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1. INTRODUCCIÓN

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa

más importante después del Alzheimer y afecta alrededor del 3% de la población

mayor  de  65  años  (Bedarf  et al.,  2019).  La  EP  es  un  trastorno  del  movimiento

causado por la degeneración nigroestriatal de las neuronas dopaminérgicas en la

sustancia  nigra  pars  compacta  (SNpc)  y  genera  deficiencia  del  neurotransmisor

dopamina  en  las  terminales  nerviosas  del  cuerpo  estriado (Imamura  et al.,  2003;

Nagatsu & Sawada, 2005). Los pacientes con la EP se caracterizan por presentar

síntomas motores: rigidez, bradicinesia, temblor e inestabilidad postural; y síntomas

no motores: deterioro cognitivo, presión arterial baja, depresión, ansiedad, apatía,

delirios y dolor (Engels et al., 2018). Particularmente, el dolor afecta negativamente

la calidad de vida del paciente (Antonini et al., 2018).

La  Asociación  Internacional  para  el  Estudio  del  Dolor  (IASP,  por  sus  siglas  en

inglés) define al dolor como: “Una experiencia sensorial y emocional desagradable

asociada con, o similar a la asociada con, daño tisular real o potencial” (Raja et al.,

2020). Desde la fisiopatología, los pacientes con la EP pueden presentar tres tipos

de dolor: nociceptivo, nociplástico y neuropático, los cuales pueden desarrollarse de

manera  aguda  o  crónica  (Nègre-Pagès  et al.,  2008;  Truini  et al.,  2013).  El  dolor

neuropático, puede generar fenómenos como la alodinia y la hiperalgesia (Nagatsu

&  Sawada,  2005).  La  hiperalgesia  es  el  aumento  del  dolor  por  un  estímulo  que

normalmente  provoca  dolor,  mientras  que,  la  alodinia  es  el  dolor  debido  a  un

estímulo que normalmente no provoca dolor (IASP, 2021). El dolor neuropático no

se resuelve incluso después de que el daño tisular evidente haya sanado, lo que

indica que el dolor se debe a una función alterada del sistema nervioso. Creciente

evidencia indica que las células gliales, desempeñan funciones importantes en el

desarrollo y el mantenimiento del dolor neuropático (Sakaue et al., 2001). En este

sentido,  se  ha  sugerido  una  relación  entre  la  expresión  de  la  microglía  y  las

conductas de dolor que persisten a largo plazo, sugiriendo que la disminución en los

niveles de dopamina está relacionada con el aumento en la expresión de citocinas,

liberadas por la microglía activada y la inhibición de la transcripción dependiente del
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factor  nuclear  kappa  B-p65  (NFkB-p65)  que  se  asocia  normalmente  con

mecanismos antiinflamatorios en la microglía (Logan et al., 2013; Pais & Chatterjee,

2005;  Wirenfeldt  et al.,  2005).  El  objetivo del  presente trabajo es determinar si  el

pramipexol (PPX) modula la actividad de las células gliales (astrocitos y microglía)

vía NFkB-p65 y disminuye la alodinia y la hiperalgesia inducidas por la inyección

unilateral con 6-hidroxidopamina (6-OHDA), en un modelo animal de la EP.

2. MARCO TEÓRICO

Enfermedad de Parkinson                                                                                                           

La EP es un trastorno del movimiento causado por la degeneración nigroestriatal de

las  neuronas  dopaminérgicas  en  la  SNpc  que  genera  deficiencia  del

neurotransmisor  dopamina  en  las  terminales  nerviosas  del  cuerpo  estriado

(Nagatsu & Sawada, 2005). La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa

más importante después del Alzheimer, a nivel mundial afecta  a alrededor del 3%

de la población mayor de 65 años (Bedarf et al., 2019); sin embargo, se estima que

entre el 5 y 10% del total de pacientes son menores de 40 años (Ramazani et al.,

2019).  Los pacientes con la  EP se caracterizan por  presentar  síntomas motores:

rigidez,  bradicinesia,  temblor  e  inestabilidad  postural,  así  como  síntomas  no

motores:  deterioro  cognitivo,  presión  arterial  baja,  depresión,  ansiedad,  apatía,

alucinaciones,  delirios,  alteraciones  del  sueño  (Engels  et al.,  2018)  y  dolor,

afectando negativamente la calidad de vida del paciente (Antonini et al., 2018).

Fisiopatología

La EP se caracteriza por la pérdida de las neuronas dopaminérgicas (Faivre et al.,

2019), el transportador de dopamina y sus metabolitos, el ácido homovanílico (HVA)

y el 3,4- dihidroxifenilacetato (DOPAC) tanto en el cuerpo estriado como en la SNpc

(Beal,  2001).  La  interacción  combinada  de  componentes  de  señalización  puede

preceder a los síntomas que dan como resultado las características motoras y de

comportamiento  únicas  de  la  enfermedad  (LeWitt,  2015).  Dentro  de  estos
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componentes  está  la  generación  de  los  cuerpos  de  Lewy  (cuyo  componente

principal  es  la  alfa-sinucleína)  y  la  pérdida  selectiva  de  las  neuronas

dopaminérgicas,  generando  un  mal  funcionamiento  en  la  señalización  de  varios

sistemas de neurotransmisores, entre ellos los neurotransmisores de monoaminas

(Beitz, 2014).

Dopamina

El  procesamiento  del  dolor  en  sí  mismo  está  relacionado  con  el  sistema

dopaminérgico que ha sido el foco de mucha investigación durante los últimos 30

años, principalmente porque en dicho sistema la neurotransmisión  dopaminérgica

se ve afectada por alteraciones directas o indirectas como la degeneración de las

neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra, lo que contribuye a la patogénesis

de la EP (Jaber et al., 1996). La dopamina es la principal catecolamina en el sistema

nervioso central (SNC) y es el neurotransmisor predominante en el cerebro de los

mamíferos controlando una gran variedad de funciones que incluyen: la actividad

locomotora, la emoción, el afecto y la secreción neuroendocrina. Los receptores de

la  dopamina  participan  en  numerosos  trastornos  como  la  EP,  siendo  la

neurotransmisión dopaminérgica la que modula la percepción del dolor a través de

sus  acciones   en  regiones  supraespinales  (Haddad  et al.,  2018),  aliviando  así  el

dolor. Muchos sitios del SNC implicados en el procesamiento del dolor tienen una

alta densidad de receptores dopaminérgicos cuya activación puede producir efectos

analgésicos en humanos y animales experimentales. En consecuencia, el sistema

dopaminérgico representa una diana terapéutica para tratar los diferentes tipos de

dolor (Tiemann et al., 2014).

Mediante  la  técnica  de  inmunofluorescencia  han  sido  mapeadas  las  vías

dopaminérgicas en el cerebro de roedores y se ha descrito la ruta nigroestriatal que

va  desde  los  cuerpos  celulares  de  las  neuronas  en  la  sustancia  negra  a  sus

terminales  nerviosas  en  el  cuerpo  estriado.  También  se  ha  observado  que  los

niveles de dopamina estriatal caen cuando la sustancia negra es lesionada.

De esta manera, hay evidencia experimental del agotamiento de la dopamina en la

zona  estriatal  después  de  una  lesión  en  los  cuerpos  celulares  en  la  SNpc,  una
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característica patológica conocida de la EP. La dopamina se sintetiza en el citosol

de neuronas dopaminérgicas y se transporta en vesículas sinápticas a través del

transportador  vesicular  de  las  monoaminas  2  (TVMA2).  Desde  las  vesículas

sinápticas, la dopamina se libera cuando un impulso nervioso que viaja por el axón

llega a la terminal nerviosa. Una vez en la hendidura sináptica, la dopamina puede

actuar  sobre  los  receptores  de  la  dopamina  postsinápticos  y  presinápticos.  El

exceso  de  esta  monoamina  puede  reingresar  a  la  neurona  dopaminérgica  con

ayuda de los transportadores de dopamina (TDA) y una vez en el interior puede ser

acumulada nuevamente en las vesículas presinápticas o ser metabolizada (Fahn,

2008). Los receptores dopaminérgicos se clasifican en cinco tipos: D1, D2, D3, D4 y

D5  (Gingrich  &  Caron,  1993;  O’Dowd,  1993).  Todos  pertenecen  a  la  familia  de

receptores  acoplados  a  proteínas  G  (Seeman  et  al.,  2009)  y  se  encargan  de  la

modulación de todas las funciones fisiológicas de la dopamina. Estos receptores se

dividen dependiendo su especificidad y mecanismos de señalización: 1) La familia

de receptores D1-like está compuesta por los subtipos D1 y D5,  asociados con el

aumento de la adenosina monofosfato cíclico (AMPc), a través de la activación de

proteínas Gs estimulando la activación del adenilato ciclasa (AC) en la membrana

(Tesfaw et al.,  2016),  2).  La familia  de receptores D2-like está constituida por  los

receptores dopaminérgicos D2,  D3 y  D4.  Estos receptores están acoplados a una

proteína  Gi,  los  cuales  inhiben  a  la  AC  (Missale  et al.,  1998).  Además  pueden

activar  a  los  canales  de  K+  e  inhibir  la  entrada  de  Ca2+  a  través  de  canales

dependientes de voltaje (Szénási et al., 2008). La familia de receptores D2 pueden

localizarse en terminales presinápticas y postsinápticas (Sunahara et al., 1990).

Vías dopaminérgicas

El sistema dopaminérgico está involucrado en el procesamiento central del dolor, lo

cual  sugiere  que  los  receptores  D2  median  la  función  inhibitoria  de  la  dopamina,

mientras que los receptores D1 no están involucrados (Faramarzi et al., 2016). Por

otra parte, se sugiere que el sistema dopaminérgico dentro de los ganglios basales

(GB), especialmente la vía nigroestriatal, está involucrado en el procesamiento del

dolor  y  como  consecuencia,  la  degeneración  de  esta  vía  podría  conducir  a  un
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deterioro del sistema nervioso somatosensorial (SNS) (Zengin-Toktas et al., 2013).

Las inervaciones dopaminérgicas son las más prominentes en el cerebro y se han

identificado cuatro vías dopaminérgicas principales:

Vía nigroestriatal: Aquí las proyecciones dopaminérgicas se originan en la SNpc y

se proyectan hasta donde se distribuyen ampliamente los GB (Ko & Strafella, 2012).

En esta vía los cuerpos celulares de la dopamina envían proyecciones ascendentes

al  núcleo  estriado  desempeñando  un  papel  importante  en  el  movimiento,

especialmente  en  el  control  de  la  función  motora  y  en  el  aprendizaje  de  nuevas

habilidades de movimiento (Tesfaw et al., 2016).

Vía mesolímbica:  En esta vía las proyecciones dopaminérgicas se originan en el

área  tegmental  ventral  (ATV)  del  mesencéfalo,  que  son  proyectadas  hacia  el

sistema límbico y mesocortical  para su posterior  diseminación en la amígdala,  la

corteza  piriforme,  los  núcleos  septales  laterales  y  el  núcleo  accumbens.  Estas

neuronas  están  íntimamente  involucradas  en  varias  funciones  primordiales  del

SNC,  las  cuales  incluyen  el  movimiento  voluntario,  la  alimentación,  el  afecto,  la

recompensa,  el  sueño,  la  atención,  la  memoria  y  el  aprendizaje  (Beaulieu  et  al.,

2011).

