 

Adicionalmente, la deleción condicional de Cdk5 en neuronas sensoriales de pequeño diámetro 

(nociceptivas) previene la fosforilación de TRPV1 e induce a la hipoalgesia, es decir, menor sensación 

de dolor (128). Estos antecedentes son claves para entender la interacción entre Cdk5 y TRPV1 en dolor, 

y porque se correlaciona con elevados niveles la actividad quinasa sobre este sustrato en un modelo 

de dolor neuropático.  
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Interesantemente se ha demostrado un aumento de Cdk5 en los GRD que inervan el nervio ciático 

luego de 14 días una lesión en ratas (73,90). La literatura indica que, luego de una CCI incrementan los 

niveles de AMP cíclico en la asta dorsal de la médula espinal, lo que causa un aumento en los niveles 

del factor de transcripción CREB (Figura 11), que se une al promotor de Cdk5 aumentando su expresión 

en las neuronas. Además, la fosforilación de CREB permitiría la acetilación de histonas que interactúan 

con el gen Cdk5, lo que también facilitaría su expresión (81,138). Adicionalmente, se ha visto que c-fos, 

otro factor de transcripción, también posee afinidad con la zona promotora del gen Cdk5, y que la 

sobreexpresión de esta proteína induciría un aumento en la expresión de Cdk5 (Figura 11) (81,139). 

Por otro lado, se reportó que el ketoprofeno, un fármaco utilizado para el bien estar animal post-

operatorio en este trabajo, inhibe la expresión de c-fos en la medula espinal (140), mas no hay evidencia 

del efecto de este fármaco sobre la expresión y/o actividad de Cdk5 en neuronas sensoriales..  

Se ha demostrado con numerosas evidencias que la actividad quinasa de Cdk5 depende predominante 

de la expresión de p35 (67,68,71,72,76,77,79,80,84–86,88–90,92,100,110,130,141). Sin embargo, hay 

otras formas de regular la actividad de Cdk5 que pueden contribuir a aumentarla o disminuirla. Por 

ejemplo, existe una proteína que es la subunidad reguladora 1 de Cdk5 (CDK5rap1), que se expresa en 

neuronas del SNC y actúa como un inhibidor endógeno de Cdk5. Además, se ha observado que la 

expresión de CDK5rap1 disminuye en un modelo de DN por CCI a través de la regulación epigenética 

ejercida por un ARN no codificante de la familia piRNA  (110). Por otro lado, se ha observado que la 

actividad de Cdk5 es regulada por semaforina 3 a través de la unión a su receptor de membrana NP-1 

y Plexin-A en la corteza cerebral. Esta vía causa la activación de la proteína Fyn, tirosina quinasa que 

fosforila Cdk5 en Y15, la cual a su vez regula el cito-esqueleto neuronal (142). A pesar de esto, pareciera 

ser que la principal vía de activación sería a través de p35 en el SNP. Por su parte, en condiciones de 

DN, Cdk5 también podría ser regulada por la unión de su fragmento proteolítico de p25 el cual 

deslocalizaría Cdk5 y aumentaría su actividad (141). 
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Figura 11: Regulación de la expresión génica de Cdk5. CREB y c-Fos son los principales reguladores de la 

transcripción de Cdk5, uniéndose a la región promotora del gen. Además, la fosforilación de CREB permitiría la 

acetilación de la histona H4, facilitando espacialmente la unión de polimerasas al ADN codificante. Elaboración 

propia a partir de (81,138,139). 

 

Aun cuando se tengan estos antecedentes respecto a Cdk5, es importante considerar que el DN es un 

cuadro patológico bastante complejo donde hay múltiples interacciones moleculares y celulares que 

permiten la sensibilización tanto a nivel periférico como central, y que en las peores circunstancias 

tiende a ser crónico (16–19,47–49,61,62,96,108,110,121,126,143,144). En general, la sensibilización 

periférica y central se genera por una expresión y/o transporte diferencial de canales-receptores 

catiónicos en neuronas y por sus modificaciones postraduccionales que afectan sus umbrales de 

activación (145–148). También se entiende que el rol de detección de estímulos dolorosos es dado por 

sub-poblaciones de neuronas específicas llamadas nociceptores (149). Por su parte, mediadores 

inflamatorios inducen el reclutamiento de células inmunes a los GRD, en donde producen y liberan 

citoquinas proinflamatorias, sensibilizando las neuronas sensoriales de los GRD (16,53,121). Sin 

embargo, hay varias problemáticas como diferentes síntomas provocados por distintos orígenes del 

 ona Promotora

SO
LO

 USO
 ACADÉMICO



35 
 

DN, diferencias entre los organismos modelo (cepa, sexo, edad) con los pacientes clínicos, y la cantidad 

de comorbilidades asociadas, hacen que aún no hayan tratamientos suficientemente efectivos para el 

