
Camila Mouhape Página 1 

 

PEDECIBA-Biología 

Tesis de Maestría en Ciencias Biológicas 

Sub-área Neurociencias 

 

 

 

Estudio de la neuroprotección y plasticidad 

inducida por agonísmo nicotínico en un 

modelo experimental de Enfermedad de 

Parkinson 

 
 
 
 

Lic. Camila Mouhape 
Departamento de Neuroquímica 

Instituto de Investigaciones Biológicas Clemente Estable 
 
 
 

Orientador: Dra. Giselle Prunell 
 
 
 
 

Tribunal Evaluador: 
 

Dra. Alejandra Kun (Presidenta) 
Dra. Silvia Olivera (Vocal) 
Dra. Patricia Lagos (Vocal) 

 
 
23 de Diciembre de 2015  
Montevideo, Uruguay 



Camila Mouhape Página 2 

 

Agradeciminetos 

 

A los integrantes del tribunal por sus aportes y correcciones. 

A Giselle por enseñarme y apoyarme en cada etapa de este trabajo. 

A Federico por abrirme las puertas de su Laboratorio y permitirme trabajar allí.  

A mi familia por su apoyo incondicional en todo lo que hice y hago. 

A mis compañeros de Neuroquímica por que siempre están dispuestos a ayudarme.  

A Héctor, Carmen y Martin por su trabajo y cuidado con los animales. 

Al Departamento de Neurofarmacología Experimental por prestarme su cuarto de comportamiento. 

Al Laboratorio de Biología Celular que siempre están para darme una mano. 

A todos los compañeros del IIBCE por que siempre hay buena disposición. 

A mis amigas y amigos por su apoyo y aliento en todo momento. 

Y a Nacho, por su cariño y por acompañarme siempre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Camila Mouhape Página 3 

 

Resumen 

La Enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza por alteraciones motoras que se deben principalmente a 

un deterioro extrapiramidal asociado a la pérdida selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la 

Sustancia Nigra pars compacta (SNpc). Estas neuronas proyectan sus axones rostralmente vía el haz 

medial del cerebro anterior (HMCA) hacia el Cuerpo Estriado (CE) formado la vía nigro-estriatal, por lo 

que en esta patología hay una disminución concomitante de dopamina (DA) en el CE. Los tratamientos 

disponibles son sintomáticos y no detienen el proceso neurodegenerativo. Por lo tanto la búsqueda de 

terapias efectivas para esta patología es una meta fundamental.  

Estudios epidemiológicos indican que los fumadores de tabaco tienen menor incidencia de EP lo que 

podría atribuirse a la acción de la nicotina sobre los receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChR).  

Es sabido que existe un gran solapamiento anatómico y funcional entre los sistemas colinérgico y 

dopaminérgico en la vía nigro-estriatal, la cual tiene un rol fundamental en la regulación de la fisiología 

de los Ganglio Basales y en la EP.  

Varios estudios sugieren que drogas que interactúan con los nAChRs, como es la nicotina, podrían 

proteger contra el daño nigroestriatal. La administración crónica de nicotina en ratas se ha asociado con 

una potenciación en la liberación de DA evocada y a su vez una potenciación funcional de los nAChRs, 

ambos en el CE.  

La hipótesis de este trabajo se centra en que el agonísmo nicotínico crónico induce cambios en el 

sistema nigroestriatal que llevan a una prevención de la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la 

SNpc frente a diferentes agentes dañinos.  

En este marco, el presente trabajo de maestría tiene como objetivo general estudiar en un modelo 

experimental de EP in vivo en ratas el posible efecto neuroprotector del agonísmo nicotínico crónico 

intermitente sobre las neuronas dopaminérgicas de la SNpc y los axones dopaminérgicos en el CE.  

Para ello, se indujo la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc de ratas inyectando la toxina 

rotenona unilateralmente en el HMCA y se administró nicotina a los animales desde 5 días antes y hasta 

30 días post lesión.  