Vía mesocortical: En esta vía las fibras dopaminérgicas también surgen en el ATV y

se  proyectan  hacia  la  corteza  frontal.  La  dopamina  en  esta  región  regula  el

comportamiento cognitivo y emocional. Los niveles de la dopamina en el cerebro,

especialmente en la corteza prefrontal, ayudan a mejorar la memoria y la atención

(Björklund & Dunnett, 2007; Tesfaw et al., 2016).

Vía tuberoinfundibular: Se origina en el núcleo arcuato del hipotálamo. En esta vía,

la dopamina inhibe la liberación de prolactina (Björklund & Dunnett, 2007; Tesfaw

et al., 2016). 

En la periferia, la dopamina participa en diferentes funciones fisiológicas como la

regulación  del  olfato,  la  regulación  hormonal,  la  función  cardiovascular  y  la

regulación simpática, entre otras (Missale et al., 1998; Sibley et al., 1993).
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Síntomas de la EP

A  nivel  clínico  la  EP  presenta,  principalmente,  síntomas  motores,  no  motores  y

cognitivos, relacionados con fallas del sistema nervioso autónomo (SNA) y cambios

de comportamiento. Estos síntomas característicos de la enfermedad son evidentes

hasta  que  se  ha  perdido  aproximadamente  el  60  o  70%  de  las  neuronas

dopaminérgicas en la SNpc (Beitz, 2014; Csoti et al., 2016; Ramazani et al., 2019).

Síntomas motores

Rigidez:  Se  observa  rigidez  en  casi  todos  los  pacientes,  puede  comenzar

unilateralmente,  pero  generalmente  se  presenta  en  ambos  lados.  Cuando  se

examina el rango de movimiento de la articulación, el paciente a menudo muestra

una rigidez de "rueda dentada" que es similar al patrón de trinquete de un engranaje

(Beitz, 2014).

Bradicinesia: Lentitud del movimiento que a menudo se describe como cansancio o

debilidad por parte de los pacientes. Se manifiesta por la disminución de la destreza

manual de los dedos, al arrastrar los pies, dificultad para levantarse de una silla y

para abrir paquetes o contenedores (Beitz, 2014).

Temblores (reposo): El temblor de "rodamiento" en reposo es más notable cuando

la parte del cuerpo no participa en un movimiento intencionado. Generalmente inicia

unilateralmente y progresa a temblor de reposo bilateral (Beitz, 2014).

Inestabilidad postural: En el curso de la enfermedad, los pacientes probablemente

mostrarán inestabilidad postural con un mayor riesgo de caída (Beitz, 2014).

Además de los síntomas motores "clásicos" descritos anteriormente, se observan

otras  manifestaciones  motoras.  Estos  incluyen:  expresión  facial  enmascarada

(hipomimia),  disminución  de  la  velocidad  del  parpadeo  del  ojo,  visión  borrosa,

alteraciones de la mirada hacia arriba, distonía, postura encorvada, dificultad para

girar en la cama, marcha arrastrada, "congelación" (incapacidad para moverse) y

problemas  del  habla,  tales  como  hipofonía  (voz  cada  vez  más  suave)  o  palilalia

(repetición de palabras o frases) (Beitz, 2014).
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Síntomas no motores

Los síntomas no motores desempeñan un papel fundamental en la calidad de vida

de los pacientes con la EP, siendo los más frecuentes:

Depresión: Con una prevalencia del 20 - 30%, no diagnosticándose en la mayoría

de los pacientes (Beitz, 2014).

Ansiedad: Se presenta en el 25 - 52% de los pacientes con la EP (Beitz, 2014). 

Deterioro  cognitivo  (demencia):  El  riesgo  de  desarrollar  demencia  es  seis  veces

mayor siendo más común en pacientes con la EP con una fuerte asociación familiar.

Sin  embargo,  hasta  el  60%  de  los  pacientes  desarrollan  demencia  12  años

posteriores al diagnóstico (Beitz, 2014).

Alteración del sueño: Afecta a casi el 98% de los pacientes. Con mayor frecuencia,

al  despertar  temprano  por  la  mañana  y  la  vigilia  frecuente  durante  la  noche,  el

temblor de reposo puede actuar para despertar al paciente durante el sueño ligero.

Los trastornos del sueño disminuyen considerablemente la calidad de vida de los

pacientes afectados (Beitz, 2014).

Disfunción olfatoria: La disfunción olfatoria (hiposmia) se detecta en más del 90%

de  los  pacientes.  La  mayoría  de  los  pacientes  afectados  generalmente  no  son

conscientes del déficit (Beitz, 2014).

Dolor: Su presencia es común, con una prevalencia de entre el 40 y 85% (Beiske

et al., 2009; Geroin et al., 2016; Nègre-Pagès et al., 2008), este rango tan amplio se

debe a los diferentes tipos de dolor que pueden presentar (Buhmann et al., 2020).

También  se  incluyen:  cambios  cognitivos,  cambios  conductuales,  falla  del  SNA,

trastornos sensoriales, presión arterial baja, delirios (Engels et al., 2018), trastorno

del  comportamiento  del  movimiento  ocular  rápido  y  estreñimiento  (Chaudhuri  &

Odin, 2010).

Se ha observado que los síntomas no motores pueden preceder a la aparición de

síntomas  motores.  Datos  retrospectivos  sugieren  que  al  menos  cuatro  síntomas

(problemas olfativos,  trastorno del  comportamiento  del  movimiento  ocular  rápido,

estreñimiento  y  depresión)  pueden  ser  anteriores  a  los  síntomas  motores

(Chaudhuri & Odin, 2010).
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Dolor

El dolor es un síntoma no motor frecuente en la EP que se relaciona con la pérdida

de monoaminas y la neuroinflamación (Kam et al., 2020). La IASP define al dolor

como "Una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada, o similar a la

asociada  con,  daño  tisular  real  o  potencial",  experiencia  personal  que  está

influenciada  en  diversos  grados  por  factores  biológicos,  psicológicos  y  sociales

(Raja et al., 2020).

Dolor en la EP

Desde una perspectiva fisiopatológica, los pacientes con la EP pueden presentar

tres  tipos  de  dolor,  nociceptivo,  nociplástico  y  neuropático,  presentándose  de

manera aguda o crónica (Mylius et al., 2021).

El  dolor  nociceptivo  relacionado  a  la  EP,  puede  ser  de  tipo  visceral  y/o  músculo

esquelético  (originado  por  posturas  anormales,  rigidez  y  acinesia  causada  por

fluctuaciones  motoras,  lo  que  lleva  a  distonías  dolorosas);  el  dolor  nociplástico

deriva  de  fluctuaciones  hiper/hipodopaminérgicas  (Mylius  et  al.,  2021);  y  el  dolor

neuropático  se  caracteriza  por  generar  respuestas  de  dolor  espontáneas  o

evocadas como la alodinia y la hiperalgesia. La prevalencia del dolor en la EP se

estima entre un 40% al 85% (Beiske et al., 2009; Broen et al., 2012; Geroin et al.,

2016; Nègre-Pagès et al., 2008).

Microglía y NFkB-p65

En el cerebro, las neuronas se comunican con las células gliales para mantener la

estructura  y  la  función  del  parénquima.  Entre  estos  tipos  de  células  podemos

encontrar a la microglía que representa del 5–10% del total de células del SNC y los

astrocitos, el tipo de célula más abundante en el cerebro (Frost & Schafer, 2016;

Sofroniew & Vinters, 2010).

La microglía son los macrófagos residentes en el cerebro y las células inmunitarias

primarias del SNC. Tomando en cuenta todas las regiones del cerebro, la densidad

de microglía en un cerebro humano no enfermo es de alrededor del 10%, lo que las

convierte  en  una  población  celular  significativa  (Mittelbronn  et  al.,  2001).  La
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microglía  desempeña  un  papel  importante  en  las  respuestas  inmunes  innatas  y

adaptativas en el SNC. En condiciones normales, la microglía tiene una estructura

ramificada (Lee,  2013),  cuando la  microglía  es  activada por  inmunógenos,  como

bacterias  o  agregados  de  proteína  β-amiloide,  retraen  sus  procesos  y  se

transforman en estructuras  ameboides.  También liberan  factores  proinflamatorios

como óxido nítrico (ON), especies reactivas de oxígeno (ERO), prostaglandina E2 y

citocinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFα), interleucina 1 beta (IL-1β)

e interleucina 6 (IL-6). Cuando los inmunógenos se eliminan, la microglía vuelve a

su morfología convencional (homeostasis) (Kettenmann et al., 2011; Lee, 2013). Sin

embargo, la expresión microglial crónica conduce a la muerte neuronal que subyace

a  la  patogénesis  de  las  enfermedades  neurodegenerativas  mediadas  por

neuroinflamación como la EP.

Si bien la glía es esencial para regular la homeostasis en el cerebro, su disfunción

contribuye a la neurodegeneración en muchas enfermedades cerebrales, incluida la

EP. En modelos animales de la EP se ha demostrado que la α-sinucleína liberada

de las células cerebrales activa la microglía para producir citocinas proinflamatorias

como la IL-1β, que ejerce efectos nocivos sobre las neuronas (Kıçık et al., 2020). Si

bien, la expresión inicial de la microglía conduce a una inflamación descontrolada

que exacerba la muerte neuronal  (Fernandes et al.,  2014),  NFkB es un factor  de

trascripción ampliamente conocido por estar asociado a la producción de citocinas

pro-inflamatorias  en  trastornos  neuroinflamatorios  (Logan  et al.,  2013;  Pais  &

Chatterjee,  2005;  Wirenfeldt  et al.,  2005)  y  la  producción  de  estas  citocinas  está

regulada principalmente por NFkB (Arslan et al., 2020).

Astrocitos y NFkB-p65

Los  astrocitos  son  células  que  recubren  a  las  neuronas  y  participan  en  la

neuroinflamación  activando  la  astrogliosis.  La  astrogliosis  se  asocia  con  el

desarrollo  y  la  persistencia  del  dolor  neuropático,  se  han  propuesto  varios

mecanismos a través de los cuales la astrogliosis contribuye en el dolor neuropático

(Carlton et al., 2009; Nesic et al., 2005). En condiciones normales, NFkB inactivo se
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localiza  en  el  citoplasma  interactuando  con  la  proteína  IkBα  (Hayden  &  Ghosh,

2008). Por su parte, la expresión de los astrocitos depende de la interacción entre

estas células y neuronas, con la liberación de estos en ambos tipos de células (Tian

et al.,  2017).  Se  presume  que  los  astrocitos  son  un  fenotipo  reactivo  en

traumatismos agudos del  SNC; supervivencia neuronal  en diferentes modelos de

enfermedad;  inflamación  y  trastornos  neurodegenerativos  (Brambilla  et al.,  2005;

Burda & Sofroniew,  2014;  Hains et al.,  2002;  Raasch et al.,  2011).  Los astrocitos

reactivos  activan  la  protección  celular  mediante  la  liberación  de  citocinas

proinflamatorias  a  través  de  la  señalización  de  NFkB  (Hains  et al.,  2002).  Una

consecuencia de la expresión de citocinas proinflamatorias es la activación de la

cascada de señalización NFkB en los astrocitos reactivos (Kaltschmidt et al., 2005).