DN. Actualmente, se proyecta un aumento del DN en conjunto con otros desafíos globales como el 

envejecimiento, el cáncer, la tolerancia y pobre eficacia de los tratamientos actuales (144), dejando 

clara la urgencia por más inversión en la investigación y desarrollo de nuevos fármacos y tratamientos 

para tratar el DN. Interesantemente, se ha demostrado que la transferencia de mitocondrias serviría 

como terapia para aliviar parcialmente el dolor inflamatorio, aunque más investigaciones hacen falta 

para llevarlo a la clínica (54), pudiendo ser uno de los más novedosos mecanismos por los cuales se 

pueda aliviar el DN y que valdría la pena investigar y ver si hay relaciones espaciales o funcionales con 

Cdk5, sus activadores o sus sustratos. 
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6. CONCLUSIONES 

 

El DN es un importante tópico de investigación que afecta alrededor del 10% de la población. En este 

trabajo, se extrajeron GRD de ratones y se caracterizaron por inmunofluorescencia secciones de estos 

tejidos nociceptivos implicados en la primera vía de señalización de la nocicepción. Posteriormente, 

estandarizamos un modelo de dolor neuropático en ratones hembra adultos luego de la ligación del 

nervio ciático. A los 7 días de CCI demostramos un aumento en la inmunolocalización de mediadores 

inflamatorios en los GRD, y un aumento significativo en la expresión de Cdk5 y p35, además de un 

incremento en la actividad quinasa de Cdk5 (p-TRPV1) en los GRD del lado ligado con respecto al sin 

ligar. Estos resultados sugieren el establecimiento de un proceso de sensibilización periférica que 

ocurre durante el DN. Este trabajo de tesis fue el primer paso para poder adentrarse en los signos y 

mecanismos del DN tales como la detección de proteínas involucradas por ensayos bioquímicos, 

comportamiento doloroso espontáneo o inducido, y los mecanismos celulares y moleculares que guían 

la iniciación y progresión del dolor, con la finalidad última de encontrar tratamientos eficaces, con la 

menor cantidad de efectos secundarios y que sean seguros, cómodos y accesibles para la población 

general. 

Como conclusión general se acepta la hipótesis propuesta, aunque se hace imperativo seguir 

trabajando en distintos experimentos que permitan corroborar de una manera conjunta los resultados 

presentados. 
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7. IMPLICANCIAS, RECOMENDACIONES Y/O PROYECCIONES FUTURAS 

 

La estandarización de un modelo de dolor neuropático en este laboratorio ha permitido que, tanto en 

el laboratorio donde se desarrolló este trabajo como en grupo asociativo MiNusPain, se generen 

discusiones en torno a los resultados obtenidos y acerca de las distintas líneas de investigación de 

grupos asociados al núcleo milenio. Además, han permitido discutir protocolos o diseños 

experimentales en común y diferentes. A parte, permitirá que quienes sigan trabajando con este 

modelo de DN puedan estudiar el efecto de distintas proteínas que estén involucradas en DN, que 

interactúen con Cdk5/p35 o sus sustratos, y que permitan la investigación y desarrollo de futuros 

terapias que tengan menores costos y efectos secundarios, potencie la economía nacional y permita la 

interacción con investigadores a nivel global.  

En conjunto con esto, se hace imperante que con el mismo modelo, y ya teniendo claras las falencias 

que se pudieron presentar, podamos obtener resultados reproducibles y confiables con otras 

herramientas de la biología molecular y biotecnología, como Western Blot, qPCR, electrofisiología, 

neuronas en cultivos primarios, analizar la ganancia y pérdida de función con hibridación in situ, a través 

de modelos transgénicos Cre-loxP disponibles en el laboratorio o con tecnología de vanguardia como 

CRISPR-cas9. También se hace importante dilucidar las diferencias en comportamiento que puedan 

presentar los animales modelo (a través de pruebas de comportamiento como la prueba mecánica de 

Von Frey, térmicas o cognitivas) si es que hay un bloqueo de la actividad de Cdk5 o la deleción de esta 

proteína o su activador. 