Los resultados muestran que los animales lesionados con rotenona y tratados con nicotina presentan 

más células dopaminérgicas remanentes en la SNpc y mayor número de axones dopaminérgicos en la 

zona del CE lateral del lado ipsi lateral a la lesión, en comparación a los animales lesionados y no 

tratados con nicotina. Estos resultados se asocian a mayores niveles de DA en el CE y a un mejor 

desempeño motor en el test del cilindro.  

Por otro lado, los somas de las neuronas dopaminérgicas remanentes de los animales lesionados 

mostraron una menor expresión de la subunidad α6 de los nAChRs en comparación a los animales 

inyectados con el vehículo de la rotenona, lo cual fue prevenido por el tratamiento con nicotina. A nivel 

de los axones dopaminérgicos remanentes en el CE lateral, los animales lesionados mostraron una 

tendencia a disminuír la expresión de la subunidad α6, tendencia no observada en los animales tratados 

con nicotina. Sin embargo, el tratamiento con nicotina incrementó el área ocupada por esta subunidad 

en el CE lateral. Los estudios de la expresión de las subunidades α4 y α7 no mostraron cambios en las 

neuronas dopaminérgicas remanentes con ninguno de los tratamientos evaluados. 

Estos resultados evidencian un efecto neuroprotector inducido por agonismo nicotínico en un modelo 

de EP in-vivo en ratas. Además, los cambios inducidos por el tratamiento con nicotina en la expresión de 

la subunidad α6 en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc y en el CE lateral sugieren que esta 

subunidad podría participar de la neuroprotección observada y ser un blanco terapéutico para la EP.  
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SIGLAS 

ACh- acetilcolina  

ATV- Área Tegmental Ventral  

CE- Cuerpo Estriado  

CL- Cuerpos de Lewy  

COMT- catecol-O-metiltransferasa  

DA- dopamina 

DAT- transportador de DA  

DMSO/ Pgl  - dimetil sulfoxido/ propilenglicol  

Doi- densidad óptica integrada  

DOPAC- ácido dihidroxifenilacético  

EP- Enfermedad de Parkinson  

EPC- estimulación profunda del cerebro  

ERO- especies reactivas del oxigeno  

GB- Ganglios Basales  

GPi- Globo Pálido interno  

GPe- Globo Pálido externo  

HMCA- haz medial del cerebro anterior  

HVA- Ácido Homovanilico  

MAO- monoamina oxidasa  

MPTP- 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidroxypiridina  

MSN - medium spiny neurons (del inglés) 

nAChR- receptores Nicotínicos de ACh  

NST- núcleo Subtalámico  

SNpc- Sustancia Nigra pars compacta  

SNpr -Sustancia Nigra pars reticulada  

RE- retículo endoplásmico  

6-OHDA- 6-hidroxydopamina  

α-sin- α-sinucleína  
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1. Introducción 
 

1.1 Rol de la DA en el funcionamiento de los GB 

1.1.1 Ganglios Basales 

Los Ganglios Basales (GB) son un grupo de núcleos subcorticales que incluyen: el Cuerpo Estriado (CE) 

(núcleo Caudado y Putamen en primates), los segmentos externo e interno del Globo Pálido (GBe, GPi, 

respectivamente), el núcleo Subtalámico (NST), la Sustancia Nigra pars reticulada (SNpr) y Sustancia 

Nigra pars compacta (SNpc). En la figura 1 se muestra uno de los modelos que describe las conexiones 

entre estos núcleos [1]. Estos núcleos han sido relacionados con el control del movimiento a través de 

observaciones de la correlación directa entre lesiones de los GB y desorden del movimiento [1]. Los GB 

poseen los principales centros de integración del movimiento. Se ha postulado que la principal entrada 

de los GB se da a nivel del CE y proviene mayormente de la corteza cerebral (figura 2 A). Las conexiones 

entre el CE y núcleos de salida de los GB (GPi/SNpr) están organizados en dos vías, una directa y otra 

indirecta [2]. La vía directa es una proyección monosináptica entre el CE y GPi/SNpr, mientras que la vía 

indirecta es una conexión que involucra sinapsis entre neuronas intercaladas en el GPe y el NST. La 

salida de los GB se da directamente desde el GPi y la SNpr hacia el Tálamo y este último proyecta hacia 

la corteza motora primaria [3]. Dado que las neuronas de proyección del GPi y la SNpr utilizan GABA 

como neurotransmisor y tienen actividad tónica, mantienen al Tálamo bajo inhibición. Interrupciones en 

la salida de los GB deshinibe al tálamo facilitando el movimiento.        