Algunos estudios, han demostrado que la actividad astrocítica de NFkB impulsa el

grado de hiperalgesia y alodinia en diferentes modelos crónicos de dolor (Hartung

et al.,  2015;  Xu  et al.,  2014)  donde  el  nivel  de  NFkB-p65  en  astrocitos  se  ve

aumentado  significativamente  en  un  modelo  de  artrosis  de  rodilla,  por  lo  que  se

especula  que  NFkB-p65  en  astrocitos,  facilita  la  generación  de  dolor  crónico  (Li

Yunze et al., 2020).

El  papel  de  NFkB  como  regulador  crítico  de  la  expresión  de  citocinas

proinflamatorias  (IL-1β,  IL-6  y  TNFα),  se  debe  a  que  estas  son  liberadas  en

respuesta a la activación de NFkB (Sakaue et al., 2001). Se ha demostrado que las

citocinas  proinflamatorias  están involucradas en la  inducción,  la  persistencia  y  la

gravedad  del  dolor  neuropático  después  de  una  lesión  del  sistema  nervioso

periférico (SNP) o SNC. NFkB juega un papel fundamental en la regulación de la

expresión  de  citocinas  proinflamatorias  y  en  el  desarrollo  y  el  mantenimiento  del

dolor neuropático (Sakaue et al.,  2001).  En este sentido, se ha observado que la

inyección endoneural de un análogo puede bloquear a NFkB-p65 en el sitio de la

lesión nerviosa reduciendo tanto la activación de NFkB-p65 como la expresión de

TNFα, IL-1β, IL-6, interferón gamma (IFN-γ) y óxido nítrico sintasa inducible (iNOS)

en el ganglio de la raíz dorsal (GRD) lesionado aliviando la hiperalgesia hasta dos

semanas posteriores a su administración (Sakaue et al., 2001),  y esto correlaciona

con la reducción de mediadores inflamatorios: IL-1α, IL-6 e iNOS, que se producen
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a través de la vía NFkB-p65 y que han sido implicados en la patogenia del dolor

neuropático (Sakaue et al., 2001). Lo anterior sugiere que NFkB-p65 participa en el

desarrollo del dolor neuropático. Por lo tanto, resulta interesante explorar moléculas

que  modulen  la  actividad  glial  vía  NFkB-p65  y  la  vía  dopaminérgica  y  con  ello

mitigar y/o aliviar el dolor generado por la EP. En este contexto, en el laboratorio

estamos interesados en caracterizar el  efecto antinociceptivo y modulador de los

fármacos  dopaminérgicos,  particularmente  en  este  trabajo  de  tesis  se  exploró  el

PPX.

Efecto antiinflamatorio y antinociceptivo de PPX

El PPX es un agonista dopaminérgico D2/D3 empleado en el tratamiento de la EP

para  contrarrestar  síntomas motores.  Sin  embargo,  estudios  recientes  realizados

por  Sadeghi  y  colaboradores  (2017)  demostraron  por  primera  vez  propiedades

antiinflamatorias del  PPX. El  pretratamiento intraperitoneal  con PPX es capaz de

reducir  la  inflamación  inducida  por  12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato  (TPA),

carragenina y formalina (Sadeghi et al., 2017). A través de un análisis histológico,

en  este  estudio  se  confirma  que  el  PPX  fue  capaz  de  reducir  el  edema  y  la

migración de las células polimorfonucleares (PMN) al sitio de la lesión. Por su parte,

la falta de un efecto significativo del PPX sobre el aumento de los niveles séricos de

malondialdehído  (MDA)  debido  a  la  inyección  de  carragenina  descartó  la

importancia  de  las  propiedades  antioxidantes  del  PPX  en  la  respuesta

antiinflamatoria (Sadeghi et al., 2017). 

Estudios  realizados  en  nuestro  laboratorio  han  demostrado  que  el  pre-  y  post-

tratamiento con PPX (3 mg/kg/i.p.) previene y revierte, respectivamente, la alodinia

y la hiperalgesia mecánica secundaria inducidas por formalina en la pata ipsilateral

(IL) y contralateral (CL). Asimismo, en animales con la EP, la administración aguda y

sub-aguda  (10  días)  con  PPX  (3  mg/kg/s.c.)  revirtió  la  alodinia  y  la  hiperalgesia

inducida  por  6-OHDA  (Romero-Sánchez  et al.,  2020).  En  conjunto,  la  evidencia

previa  nos  sugiere  que  el  PPX  posee  propiedades  antialodínicas  y

antihiperalgésicas, indicando que puede ser un fármaco atractivo para el manejo del

dolor neuropático en pacientes con la EP, por lo que resulta importante conocer los
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mecanismos responsables que subyacen el efecto antialodínico y antihiperalgésico

inducido por este compuesto. Hallazgos recientes han demostrado un incremento

en la expresión de la astrogliosis y la microgliosis inducida por 6-OHDA con PPX

(Patricio et al., 2019), sugiriendo que dicho fármaco participa en la modulación de

los astrocitos y la microglía en animales con la EP. Además, recientemente nuestro

grupo de trabajo ha demostrado a través de acoplamiento molecular, que el PPX

puede unirse a NFkB-p65 por lo que resulta interesante estudiar si este mecanismo

participa en la modulación de células gliales vía inhibición de NFkB-p65.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El dolor neuropático está presente en diversas enfermedades neurodegenerativas

como  el  Parkinson,  que  afecta  cada  vez  más  personas.  Por  lo  que  resulta

importante buscar tratamientos que coadyuven en el alivio de este tipo de dolor. El

PPX  es  un  fármaco  que  pudiera  tener  efecto  antialodínico  y  antihiperalgésico  a

través de la vía NFKB-p65 e inhibir la expresión de microglía y astrocitos.

4. HIPÓTESIS

El  PPX  al  unirse  a  NFkB-p65  es  capaz  de  inhibir  la  expresión  de  la  microglía  y

astrocitos  y  a  su  vez  aliviar  la  alodinia  y  la  hiperalgesia  inducidas  por  la  lesión

unilateral de la SNpc con 6-OHDA.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar  si  PPX  es  capaz  de  modular  la  activación  de  NFkB-p65  en  células

gliales, disminuyendo la alodinia y la hiperalgesia inducidas por la lesión unilateral

de la SNpc con 6-OHDA.
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6. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Inducir la EP mediante la lesión unilateral de la SNpc con 6-OHDA.

2. Determinar el daño de la vía nigroestriatal posterior a la administración unilateral

con 6-OHDA en la SNpc por medio de la conducta de giro inducida por apomorfina y

la conducta de cilindro.

3.  Evaluar  el  efecto  antialodínico  y  el  efecto  antihiperalgésico  inducido  por  la

administración subaguda (10 días) de PPX (1 y 3 mg/kg/i.p.) en ratas con la EP.

4. Determinar la expresión de NFkB-p65, Iba1 y GFAP en la porción L4-L6 de la

médula  espinal,  por  inmunofluorescencia  en  ratas  con  la  EP,  tratadas  con  la

administración subaguda (10 días) de PPX (3 mg/kg/i.p.).

7. MATERIALES Y MÉTODOS

Animales

Para fines del presente estudio se utilizaron ratas Wistar macho de peso entre 280-

300  g,  se  mantuvieron  en  el  cubículo  número  5,  primer  piso  de  la  unidad  de

producción  y  experimentación  Animal-Bioterio  (UPEAL.  UAM Xochimilco,  Ciudad

de  México)  en  un  ambiente  controlado  (Ciclo  de  luz-oscuridad  12:12,  22ºC)  con

acceso libre a agua y alimento. Todas las pruebas se realizaron según el Consejo

Mexicano para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (NOM-062-ZOO-1999

para el trato con animales), las normas europeas y la IASP, aprobadas por el comité

de Ética institucional de la Universidad Autónoma Metropolitana Unidad Xochimilco

(UAM-X), No. de protocolo 148.

Fármacos

Ácido  ascórbico,  6-OHDA,  apomorfina,  paraformaldehído  (PFA)  y  PPX  fueron

comprados en Sigma Merk. El ácido ascórbico y PPX fueron disueltos en solución

salina (SS) al 0.9%. La 6-OHDA y apomorfina fueron disueltos en ácido ascórbico al

0.02% y SS al 0.9%.
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Lesión Unilateral con 6-OHDA

Para  generar  la  lesión,  se  utilizó  el  modelo   unilateral  con  6-OHDA  (Romero-

Sánchez  et al.,  2020).  Previamente  se  anestesió  a  la  rata  con  una  mezcla  de

Ketamina (45 mg/kg/i.p.) y Xilacina (12 mg/kg/i.p.). Una vez anestesiada la rata se

rasuró en la parte superior de la cabeza y se aseguró en un marco estereotáxico.

Después se llevó a cabo la lesión unilateral haciendo un orificio en el cráneo sobre

la SNpc izquierda. Posteriormente, se administró 6-OHDA en las coordenadas (en

mm respecto a bregma y la superficie de la dura madre): Anterior-posterior (AP) -

4.52 mm, lateral (L) + 1.8 mm y ventral (V) – 8.0 mm (Paxinos & Watson, 2013). La

velocidad de inyección fue de 0.2 µl/min a una concentración de 16 µg/µl.

Conductas motoras

Conducta de giro

Esta prueba se realizó 15 días post cirugía. Previo a la prueba, por vía subcutánea

se administró a las ratas 1 mg/kg de apomorfina y se colocó en un cilindro de 30 cm

de altura y un diámetro de 25 cm, se registró la rotación que dieron sobre su propio

eje y fue medida a través de un conteo del número de rotaciones completas en un

lapso  de  30  min.  Únicamente  se  consideraron  los  giros  cuando  la  rata  logró

completar los 360°C sobre su propio eje. Las ratas que completaron al menos 300

giros en 60 min fueron resguardadas para experimentos posteriores; sin embargo,

aquellos  animales  que  no  alcanzaron  un  total  de  300  giros  sobre  su  propio  eje

durante los 60 min fueron eutanizados con CO2.

Cilindro

La  prueba  del  cilindro  es  utilizada  para  evaluar  el  uso  de  las  extremidades

delanteras del animal. Se realizó un recuento de los contactos de las extremidades

anteriores de manera simultánea e independiente, con la finalidad de observar la

pérdida  de  las  funciones  motoras  con  respecto  al  tiempo  después  de  la
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administración unilateral de 6-OHDA en la SNpc izquierda (Mendieta et al.,  2016;

Schallert, 2006).

El cilindro es transparente, con una altura de 30 cm y un diámetro de 25 cm. Dentro

de éste, se grabó a cada rata durante 5 min para su posterior análisis. Los contactos

que  se  llevaron  a  cabo  entre  las  extremidades  de  cada  rata  y  las  paredes  del

cilindro se registraron como IL, CL, y/o contacto con ambas patas (AB). Este ensayo

se realizó 14 días después de la cirugía.

Evaluación de la alodinia por el método de up-down

Las  lesiones  pueden  generar  un  síndrome  que  comprende,  además  del  dolor

espontáneo, respuestas exageradas al tacto ligero (alodinia táctil). La alodinia táctil,

probablemente es la respuesta más común provocada por el estímulo (Singh et al.,

2017). Para este ensayo, se aplicó un estímulo mecánico por el método up-down

con filamentos de von Frey (Touch test sensory evaluador), cuya fuerza comprende

desde  los  0.4  g  hasta  los  15  g.  El  ensayo  comenzó  con  un  filamento  de  0.4  g;

cuando se obtuvo una respuesta positiva de retiro de la pata se marcó con la letra

“X”  en  una  hoja  de  registro  y  se  cambió  de  filamento  disminuyendo  el  gramaje.