Finalmente, no está demás destacar que aún se sigue haciendo ciencia básica en esta área para 

dilucidar los mecanismos por los cuales participa Cdk5 en DN, pero que con el transcurso del tiempo, y 

a pasos cada vez más acelerados, se puedan desarrollar colaboraciones y procesos que permitan utilizar 

herramientas formuladas a partir de nuestra investigación para el desarrollo de fármacos o terapias, ya 

sean farmacológicas, celulares o mitocondriales, que permitan llevar la investigación al mercado a 

través de patentes y productos que puedan ser entregados en los servicios de salud públicas o privadas 

y logren tener un impacto social, abaratando los costos de tratamientos, aumentando la expectativa 

de vida y, lo mejor de todo, mejorando la calidad de vida de enfermedades que tienden a ser crónicas 

y donde el dolor no les permite proseguir con su vida de forma normal. 
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9. ANEXOS 

Tabla A1. Anexo II protocolo CICUA para investigación en animales de la Facultad de Ciencias de la Universidad 

de Chile. “Protocolo de supervisión para Roedores modificado del protocolo propuesto por Morton y Griffiths 

(1985) (Veterinary Record, 116: 431‐36, 1985). Este protocolo puede ser ajustado según los requerimientos y 

capacidades del investigador”. En negrita se marcaron puntuación acuñada a animales del trabajo.  

Protocolo de supervisión para roedores de laboratorio 
 

Variable Rangos Puntuación 
 
 

Pérdida de peso 
(de 0 a3) 

● Normal (no hay pérdida de peso o el animal crece 
normalmente). 

● Pérdida de peso inferior al 10%. 
● Pérdida de peso entre el 10% y 20%. Posible alteración 

en el aspecto o cantidad de heces. 
● Pérdida de peso superior al 20%, el animal con 

consume agua ni alimento. 

0 
 

1 
2 
 

3 

 
Aspecto 

(de 0 a3) 

● Normal. 
● Pelo en mal estado. 
● Pelo en mal estado y/o presencia de secreciones 

oculares o nasales. 
● Postura anormal. 

0 
1 
2 
 

3 
 
 

Comportamiento 
espontáneo 

(de 0 a3) 

● Normal. 
● Pequeños cambios. 
● Inactividad 

● Automutilación, vocalización anormales, animales muy 
inquieto o inmóviles. 

0 
1 
2 
3 

Comportamiento en 
respuesta a manipulación 

(de 0 a3) 

● Normal. 
● Pequeños cambios. 
● Cambios moderados 

● Animales agresivo o comatoso 

0 
1 
2 
3 

 
 

Constantes Vitales 
(de 0 a3) 

● Normal. 
● Pequeños cambios. 
● Cambios en la temperatura corporal de 1-2ºC, 

incremento del 30% en frecuencia Cardiaca o 
respiratoria. 

● Cambios en la temperatura corporal de >2ºC, 
incremento del 50% en frecuencia Cardiaca o 
respiratoria. 

0 
1 
2 
 
 

3 

Puntuación Total  7 
Nota: cuando un animal obtiene una puntuación de 3 en más de un parámetro todas las 3 

pasan a 4. 
Las medidas correctoras sugeridas en función de la puntuación obtenida para cada animal son 
las siguientes: 

Puntuación: 
Desde  0-4                  normal 
Desde  5-9                  supervisar cuidadosamente considerar el uso de analgésicos 
Desde 10-14  sufrimiento intenso: administrar analgésicos (¿eutanasia?) 
Desde  15-20  eutanasia  
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Figura A1: Distribución de los datos de la intensidad de fluorescencia de cada célula cuantificada para GFAP (A), 

TNF- (B); Cdk5 (C), p35 (D) y p-TRPV1 (E). Estos datos lanzaron que, según todos las pruebas de normalidad, al 
menos una de las condiciones estudiadas (el lado   I ipsilateral, “ipsi” en rojo; y el contralateral, “contra” en 
negro) poseen una distribución no paramétrica, dato que nos permite utilizar un test de estudiante no pareado y 
no paramétrico. En este caso, se utilizó la prueba de Mann- Whitney para todas las muestras. 

      

           

      
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