 

Figura 1: Esquema representativo de un modelo de funcionamiento de los GB, donde se observan las interconexiones entre los 

núcleos y los neurotransmisores involucrados. Cortex: Corteza, Striatum: CE, Thalamus: Tálamo, GPe: Globo Pálido externo, GPi: 

Globo Pálido interno, STN: Núcleo Sub Tálamico, SNc: Sustancia Nigra pars compacta, SNpr: Sustancia Nigra pars reticulada, VTA: 

Área Tegmental Ventral. (Imagen extraída de Redgrave P y cols 2010) [1].       
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1.1.2 Modulación de las eferencias del CE por DA 

Dos tipos celulares principales están presentes en el CE, un 95% son neuronas gabaérgicas de 

proyección llamadas MSN (del inglés medium spiny neurons) y una pequeña población (5%) son 

interneuronas, de las cuales la mayoría son gabaérgicas y un tercio colinérgicas. Las MSN son la principal 

salida del CE, siendo claves en el procesamiento de información de los GB [4, 5].  

La actividad de las MSN está modulada por la dopamina (DA) [ver Recuadro 1] proveniente de la SNpc. 

Las neuronas dopaminérgicas de la SNpc proyectan sus axones rostralmente vía el haz medial del 

cerebro anterior (HMCA) hacia el CE formando la vía nigroestriatal, la cual tiene una función regulatoria 

crucial en el circuito motor de los GB [6] y es la principal vía que degenera en la Enfermedad de 

Parkinson (EP), la cual causa la mayoría de las deficiencias motoras en esta patología [6]. 

  

Las neuronas dopaminérgicas de la SNpc inervan dos poblaciones de neuronas MSN del CE: 

 

1) Neuronas MSN que presentan los receptores dopaminérgicos del tipo D1 y proyectan a los 

núcleos del GPi y de la SNpr (vía directa). La estimulación de estos receptores proporcionan un 

efecto post sináptico excitatorio, facilitando la inhibición de las MSN sobre los núcleos de salida 

de los GB. 

 

 

2) Neuronas MSN que presentan los receptores dopaminérgicos del tipo D2 y proyectan al núcleo 

del GPe (vía indirecta). La estimulación de estos receptores proporciona un efecto post 

sináptico  inhibitorio, reduciendo la inhibición que ejercen estas neuronas sobre el GPe. La 

desinhibición del GPe inhibe el NST, el cual deja de estimular los núcleos de salida de los GB.    

En condiciones normales la inervación dopaminérgica activa la via directa e inhibe la via indirecta 

disminuyendo las eferencias inhibidoras gabaérgica de los GB. Como consecuencia, aumenta la salida 

excitatoria del Tálamo hacia la corteza motora, facilitando la selección de actos motores específicos.  

Cuando las neuronas dopaminérgicas de la SNpc degeneran como ocurre en la EP, la eferencia 

inhibidora gabaérgica de los GB es anormalmente alta debido a que no se encuentra regulada por la DA 

y por lo tanto es menos probable que se desarrolle la activación talámica y la estimulación de la corteza 

motora. Los trastornos hipocinéticos en EP son un síntoma que refleja la falta de desinhibición talámica 

que normalmente está mediada por los GB [5, 6].  
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Recuadro 1: Dopamina en el SNC  

 

La DA es una catecolamina por presentar un grupo catecol en su estructura. La síntesis de DA se realiza en el 

citosol de las neuronas dopaminérgicas y comienza por la oxidación de la tirosina a 3,4-dihidroxy-L-

fenilalanina (L-DOPA), por la enzima Tirosina Hidroxilasa (TH), siendo éste el paso limitante. La 

decarboxilación de la L-DOPA por la enzima DOPA decarboxilasa genera la DA que es rápidamente 

incorporada en vesículas sinápticas. 