Cuando se obtuvo una respuesta negativa al estímulo mecánico, se marcó con la

letra “O” y se volvió a aplicar el estímulo con el filamento inmediatamente superior.

Para  que  una  respuesta  sea  considerada  positiva,  el  animal  debió  retirar

abruptamente  la  extremidad,  cualquier  otro  comportamiento  se  tomó  como  una

respuesta  negativa.  La  prueba  se  realizó  hasta  registrar  3   respuestas  iguales  o

hasta exceder el valor del filamento de 15 g (Chaplan et al., 1994). Las mediciones

basales se realizaron antes de la lesión con 6-OHDA. Este ensayo se realizó 24

horas después de la primera administración de PPX y después durante 10 días del

día 20 al día 30. 

Evaluación de la hiperalgesia mecánica

La hiperalgesia mecánica se evaluó mediante el método de retiro de la pata. Las

ratas se colocaron en cámaras de observación de plexiglás con fondo de malla de
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alambre, permitiendo el acceso a las patas y se dejaron durante 15 minutos para

que se aclimataran al medio antes de iniciar la prueba (Chaplan et al., 1994).

Las  mediciones  basales  se  realizaron  antes  de  la  lesión  con  6-OHDA y  20  días

después  de  la  lesión.  Fueron  empleados  los  filamentos  de  von  Frey,  utilizando

fuerzas de flexión de 250 mN (26 g), una fuerza de 250 mN o más se considera un

estímulo nocivo y se produce hiperalgesia cuando hay una mayor respuesta a este

estímulo (Fu et al., 2001). La prueba se aplicó 10 veces, en la superficie plantar de

las ratas. Se evitó tocar las almohadillas de la pata, debido a que es una región con

menos sensibilidad.

Inmunohistoquímica

Obtención de cerebros

Treinta días después de la lesión unilateral de la SNpc en ratas macho Wistar, se

anestesiaron con pentobarbital sódico (200 mg/kg vía i.p.) y se perfundieron por vía

intracardiaca, con 250 mL de SS al 0.9% y posteriormente, con 300 mL de PFA al

4% en una solución amortiguadora de fosfatos: buffer fosfato salino (BFS) 0.1 M, a

un  pH  de  7.3.  Al  final  de  este  procedimiento  se  extrajeron  los  cerebros  de  los

animales y se colocaron en sacarosa al 30% en buffer de fosfatos de sodio 1X y se

almacenaron a 4 °C.

Procedimiento inmunohistoquímico

El procedimiento inmunohistoquímico fue modificado de Mendieta et al.  2016. Se

realizaron cortes coronales (60 µm) de los cerebros de ratas de los grupos 6-OHDA

y sham, en la región que comprende la SNpc (Bregma -4.00 mm a -6.60 mm) y el

estriado (Bregma 2.40 mm a -3.80 mm) (Paxinos & Watson, 2009) por medio de un

criostato (Leica CM1100), a -22 °C. Se guardaron en placas de 24 pozos con BFS,

identificados adecuadamente por zona y grupo experimental.

Se seleccionaron 5-6 cortes de cada zona (SNpc y estriado) por cerebro, los cuales

se colocaron en placas de 24 pozos con BFS, después se realizaron 3 lavados a

temperatura ambiente con BFS-Tritón (BFS-T) 0.4% durante 10 minutos. Después,
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se  incubaron  con  H2O2  al  3%  en  PBS-T  durante  10  minutos  para  eliminar  la

peroxidasa endógena y se realizaron 3 lavados con BFS-T durante 10 minutos cada

uno. Luego, se bloqueó con suero de cabra al 5% durante 10 minutos y ahí mismo,

se incubaron los tejidos con el anticuerpo primario Anti-TH rabbit (diluido 1:500 en

solución de bloqueo, Santa Cruz, sc-25269) durante 24 horas a 4°C con agitación

constante,  pasado  este  tiempo;  se  realizaron  3  lavados  con  BFS-T  durante  10

minutos cada uno, se incubaron los tejidos con el anticuerpo secundario biotinilado

goat anti-mouse (Vector, dilución 1:500) por 90 minutos en agitación constante y se

realizaron  3  lavados  a  temperatura  ambiente  con  BFS-T  durante  10  minutos.

Posteriormente,  se  incubaron  los  tejidos  con  estreptavidina  acoplada  a  HRP

(Invitrogen,  dilución  1:5000)  durante  90  minutos  en  agitación  constante  y  se

realizaron 3 lavados con BFS-T durante 10 minutos cada uno. A continuación, se

reveló con 1 mL de diaminobenzidina (Sigma, 50 mg/100 mL) y 10 μL de H2O2 al

30% por cada pozo, durante 30 minutos. Se retiró la solución y se añadió BFS para

detener  la  reacción  colorimétrica,  se  colocaron  los  tejidos  en  portaobjetos

gelatinizados y  se dejaron secar  durante  24 horas.  Finalmente,  se  deshidrataron

con  soluciones  de  etanol  80,  90  y  100%,  xilol:etanol  50:50  y  xilol  100%,

inmediatamente  después  se  añadieron  200  μL  del  medio  de  montaje  Entellan

(Merck, Cat. 1.07960), se cubrieron con cubreobjetos de 24 x 60 mm y se dejaron

secar por 24 horas.

Conteo neuronal

La  cuantificación  se  realizó  por  dos  métodos;  densidad  óptica  y  conteo  manual.

Para la  densidad óptica,  se observaron las muestras en un estereoscopio (Leica

EZ4) y se tomaron fotografías y cuantificación en objetivos 0.8-1.25X para obtener

imágenes del tejido completo y 2.0X para cuantificar cada lado. 

Para la cuantificación por densidad óptica se seleccionaron imágenes de 5-7 cortes

por cada cerebro, en estas imágenes se identificó la SNpc con ayuda del Atlas de

Paxinos & Watson (2009).  Posteriormente,  se analizaron con el  programa Image

Studio  lite  Versión  5.2  con  ayuda  de  la  herramienta  “draw  elipse”  a  diferentes
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tamaños  según  la  anterioridad  identificada.  Se  recopilaron  los  datos  de  “Signal”,

“Area” y “Background” de cada uno de los lados de los cortes.

Para el método de conteo manual, se tomaron fotografías con un microscopio Motic

BA310E  acoplado  a  una  cámara  digital  Motic  285A,  con  el  objetivo  10X.  Se

seleccionaron  imágenes  de  5-7  cortes  por  cada  cerebro  de  rata.  Se  identificó  la

SNpc con ayuda del  Atlas  de Paxinos  & Watson (2009)  y  con la  herramienta  de

dibujo libre se marcó y contó cada una de las neuronas por cuadrantes, las cuales

fueron registradas y sumadas para tener el número de neuronas por lado (IL o CL)

de cada rebanada. 

Inmunofluorescencia

Bajo  anestesia  con  isoflurano,  los  animales  fueron  perfundidos  con  PFA  al  4%

preparado en BF (Buffer Fosfato), perfundidos a través de la aorta ascendente. La

sección de la médula espinal L4-L6 se extrajo y se postfijó en PFA al 4% durante 30

min. Dos días después, la médula espinal se transfirió a sacarosa al 30% preparada

en  BFS  para  su  crioprotección  a  4ºC.  Los  tejidos  se  seccionaron  (40  µm  de

espesor), se recolectaron en 5 series cada 200 µm y se procesaron para realizar la

inmunofluorescencia. Las secciones del tejido se incubaron en BFS con Tritón X-

100 al 0.5% durante 20 min a temperatura ambiente.

Posteriormente,  las  secciones  se  incubaron  en  BFS  0.1  M  con  un  coctel  de

anticuerpos: i) monoclonal primario de conejo contra NFκB p65 (1:500, Cat# 3033,

Cell Signaling Technology), ii) monoclonal de ratón contra la proteína ácida fibrilar

glial  (GFAP,  1:400,  Cat#  3670  Cell  Signaling  Technology)  iii)  policlonal  de  pollo

contra NeuN (1:500;  Cat# Ab134014,  Abcam) iiii)  policlonal  de cabra contra Iba1

(1:5000, Cat# Ab107159, Abcam) durante 24 h a 4°C. Después de la incubación, las

secciones se lavaron durante 5 min con BFS 0.1 M y se incubaron en un segundo

cóctel de anticuerpos secundarios: i) burro anti-conejo Alexa Fluor 647 (1:300, Cat#

A31573, ThermoFisher Scientific), ii) burro anti-cabra Alexa Fluor 555 (1:300, Cat#

A21432, ThermoFisher Scientific), iii) burro anti-ratón Alexa Flour 350 (1:300, Cat#

A10035, ThermoFisher Scientific) y iiii) burro anti-pollo FITC (1:125) durante 24 h a
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4°C protegido de la luz. Después de la incubación, las secciones se lavaron durante

5 minutos con BFS 0.1 M. Para su conservación y observación en el microscopio de

epifluorescencia el tejido se deshidrato utilizando un tren de deshidratación. Para

cuantificar  la  expresión  de  NeuN,  NFkB-p65,  GFAP  e  Iba1  en  la  sección  de  la

médula  espinal  L4-L6,  contamos  el  número  de  células  fluorescentes  con  la

herramienta  de  dibujo  libre  Paint,  se  marcó  y  contó  cada  una  de  células  por

cuadrantes, las cuales fueron registradas y sumadas para obtener el número total.

Como  control  de  pegado  inespecífico  (control  negativo)  de  los  anticuerpos

secundarios utilizados en nuestro estudio, también se realizó inmunotinción de la

misma forma, pero sin anticuerpos primarios, para un control negativo.

Las imágenes se obtuvieron y capturaron utilizando un microscopio confocal LSM

780 DUO con platina motorizada (Carl Zeiss) y software versión 4.2 (Carl Zeiss) con

25 X/0.8, 40 X/1.3 y objetivo de inmersión en aceite, utilizando el láser de argón de

488 nm para excitar. Alexa Fluor 488, y láser de diodo de 561 nm para Alexa Fluor

555 y emisión de láser HeNe a 476 nm. Los intervalos de sección estenopeica y z

se  mantuvieron  constantes  para  todas  las  imágenes.  Todos  los  casos  de  25-35

secciones ópticas z de 0,5-1 μm de espesor se obtuvieron del tejido de 40 μm de

espesor para cada pila de imágenes. Se adquirieron secciones ópticas a un tamaño

digital de 1024 x 1024 píxeles y se promediaron 4 veces para reducir el ruido, y se

generaron  imágenes  de  epifluorescencia  con  un  microscopio  de  fluorescencia

motorizado invertido Olympus IX81 (Olympus Latin America, Inc, Florida, FL, EE.

UU.). Utilizando una lámpara de Xenón (módulo Cell-R DSU, Olympus) conectada

al microscopio con una fibra óptica. También se obtuvieron imágenes digitales de

mayor potencia (100X) asistidas por computadora de neuronas marcadas utilizando

una  cámara  CCD digital  ORCA®-R2 (Hamamatsu  Photonics  K.K.  Japón),  con  el

software de imágenes xCellence-RT, v1.2 (Olympus Soft Imaging Solution GmbH,

Alemania). En todos los casos, se importó una imagen de proyección bidimensional

en formato de archivo de imagen de etiqueta y se utilizó para componer las figuras

de  paneles  múltiples.  Además,  se  realizó  una  proyección  ortogonal  mediante

secciones ópticas.
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Diseño experimental

Para establecer si la inyección con 6-OHDA en ratas indujo la EP, se hicieron las

siguientes pruebas 1) la prueba de comportamiento de giro se evaluó como índice

de desequilibrio dopaminérgico 15 días después de la cirugía estereotáxica, 2) la

prueba  del  cilindro  se  evaluó  como  un  indicador  de  asimetría  motora  14  días

después  de  la  inyección  de  6-OHDA  en  SNpc  (Figura  1).  Para  evaluar  si  la

administración intraperitoneal subaguda (10 días) post-tratamiento con PPX podía

revertir  la  alodinia  y  la  hiperalgesia,  se  administró  a  las  ratas  PPX  (1  y  3

mg/kg/i.p./día) o vehículo (SS al 0.9%). 

La alodinia táctil y la hiperalgesia mecánica se evaluaron de forma subaguda (0-10

días). Finalmente, al trigésimo día, las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital

(200 mg/kg/i.p.) y perfundidas con PFA al 4% (Figura 1). La médula espinal L4-L6 y

el cerebro se transfirió a sacarosa al 30%. Se obtuvieron secciones de la médula

espinal  L4-L6  (40  µm  de  espesor)  mediante  un  microtomo  Leica  SM  2000  y

secciones  de  la  SNpc  y  el  estriado,  se  almacenaron  en  BFS  (pH  7,4)  para

evaluaciones inmunofluorescentes GFAP, Iba1 y NFkB-p65 o inmunohistoquímicas

para tirosina hidroxilasa (TH).

Análisis estadístico para alodinia, hiperalgesia, prueba de cilindro, prueba de

giro, inmunnohistoquímica e inmunofluorescencia

Todos los datos se expresan como media ± error estándar de la media (SEM). Se

utilizó Prism (versión 8.0.1 GraphPad Software, San Diego, CA) para la producción

de gráficos y análisis estadísticos. Para el umbral de retirada de la pata del 50%

(alodinia) o el número de respuestas de retirada de la pata trasera (hiperalgesia),

los datos se analizaron estadísticamente utilizando un ANOVA de dos vías, seguido

de una prueba post hoc de Bonferroni. Los datos se consideraron significativamente

diferentes cuando P < 0.05. Los datos de inmunohistoquímica se expresan como la

media ± S.E.M. para 3-6 animales; las diferencias se consideraron significativas con

una  P  <  0.05  en  comparación  con  el  grupo  sham  (ANOVA  una  vía  seguido  de
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prueba de Tukey). Se uso el programa estadístico Sigma Plot 12.0. Los datos de

inmunofluorescencia,  prueba  de  cilindro  y  prueba  de  giro  se  analizaron  con  un

análisis de varianza de una vía (ANOVA) seguido de la prueba post hoc de Tukey. 

Figura 1. Esquema de trabajo del curso temporal de la administración de PPX o vehículo,

así como de la evaluación de las conductas motoras y las conductas nociceptivas.
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8. RESULTADOS

Validación de la lesión unilateral de la SNpc en el modelo de la EP inducida

con 6-OHDA

Los  animales  lesionados  unilateralmente  con  6-OHDA  presentaron  rotación

asimétrica hacia el lado CL (492.15 ± 7.62 giros en 1 hora) respecto a los animales

no  lesionados  los  cuales  no  presentaron  giros  (Figura  2).  Por  otra  parte,  los

animales lesionados con 6-OHDA presentaron un menor uso del miembro anterior

CL a la lesión de 21.32% (Figura 3B), al igual que el uso de ambas patas 18.63%

(Figura  3C),  en  comparación  con  el  grupo  sham.  Utilizando  mayoritariamente  el

miembro anterior IL a la lesión 60.05% (Figura 3A).
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Figura 2. Resultados de la prueba de conducta de giros posterior a la administración de

apomorfina 1 mg/kg/s.c. en ratas, 15 días después de la lesión unilateral con 6-OHDA (16

μg/μl). F (1.35) = 282.3, *P ≤ 0.0001 comparado con el grupo sham, seguido de la prueba

post-hoc de Bonferroni.
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Figura 3. Resultados de la prueba de cilindro en el grupo de 6-OHDA, IL 60.05% (A), CL

21.32% (B)  y  AB  18.63% (C),14  días  posteriores  a  la  lesión  unilateral  con  6-OHDA (16

μg/μl).  ANOVA de 1 vía;  F (5,105)  = 368.1,  *P ≤ 0.0001 comparado con el  grupo sham,

seguido de Tukey; posterior a la lesión.  

Efecto  antialodínico  y  antihiperalgésico  inducido  por  el  tratamiento

intraperitoneal subagudo (10 días) de PPX en ratas lesionadas con 6-OHDA

Los animales lesionados unilateralmente con 6-OHDA disminuyeron el 50% de la

respuesta  del  umbral  de  retirada  de  la  pata.  Además,  la  administración

unilateralmente con 6-OHDA indujo hiperalgesia mecánica en ambas patas. 

La administración intraperitoneal subaguda (10 días) de PPX (1 y 3 mg/kg), pero no

el vehículo, incrementó el umbral de retiro de la pata IL (ANOVA de 2 vías; F (4.297)

= 1740, P ˂ 0.0001, seguido por la prueba post-hoc de Bonferroni) y CL (ANOVA de

2 vías; F (4.297) = 4050, P ˂ 0.0001, seguido por la prueba post-hoc de Bonferroni)

de manera dosis  dependiente,  lo  que se interpretó como un efecto antialodínico.

Además, el tratamiento subagudo con PPX a la dosis de 1 y 3 mg/kg/día/i.p. indujo

un  efecto  antialodínico  a  partir  de  cuarto  y  octavo  día  de  la  administración,

respectivamente, y revirtió la alodinia a partir de séptimo día en la pata ipsilateral

(Figura 4A) y contralateral (Figura 4B).
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Figura  4.  Efecto  de  PPX  (1  y  3  mg/kg/i.p.)  sobre  la  alodinia  táctil  inducida  por  la

administración de 6-OHDA (16 μg/μl) evaluado en la pata IL obteniendo un aumento a partir

del día 4 (A) y pata CL obteniendo un aumento a partir del día 4 (B) comparado con los

grupos naïve, sham y vehículo. Los valores se expresan como la media ± S.E.M. para 6

animales.  IL (ANOVA de 2 vías;  F (4.297) = 1740, *P ˂ 0.0001 comparado con el  grupo

vehículo, seguido de la prueba post-hoc de Bonferroni) y CL (ANOVA de 2 vías; F (4.297) =

4050,  *P ˂  0.0001 comparado con el  grupo vehículo,  seguido de la  prueba post-hoc de

Bonferroni) con respecto al grupo sham, lo que es indicativo de inducción de alodinia táctil.

Por otro lado, la administración intraperitoneal subaguda (10 días) de PPX (1 y 3

mg/kg), pero no el vehículo, disminuyó el número de respuestas de retirada de la

pata  trasera  IL  (ANOVA de 2  vías;  F  (4.297)  =  719.5,  P  ˂  0,0001,  seguido de la

prueba post-  hoc de Bonferroni)  y  CL (ANOVA de 2 vías;  F (4.297)  = 617.4,  P ˂

0,0001,  seguido  de  la  prueba  post-hoc  de  Bonferroni)  de  manera  dosis

dependiente, lo que se interpretó como un efecto antihiperalgésico. Las dosis de 1 y

3 mg/kg/día vía i.p. revirtieron la hiperalgesia inducida por la lesión unilateral con 6-

OHDA en la SNpc a partir de los cinco días de la administración, manteniendo el

efecto  antihiperalgésico  durante  10  días  en  la  pata  ipsilateral  (Figura  5A)  y

contralateral (Figura 5B).
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Figura 5. Efecto de PPX (1 y 3 mg/kg/i.p.) sobre la hiperalgesia mecánica inducida por la

administración de 6-OHDA (16 μg/μl) evaluado en la para IL obteniendo una disminución a

partir del día 5 (A) y CL obteniendo una disminución a partir del día 5 (B) comparado con los

grupos naïve, sham y vehículo. Los valores se expresan como la media ± S.E.M. para 6

animales. IL (

ANOVA de  dos  vías;  F  (4.297)  =  719.5,  *P  ˂  0.0001  comparado  con  el  grupo  vehículo,

seguido por la prueba post-hoc de Bonferroni) y CL (ANOVA de 2 vías; F (4.297) = 617.4, *P

˂ 0,0001 comparado con el grupo vehículo, seguido de la prueba post-hoc de Bonferroni).

Las  ratas  presentaron  un  aumento  bilateral  en  la  respuesta  de  retiro  de  la  pata  tras  la

aplicación  del  filamento  de  von  Frey  (250  mN),  lo  que  es  indicativo  de  inducción  de

hiperalgesia mecánica. 

Se  obtuvo  un  20.21  del  %MEP  en  la  disminución  del  número  de  respuestas  de

retirada de la pata trasera IL  (Figura 6A) y un 16.59 del %MEP en la disminución del

número  de  respuestas  de  retirada  de  la  pata  trasera  CL  (Figura  6B)  tras  la

administración intraperitoneal subaguda (10 días) de PPX 1 mg/kg; se obtuvo un

53.48 del %MEP en la disminución del número de respuestas de retirada de la pata

trasera  IL  (Figura  6A)  y  un  62.53  del  %MEP  en  la  disminución  del  número  de

respuestas  de  retirada  de  la  pata  trasera  CL  (Figura  6B)  después  de  la

administración intraperitoneal subaguda (10 días) de PPX 3 mg/kg. Asimismo, se

demostró un 25.47 del MEP en la disminución del número de respuestas de retirada

de la pata trasera IL (Figura 6C) y un 25.78 del %MEP en la disminución del número

de respuestas de retirada de la pata trasera CL (Figura 6D) tras la administración
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intraperitoneal subaguda (10 días) de PPX 1 mg/kg. Finalmente, se obtuvo un 67.37

del  %MEP  en  la  disminución  del  número  de  respuestas  de  retirada  de  la  pata

trasera  IL  (Figura  6C)  y  un  77.90  del  %MEP  en  la  disminución  del  número  de

respuestas  de  retirada  de  la  pata  trasera  CL  (Figura  6D)  tras  la  administración

intraperitoneal subaguda (10 días) de PPX 3 mg/kg.
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Figura 6. Porcentaje del máximo efecto posible (MEP) de PPX (1 y 3 mg/kg/i.p.) sobre la

alodinia táctil en la pata IL obteniendo una reducción significativa con la dosis de 3 mg/kg

(A) y CL obteniendo una reducción significativa con la dosis de 3 mg/kg (B) y la hiperalgesia

mecánica en la pata IL obteniendo una reducción significativa con la dosis de 3 mg/kg (C) y

CL  obteniendo  una  reducción  significativa  con  la  dosis  de  3  mg/kg  (D)  inducidas  por  la

administración de 6-OHDA (16 μg/μl) comparado con los grupos naïve, sham y vehículo.

Los valores se expresan como la media ± S.E.M. para 6 animales. Alodinia e hiperalgesia IL

(ANOVA de 1 vía; *P ˂ 0.0001 comparado con el grupo vehículo, seguido de Tukey) y CL

(ANOVA de 1 vía; *P ˂ 0,0001 comparado con el grupo vehículo, seguido de Tukey).
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Inmunohistoquímica

En cuanto a la cuantificación por densidad óptica (figura 7), para el grupo sham se

obtuvieron  valores  de  18.42  (IL)  y  19.12  (CL),  sin  encontrar  diferencia

estadísticamente significativa (P = 0.822) entre los lados, en cambio, para el grupo 6

-OHDA se obtuvieron valores de 0.35 para IL y de 1.56 para el lado CL, encontrando

diferencia estadísticamente significativa (*P = 0.002) entre ambos lados.
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Figura  7.  Análisis  de  densitometría  óptica  TH de SNpc del  grupo sham  y  6-OHDA.  Los

datos se expresan como la media ± S.E.M. para 3 animales; *P < 0,001 en comparación con

el grupo simulado (ANOVA de 1 o 2 vías seguido de la prueba de Tukey).

Para  la  cuantificación  por  conteo  neuronal  (Figura  8),  se  encontraron  valores  de

487.33  (IL)  y  499.67  (CL)  para  el  grupo  sham,  sin  encontrar  diferencia

estadísticamente significativa (P =0.9897) entre los lados; en cambio, para el grupo

6-OHDA se obtuvieron valores de 178 para el lado IL y de 356.57 para el lado CL,

encontrando  diferencia  estadísticamente  significativa  (*P  =  0.0105)  entre  ambos

lados.
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Figura 8. Número de neuronas TH+ en SNpc. Análisis de la inmunoreactividad a TH por 

conteo neuronal en la SNpc del grupo sham y 6-OHDA. Los datos se expresan como la 

media ± S.E.M. para 3 animales; *P < 0,001 en comparación con el grupo simulado 

(ANOVA de 1 o 2 vías seguido de la prueba de Tukey).

En general, las ratas que recibieron inyección unilateral de 6-OHDA, mostraron una

pérdida significativa de células positivas a TH en la SNpc del lado donde se realizó

la lesión, a diferencia de aquellas ratas que habían recibido inyección del vehículo

(Figura 9), con un promedio de pérdida del ~80% de neuronas (Figura 8).

Figura 9. Inmunotinción representativa de TH del estriado grupo sham (A) y 6-OHDA (C), y

de la  SNpc grupo sham  (B)  y  6-OHDA (D)  de las ratas lesionadas y no lesionadas con

inyección de 6-OHDA (16 µg/µl) en la SNpc. Barra de escala = 1mm.
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PPX revirtió la expresión de astrocitos y microglía inducida por 6-OHDA

GFAP  e  Iba1  se  analizaron  por  inmunofluorescencia,  donde  la  tinción  de  GFAP

reflejó  astrogliosis  (Eng  et  al.,  2000),  mientras  que  la  tinción  de  Iba1  reflejó

microgliosis (Ito et al., 1998). Treinta días posteriores a la lesión unilateral con 6-

OHDA se presentó un aumento en la inmunotinción de GFAP en el asta dorsal de la

médula  espinal  L4-L6  (Figura  16).  Además,  la  lesión  con  6-OHDA  indujo  un

aumento en el número de células positivas a GFAP en cada capa de el asta dorsal

(Figura  10,  11,  12,  13,  14,  15,  su  estadística  se  muestra  en  la  tabla  1).

Interesantemente, el número de células de la inmunotinción de GFAP fue revertido

por PPX 3 mg/kg en el asta dorsal espinal IL y CL en todas las capas (Figura 10, 11,

12, 13, 14, 15, su estadística se muestra en la tabla 1).
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Número de células de GFAP, NFkB-p65 e Iba1 de la capa 1 de el asta dorsal de

la médula espinal lumbar L4-L6
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Figura 10. Número de células de inmunotinción de GFAP (A, D, G), NFkB-p65 (B, E, H) e

Iba1 (C, F, I)  en la capa 1 L4, L5 y L6 de el  asta dorsal médula espinal lumbar IL y CL.

Grupos  experimentales  N:  naïve,  S:  sham,  V:  Vehículo,  P:  Pramipexol.  Los  datos

representan la media ± SEM (n=3), ANOVA 1 vía. Tukey *P ≤ 0.01 en comparación con el

grupo 6-OHDA y #P ≤ 0.01 en comparación con el grupo sham. 
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Número de células de GFAP, NFkB-p65 e Iba1 de la capa 2 de el asta dorsal de

la médula espinal lumbar L4-L6
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Figura 11. Número de células de inmunotinción de GFAP (A, D, G), NFkB-p65 (B, E, H) e

Iba1 (C, F, I)  en la capa 2 L4, L5 y L6 de el  asta dorsal médula espinal lumbar IL y CL.

Grupos  experimentales  N:  naïve,  S:  sham,  V:  Vehículo,  P:  Pramipexol.  Los  datos

representan la media ± SEM (n=3), ANOVA 1 vía. Tukey *P ≤ 0.01 en comparación con el

grupo 6-OHDA y #P ≤ 0.01 en comparación con el grupo sham. 
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Número de células de GFAP, NFkB-p65 e Iba1 de la capa 3 de el asta dorsal de

la médula espinal lumbar L4-L6
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Figura 12. Número de células de inmunotinción de GFAP (A, D, G), NFkB-p65 (B, E, H) e

Iba1 (C, F, I)  en la capa 3 L4, L5 y L6 de el  asta dorsal médula espinal lumbar IL y CL.

Grupos  experimentales  N:  naïve,  S:  sham,  V:  Vehículo,  P:  Pramipexol.  Los  datos

representan la media ± SEM (n=3), ANOVA 1 vía. Tukey *P ≤ 0.01 en comparación con el

grupo 6-OHDA y #P ≤ 0.01 en comparación con el grupo sham. 



33

Número de células de GFAP, NFkB-p65 e Iba1 de la capa 4 de el asta dorsal de

la médula espinal lumbar L4-L6
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Figura 13. Número de células de inmunotinción de GFAP (A, D, G), NFkB-p65 (B, E, H) e

Iba1 (C, F, I)  en la capa 4 L4, L5 y L6 de el  asta dorsal médula espinal lumbar IL y CL.

Grupos  experimentales  N:  naïve,  S:  sham,  V:  Vehículo,  P:  Pramipexol.  Los  datos

representan la media ± SEM (n=3), ANOVA 1 vía. Tukey *P ≤ 0.01 en comparación con el

grupo 6-OHDA y #P ≤ 0.01 en comparación con el grupo sham. 
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Número de células de GFAP, NFkB-p65 e Iba1 de la capa 5 de el asta dorsal de

la médula espinal lumbar L4-L6

N S V P N S V P
0

5

10

15

L4
 C

ap
a 

5
N

úm
er

o 
de

 c
él

ul
as

 G
FA

P

IL CL

#

*
N S V P N S V P

0

5

10

15

L4
 C

ap
a 

5
N

úm
er

o 
de

 c
él

ul
as

 N
Fk

B

IL CL

#
#

*

N S V P N S V P
0

5

10

15

L4
 C

ap
a 

5
N

úm
er

o 
de

 c
él

ul
as

 Ib
a1

IL CL

N S V P N S V P
0

5

10

15

L5
 C

ap
a 

5
N

úm
er

o 
de

 c
él

ul
as

 G
FA

P

IL CL

#

*

#

*
N S V P N S V P

0

5

10

15

L5
 C

ap
a 

5
N

úm
er

o 
de

 c
él

ul
as

 N
Fk

B

IL CL

#

*

#

*

N S V P N S V P
0

5

10

15

L5
 C

ap
a 

5
N

úm
er

o 
de

 c
él

ul
as

 Ib
a1

IL CL

*

N S V P N S V P
0

5

10

15

L6
 C

ap
a 

5
N

úm
er

o 
de

 c
él

ul
as

 G
FA

P IL CL

#

*

#

*
N S V P N S V P

0

5

10

15

L6
 C

ap
a 

5
N

úm
er

o 
de

 c
él

ul
as

 N
Fk

B

IL CL

#

*

#

*

N S V P N S V P
0

5

10

15

L6
 C

ap
a 

5
N

úm
er

o 
de

 c
él

ul
as

 Ib
a1

IL CL

A B C

D E F

G H I

Figura 14. Número de células de inmunotinción de GFAP (A, D, G), NFkB-p65 (B, E, H) e

Iba1 (C, F, I)  en la capa 5 L4, L5 y L6 de el  asta dorsal médula espinal lumbar IL y CL.

Grupos  experimentales  N:  naïve,  S:  sham,  V:  Vehículo,  P:  Pramipexol.  Los  datos

representan la media ± SEM (n=3), ANOVA 1 vía. Tukey *P ≤ 0.01 en comparación con el

grupo 6-OHDA y #P ≤ 0.01 en comparación con el grupo sham. 
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Número de células de GFAP, NFkB-p65 e Iba1 de la capa 6 de el asta dorsal de

la médula espinal lumbar L4-L6
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Figura 15. Número de células de inmunotinción de GFAP (A, D, G), NFkB-p65 (B, E, H) e

Iba1 (C, F, I)  en la capa 6 L4, L5 y L6 de el  asta dorsal médula espinal lumbar IL y CL.

Grupos  experimentales  N:  naïve,  S:  sham,  V:  Vehículo,  P:  Pramipexol.  Los  datos

representan la media ± SEM (n=3), ANOVA 1 vía. Tukey *P ≤ 0.01 en comparación con el

grupo 6-OHDA y #P ≤ 0.01 en comparación con el grupo sham. 
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GFAP Iba1 NFkB-p65

L4 L5 L6 L4 L5 L6 L4 L5 L6

Capa 1 IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.114) = 

9.981, P ˂ 

0,0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.99) = 

3.045, P ˂ 

0.03

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.85) = 

34.28, P ˂ 

0,0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(7.176) = 

30.77, P ˂ 

0,0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.66) = 

33.01, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.64) = 

43.32, P ˂ 

0.0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.112) = 

18.46, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.118) = 

15.98, P ˂ 

0.0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.92) = 

8.827, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.91) = 

8.555, P ˂ 

0.0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.56) = 

6.035, P ˂ 

0.0012; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.56) = 

9.017, P ˂ 

0.0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.153) = 

36.84, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.160) = 

31.74, P ˂ 

0.0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.129) = 

54.96, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.130) = 

59.80, P ˂ 

0.0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.102) = 

156.5, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.103) = 

173.3, P ˂ 

0.0001

Capa 2 IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.116) = 

7.153, P ˂ 

0,0002; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.99) = 

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.85) = 

24.47, P ˂ 

0,0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.91) = 

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.66) = 

16.87, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.64) = 

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.112) = 

25.13, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.118) = 

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.92) = 

11.20, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.91) = 

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.56) = 

3.013, P ˂ 

0.03; CL: 

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.56) = 

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.153) = 

31.42, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.160) = 

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.129) = 

39.20, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.130) = 

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.103) = 

145.9, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.105) = 

Tabla 1. Estadística de las figuras 10, 11, 12, 13, 14 y 15 correspondientes a la cuantificación de la expresión de GFAP, Iba1 y NFkB-p65.
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1.993, P ˂ 

0.12

16.63, P ˂ 

0,0001

25.78, P ˂ 

0.0001

13.72, P ˂ 

0.0001

6.155, P ˂ 

0.0007

2.506, P ˂ 

0.06

34.27, P ˂ 

0.0001

69.00, P ˂ 

0.0001

138.7, P ˂ 

0.0001

Capa 3 IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.116) = 

9.225, P ˂ 

0,0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.135) = 

2.85, P ˂ 

0.04

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.85) = 

19.84, P ˂ 

0,0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.91) = 

10.34, P ˂ 

0,0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.66) = 

13.43, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.67) = 

17.74, P ˂ 

0.0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.112) = 

20.37, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.118) = 

24.31, P ˂ 

0.0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.92) = 

5.124, P ˂ 

0.0024; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.91) = 

3.828, P ˂ 

0.0124

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.56) = 

2.569, P ˂ 

0.0634; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.56) = 

1.981, P ˂ 

0.1272

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.153) = 

28.66, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.160) = 

33.09, P ˂ 

0.0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.132) = 

55.42, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.133) = 

70.70, P ˂ 

0.0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.99) = 

109.4, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.99) = 

83.32, P ˂ 

0.0001

Capa 4 IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.116) = 

8.779, P ˂ 

0,0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.99) = 

2.578, P ˂ 

0.05

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.85) = 

13.41, P ˂ 

0,0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.91) = 

11.17, P ˂ 

0,0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.66) = 

8.321, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.64) = 

24.55, P ˂ 

0.0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.112) = 

24.78, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.118) = 

13.38, P ˂ 

0.0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.92) = 

4.667, P ˂ 

0.0044; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.91) = 

1.811, P ˂ 

0.1507

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.56) = 

5.014, P ˂ 

0.0038; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.56) = 

1.936, P ˂ 

0.1342

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.153) = 

24.18, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.160) = 

32.14, P ˂ 

0.0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.129) = 

66.75, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.130) = 

51.53, P ˂ 

0.0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.102) = 

52.79, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.108) = 

31.25, P ˂ 

0.0001
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Capa 5 IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.116) = 

11.89, P ˂ 

0,0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.99) = 

5.871, P ˂ 

0.001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.85) = 

6.512, P ˂ 

0,0005; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.91) = 

14.15, P ˂ 

0,0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.66) = 

10.26, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.64) = 

20.16, P ˂ 

0.0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.112) = 

1.849, P ˂ 

0.1425; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.118) = 

1.747, P ˂ 

0.1613

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.91) = 

6.624, P ˂ 

0.0004; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.91) = 

4.917, P ˂ 

0.0033

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.56) = 

11.11, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.56) = 

6.730, P ˂ 

0.0006

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.153) = 

24.26, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.160) = 

22.93, P ˂ 

0.0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.129) = 

52.39, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.130) = 

42.08, P ˂ 

0.0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.102) = 

41.56, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.103) = 

51.58, P ˂ 

0.0001

Capa 6 IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.116) = 

3.240, P ˂ 

0.02; CL: 

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.99) = 

4.303, P ˂ 

0.006

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.85) = 

1.538, P ˂ 

0.21; CL: 

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.91) = 

1.646, P ˂ 

0.18

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.66) = 

1.308, P ˂ 

0.28; CL: 

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.64) = 

2.624, P ˂ 

0.05

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.112) = 

3.088, P ˂ 

0.0301; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.118) = 

0.9959, P ˂

0.3974

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.91) = 

8.188, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.91) = 

9.308, P ˂ 

0.0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.57) = 

17.50, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(4.67) = 

5.203, P ˂ 

0.0010

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.153) = 

25.28, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.160) = 

21.59, P ˂ 

0.0001

IL: ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.129) = 

29.69, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.130) = 

21.39, P ˂ 

0.0001

IL:  ANOVA 

de 1 vía; F 

(3.102) = 

46.62, P ˂ 

0.0001; CL:

ANOVA de 

1 vía, F 

(3.102) = 

45.19, P ˂ 

0.0001
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Estos resultados (Figura 10, 11, 12, 13, 14, 15, su estadística se muestra en la tabla

1) indicaron que PPX podría restaurar la expresión de la astrogliosis inducida por 6-

OHDA en el asta dorsal de la médula espinal lumbar. Por el contrario, posterior a la

administración de PPX 3 mg/kg, la inmunotinción de Iba1 no presentó cambios en el

número de células, pero si en la morfología en las capas de la médula espinal L4-L6

30  días  después  de  la  lesión  con  6-OHDA  (Figuras  10,  11,  12,  13,  14  y  15,  su

estadística se muestra en la tabla 1).

Para determinar qué tipo celular incrementó la expresión de NFkB-p65 en el asta

dorsal  espinal  L4-L6  de  las  ratas  lesionadas  con  6-OHDA,  se  realizó  una  triple

tinción mediante el  uso de anticuerpos específicos para NFkB-p65, GFAP e Iba1

(Figura  17).  La  intensidad  de  la  fluorescencia  y  la  cuantificación  del  número  de

inmunotinciones  de  GFAP,  Iba1  y  NFkB-p65  revelaron  que  los  astrocitos,  y  la

microglía,  se activaron en el  dorso espinal  IL  y  CL (L4-L6),  siguiendo a las ratas

lesionadas  con  6-OHDA  la  expresión  de  NFkB-p65  aumentó  principalmente  en

astrocitos y en la microglía (Figura 17).

Treinta  días  después  de  la  lesión  de  los  animales  con  6-OHDA  se  observó  un

aumento en el tamaño de los cuerpos celulares de microglía (Figura 18 y 19). Para

determinar  si  PPX  puede  modular  la  activación  de  NFkB-p65  en  células  gliales

(astrocitos y microglía) en animales lesionados con 6-OHDA, se analizaron células

positivas para inmunotinción de NFkB-p65 en L4.  Se realizó una triple tinción de

NFkB-p65, GFAP e Iba-1 (Figura 18A-P) en el asta dorsal de la médula espinal L6

de  las  ratas  con  lesión  de  6-OHDA  (Figura  18A-P).  La  expresión  de  NFkB-p65

aumenta  principalmente  en  astrocitos  (Figura  19A4  y  A4´),  pero  no  en  microglía

(Figura 19B4 y B4´).
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Figura 16. Fotomicrografías de epifluorescencia para NeuN, Iba1, GFAP y NFkB-p65 en el

asta dorsal de la médula espinal lumbar. Grupos experimentales naïve, sham, 6-OHDA y

PPX.

PPX
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Figura 17. Fotomicrografías en microscopía confocal, representativas de secciones de el

asta dorsal de la médula espinal lumbar L4-L6 por inmunofluorescencia, teñido para Iba1

(microglía) (A, E, I,  M), GFAP (astrocitos) (C, G, K, O) y NFkB-p65 (B, F, J, N) al día 30

después de la lesión unilateral con 6-OHDA y lesiones subagudas (10 días) postratamiento

con PPX (3 mg/kg/i.p./día) Se observan los efectos de 6-OHDA y PPX en la expresión de

Iba1, GFAP y NFkB-p65. En el merged de las fotomicrografías, se muestra la colocalización

de las células Iba1 y NFkB-p65 (H) y de las células GFAP y NFkB-p65 (H). Barra de escala

= 50 µm.
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Figura 18. Amplificación de las capas III y IV del segmento L4 del cuerno de asta dorsal de

la médula espinal lumbar. Las líneas discontinuas muestran la separación entre las capas

en los grupos experimentales naïve, sham, 6-OHDA y 6-OHDA-PPX. Se notaron cambios

morfológicos  presentes  en  los  cuerpos  celulares  que  contienen  Iba1  en  los  diferentes

grupos (A,  E,  I,  M);  un aumento en el  número de GFAP en el  grupo 6-OHDA (K),  y una

disminución en el número de GFAP en el grupo 6-OHDA-PPX (O). En el merged (D, H, L, P)

en  el  grupo  6-OHDA  (L)  se  muestra  la  colocalización  entre  NFkB-p65  y  GFAP;  y

proximidades entre NFkB-p65 e Iba1. Objetivo 25x, tamaño de la pila; X = 212.55 µm, Y =

212.55 µm y Z = 19 µm.
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Figura 19. Imágenes representativas de 2 células (A, B) de 6-OHDA fusionada para Iba1

(A1, B1), NFkB-p65 (A2, B2) y GFAP (A3, B3); fusión y proyección ortogonal (A4, B4) en

microscopia  confocal.  Los  paneles  en  A4  muestran  una  vista  ortogonal  de  todas  las

secciones ópticas; los planos xz y yz muestran la colocalización entre NFkB-p65 y GFAP.

Los paneles en B4 muestran otra vista ortogonal de todas las secciones ópticas; los planos

xz y yz no muestran colocalización, pero sí proximidad entre Iba1 y NFkB-p65. Barra de

escala: 5 μm.
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9. DISCUSIÓN DE RESULTADOS

En  el  presente  trabajo,  los  resultados  validan  que  la  administración  unilateral

nigroestriatal en la SNpc con 6-OHDA (16 µg/µl), promovió la degeneración de las

neuronas  dopaminérgicas  generando  alodinia  táctil  e  hiperalgesia  mecánica

(Ungerstedt & Arbuthnott 1970; Gómez-Paz et al., 2018).  En el conteo de neuronas

positivas a TH por densidad óptica y neuronal  nos muestran una disminución de

alrededor del 80% de neuronas positivas a TH en las ratas que sufrieron la lesión

con la 6-OHDA. A diferencia de otros modelos, el modelo 6-OHDA induce la muerte

de neuronas dopaminérgicas en zonas específicas (Hernández-Baltazar, 2017), por

ello es de los más utilizados y es adecuado para reproducir la EP (Mendieta et al.,

2016, Kin et al., 2019). Además, este modelo resulta de utilidad para evaluar efectos

de fármacos antiparkinsonianos como levodopa y PPX.

Estudios previos realizados por  nuestro grupo de trabajo han demostrado que la

lesión unilateral con 6-OHDA en la SNpc afecta la vía dopaminérgica nigroestriatal,

promoviendo  el  desarrollo  de  las  sensaciones  dolorosas  como  la  alodinia  y  la

hiperalgesia (Romero-Sánchez et al., 2020).

La deficiencia motora se evaluó con pruebas motoras como la conducta de giro a

los 15 días y prueba de cilindro a los 14 días posteriores a la lesión. Dichas pruebas

fueron  realizadas  para  examinar  los  efectos  del  daño  derivado  de  la  lesión,  así

como confirmar la manifestación de la EP. Se contaron los giros y se determinó la

asimetría  de  uso  de  las  extremidades  anteriores  por  medio  de  las  pruebas  de

comportamiento rotacional y cilindro respectivamente. En la conducta de giros se

vieron  aumentadas  significativamente  las  rotaciones  CL  inducidas  por  la

administración  subcutánea  de  apomorfina,  obteniendo  un  promedio  de  492.15  ±

7.62 giros en 1 hora en el  grupo 6-OHDA (Figura 2).  Lo anterior,  coincide con lo

descrito por Ungerstedt y Arbuthnott sobre la pérdida dopaminérgica (Ungerstedt &

Arbuthnott, 1970).

La prueba del cilindro es otra prueba motora en la que a los 14 días posteriores a la

lesión se observa un incremento en el uso de la pata IL dentro de los 5 minutos de



45

análisis en ratas a las que se les generó la lesión con 6-OHDA. En contraste, en

ratas sham el uso de la pata CL fue mayor (Figura 3). Nuestros datos concuerdan

con  lo  descrito  por  Mendieta  y  colaboradores  (Mendieta  et al.,  2009;  Schallert,

2006).

La  administración  intraperitoneal  subaguda  de  PPX 1  y  3  mg/kg  (10  días)  como

tratamiento,  aumentó  el  50%  de  la  respuesta  del  umbral  de  retirada  de  la  pata

(Figuras 4,  6A, 6B) y redujo el  número de respuestas de retirada de la pata a la

aplicación del filamento de von Frey (26 g) en ambas patas (Figuras 5, 6C, 6D), lo

que  demuestra  que  el  PPX,  a  las  dos  concentraciones  evaluadas,  revierte  la

alodinia táctil e hiperalgesia mecánica en un modelo animal de EP.

El  tratamiento  con  PPX  ha  sido  evaluado  en  diferentes  modelos  de  dolor;  por

ejemplo,  se  encontró  que  el  postratamiento  sistémico  con  PPX  reduce  la

hiperalgesia  mecánica  y  la  alodinia  táctil  inducida  por  formalina  (Edwards  et  al.,

2022; Santamaría-Anzures et al., 2023). El postratamiento intraperitoneal con PPX

aumentó la latencia de retirada de la pata ante la estimulación térmica (Cao et al.,

2016). La administración repetida de PPX (4 días) bloquea la alodinia mecánica y

térmica inducida por reserpina en ratones (Martins et al., 2022). En conjunto, estos

datos  sugieren  que  el  postratamiento  sistémico  con  PPX  revierte  la  alodinia

mecánica  y  la  hiperalgesia  térmica,  inducida  por  reserpina  en  ratones,  que

presentan un dolor inflamatorio de larga duración y en la fibromialgia (Martins et al.,

2022). En modelos con 6-OHDA, el PPX también ha sido estudiado, por ejemplo el

postratamiento  subcutáneo  con  PPX  (10  días)  revirtió  la  alodinia  táctil  y  la

hiperalgesia mecánica (Romero-Sánchez et al., 2020).

El modelo de la EP con 6-OHDA, además de demostrar una pérdida de neuronas

dopaminérgicas a través de disminuir la expresión de TH y de inducir signos como

la alodinia y la hiperalgesia, genera un aumento de células gliales. Estudios previos

han demostrado que lesiones al SNC o periférico producen un aumento de células

gliales  como  astrocitos  y  microglía  en  la  médula  espinal  (L4-L5)  en  diferentes

modelos de dolor preclínico (Romero-Sandoval & Sweitzer, 2015). En un modelo de

dolor neuropático, se produjo la expresión de citocinas inflamatorias y el aumento
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de  Iba1  inducido  por  lesión  nerviosa  en  el  asta  dorsal  de  la  médula  espinal  L4

(Koshimizu et al., 2020).

La neuroinflamación está asociada con enfermedades neurodegenerativas como la

EP; ya que la microglía y los astrocitos son reguladores claves de las respuestas

inflamatorias en el sistema nervioso (Kwon & Koh, 2020). Aunque la glía es esencial

para la homeostasis en el SNC (Schwartz et al., 2013; Wyss-Coray y Mucke, 2002),

también la expresión de la microglía y los astrocitos se clasifica como neurotóxica y

su  disfunción  contribuye  a  la  neurodegeneración  de  muchas  enfermedades

incluyendo la EP (Kam et al., 2020). Se ha demostrado que muchos de los genes

relacionados  con  la  EP  también  se  expresan  en  células  gliales  y  en  neuronas

(Booth  et  al.,  2017;  Zhang  et  al.,  2016)  y  hay  evidencia  de  que  las  disfunciones

microgliales y astrocíticas contribuyen a la patogénesis y progresión de la EP. En un

modelo  estriatal  de  la  EP,  los  animales  inyectados  con  6-OHDA  mostraron  un

aumento  en  GFAP  inmunoreactivo  y  células  Iba1  positivas  en  comparación  con

animales control, 14 días después de la lesión (Campos et al., 2021).

Por  lo  tanto,  es  necesario  abordar  la  respuesta  inflamatoria  centrándonos en las

contribuciones de la microglía y los astrocitos. En nuestro estudio, se observó un

incremento en el número de células positivas para GFAP, lo cual no se observó para

la  proteína  Iba1,  en  células  de  el  asta  dorsal  de  la  médula  espinal  L4-L6,

expresándose con la misma intensidad de la capa 1 a la capa 6 en ratas lesionadas

con 6-OHDA (Figuras 10,11, 12, 13, 14, 15, su estadística se muestra en la tabla 1),

lo que puede implicar astrogliosis. 

En un modelo de dolor neuropático, se demostró microgliosis espinal después de

una lesión del nervio periférico y la microgliosis aumentó a los 2 y 3 días alcanzando

niveles máximos en 4 a 7 días (Chen et al., 2018; Echeverry et al., 2008). De igual

manera, al día 7 postcirugía con 6-OHDA en el cuerpo estriado de ratas macho, hay

un mayor número de células que expresan Iba1 (Patricio et al., 2019), lo que sugiere

una  proliferación  de  la  microglía  en  las  primeras  etapas  del  dolor  y  esta  no

permanece activa de manera subcrónica,  lo  que nos indica que la  relación entre

células  microgliales  activadas  puede  cambiar  en  función  de  la  progresión  de  la
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enfermedad neurodegenerativa. En otro estudio, Hong Mei Wang et al. en el 2013

demostró que las lesiones con 6-OHDA generan un aumento en la  expresión de

astrocitos. En cultivos primarios de astrocitos corticales de ratas Sprague-Dawley

se observa un mayor número de células de GFAP a la dosis de 30, 100 y 200 µm de

6-OHDA.  Los  astrocitos  tienen  un  papel  importante  en  el  proceso  de  dolor

persistente  (Li  Yunze  et  al.,  2020).  Esta  evidencia  podría  respaldar  nuestro

resultado, dado que la inmunofluorescencia de células que expresan GFAP e Iba1

se  procesaron  30  días  después  de  la  lesión  con  6-OHDA  (Figura  16)  y  se

correlacionó con la presencia de alodinia e hiperalgesia en ratas con EP. Park y sus

colaboradores no observaron ningún cambio en los astrocitos y la microglía de las

astas dorsales en la médula espinal después del tratamiento con 1-metil-4-fenil-1, 2,

3, 6-tetrahidropiridina (MPTP) (Park Jihye et al., 2015). Sin embargo, Mi Eun Kim et

al. en 2016 demostraron la expresión glial en el modelo del EP inducido por MPTP y

se observó una reducción de astrocitos tras la administración de PPX 1 mg/kg/s.c.,

la  que  no  se  detecta  en  la  microglía.  Marcadores  relacionados  con  la

neuroinflamación como GFAP, Iba1 y NFkB-p65 se han visto aumentados posterior

a  la  administración  de  MPTP  (Lee  et  al.,  2022).  La  discrepancia  entre  estos

resultados y nuestros hallazgos (Figura 17) probablemente se deba al modelo de

EP estudiado: i)  6-OHDA frente a MPTP, así como ii)  tiempo posterior a la lesión

nigroestriatal 30 días frente a 14 días. Para una mejor comprensión de los roles de

la  microglía  y  los  astrocitos  en  enfermedades  neurodegenerativas  es  esencial

desarrollar  terapias  efectivas.  La expresión de NFkB-p65,  guarda relación con la

respuesta inflamatoria, y se ha visto implicada en diferentes tipos de células como

las células gliales en modelos de dolor. La expresión astrocítica podría deberse a la

activación de la vía NFkB-p65. Yunze Li  et al.,  2020 demostraron una regulación

positiva de NFkB-p65 en un modelo de rata con osteoartritis. 

La  microglía  es  una  célula  capaz  de  modificar  su  morfología  en  función  de  los

estímulos que recibe de su entorno. En condiciones normales, la microglía tiene una

forma muy ramificada con un cuerpo celular pequeño. Mientras que, cuando existe

un estímulo patológico, la microglía cambia rápidamente su morfología, acortando

sus ramas y agrandando su cuerpo celular (Green et al., 2022; Tam et al., 2014). En
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el  presente  trabajo  se  muestran  imágenes  de  microglía  en  ratas  naïve  y  sham,

donde  su  morfología  es  muy  ramificada,  y  sus  membranas  son  las  que  mayor

fluorescencia  presentan  (Figura  18).  Los  animales  lesionados  por  6-OHDA

mostraron  un  cambio  en  la  morfología,  los  cuerpos  celulares  de  la  microglía

aumentaron  de  tamaño  y  disminuyeron  sus  procesos  a  una  forma  de  microglía

hipertrófica (Figura 19), también llamada microglía activa o microglía hiperreactiva

(Savage et al., 2019). En esta forma activa, la microglía aumenta su capacidad de

fagocitar, así como de producir citocinas proinflamatorias (Woodburn et al., 2021).

Esta  activación  de  la  microglía  puede  ocurrir  debido  a  la  presencia  de  citocinas

proinflamatorias como TNF-α,  IL-1β e IL-6,  entre otras,  liberadas por neuronas o

astrocitos. Esta capacidad de modificar su morfología se ha observado en la EP a

nivel  supraespinal  en  los  núcleos  relacionados con la  producción  y  liberación  de

dopamina (Au y Ma, 2017; Doorn et al., 2014; Tejera y Heneka, 2019). La novedad

de este estudio es que también se observa un cambio morfológico de la microglía a

nivel de las capas superficiales y profundas del asta dorsal de la médula espinal,

principalmente donde se encuentran las fibras aferentes primarias responsables de

la transmisión de información nociceptiva.

Una mejor comprensión de las funciones de la microglía y los astrocitos en la EP

puede proporcionar conocimientos sobre la neurodegeneración y nuevos enfoques

terapéuticos  para  la  EP.  En  nuestro  estudio,  observamos  la  activación  de  la  vía

NFkB-p65  tras  la  administración  de  6-OHDA,  la  cual  se  vio  disminuida  tras  la

administración de PPX 3 mg/kg/i.p., lo que nos indica que la vía de NFkB-p65 podría

ser un posible mecanismo de acción del PPX.
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10.CONCLUSIONES

1. La administración intraperitoneal de PPX 1 y 3 mg/kg, disminuyó la alodinia y la

hiperalgesia en animales con la EP inducida por la lesión con 6-OHDA (16 µg/µl).

2.  La  alodinia  y  la  hiperalgesia  en  animales  con  la  EP  van  acompañadas  de  la

activación  de  células  gliales  como  astrocitos  y  microglía  en  el  asta  dorsal  de  la

medula espinal L4-L6, 30 días posteriores a la inyección de 6-OHDA. 

3. PPX disminuye la alodinia y la hiperalgesia reduciendo la activación de astrocitos

y microglía, posiblemente, a través de la modulación de la vía NFkB-p65 en el asta

dorsal de la medula espinal L4-L6 en animales con la EP inducida por la lesión con 6

-OHDA.
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