 

Una vez liberada en la sinapsis, ejerce su acción a través de receptores específicos. Todos los subtipos de 

receptores dopaminégicos pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteína G. Existen cinco 

subtipos de receptores dopaminérgicos denominados D1 a D5, que se sub-dividen cada uno en dos grupos 

según sus diferencias en especificidad para drogas y mecanismos de señales. Receptores tipo D1 estimulan la 

actividad de la adenil ciclasa produciendo efectos post sinápticos excitatorios, mientras que los receptores 

tipo D2 inhiben la actividad de la adenil ciclasa produciendo efectos post sinápticos inhibitorios [7].  

La acción de la DA termina a través de la re-captación pre-sináptica de las terminales dopaminérgicas por los 

Traspostadores de DA (DAT). La DA re-captada es reincorporada en vesículas sinápticas, o es metabolizada 

por la enzima citosólica la monoamina oxidasa (MAO) o la catecol-O-metiltransferasa (COMT), produciendo 

entre otros los metabolitos: ácido dihidroxifenilacético (DOPAC) y  Ácido Homovanilico (HVA) [8,9].  

En el Sistema Nervioso Central las neuronas dopaminérgicas están presentes y organizadas en 4 sistemas 

principales: Sistema nigro-estriatal, tubero- infundibular, mesolimbico, mesocortical.  

*Sistema Nigro-estriatal: Grupo de neuronas situadas en la SNpc y que proyectan hacia el CE trasmitiendo 

DA. Esta vía se encarga del control motor e inicio de las respuestas motoras. La degeneración de esta vía 

genera los principales síntomas motores en la EP.  

*Sistema Tubero-infundibular: Grupo de neuronas situadas en el núcleo arcuato del hipotálamo que 

proyectan a la glándula hipófisis. Esta vía forma parte de sistema neuroendocrino. 

*Sistema Meso-límbico: Grupo de neuronas situadas en el Área Tegmental Ventral (ATV) y que proyectan 

hacia el sistema Límbico trasmitiendo DA. El sistema mesolímbico tiene gran importancia en las emociones, 

memoria y en las alteraciones del pensamiento. Este sistema es importante en los síntomas positivos de la 

Esquizofrenia y en ciertos tipos de epilepsia psicomotora.  

*Sistema Meso-cortical: Grupo de neuronas situadas en el ATV y que proyecta hacia la Corteza Prefrontal 

trasmitiendo DA. Este sistema participa en la organización temporal del comportamiento, la motivación, la 

planificación, la atención y la conducta social. Este sistema es importante en los síntomas negativos de la 

Esquizofrenia [7].  
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1.2 Enfermedad de Parkinson 
 
1.2.1 Síntomas motores y no motores 
 
La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa más común, luego de la enfermedad de Alzheimer, 

afectando a más de 6 millones de personas en el mundo [10].  

Clínicamente la EP es caracterizada por temblor en reposo, escasez de movimientos espontáneos, 

bradiquinesia y aumento del tono muscular (rigidez) [11-15]. Estos síntomas comienzan siendo 

asimétricos y luego se expanden convirtiéndose en bilaterales. Otras características motoras incluyen 

alteraciones en el paso y la postura que se manifiestan como festinación (pasos cortos y rápidos con 

dificultad para pararse y postura flexionada hacia adelante al caminar), dificultades con el habla y 

deglución, y expresión facial anímica [17, 16]. 

Como ya se mencionó, estas deficiencias motoras se deben principalmente a un deterioro 

extrapiramidal asociado a la pérdida selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc [18-20] y por 

lo tanto a la degeneración de la vía nigroestriatal (figura 2), por lo que en esta patología existe una 

disminución concomitante de DA en el CE.   

Es de destacar que la mayoría de los síntomas motores aparecen cuando más de un 50% de las neuronas 

dopaminérgicas de la SNpc ha degenerado y los niveles de DA en el CE se han reducido más de un 70% 

[21]. 

La  degeneración de estas neuronas se asocia con gliosis y presencia de agregados proteicos llamados 

Cuerpos de Lewy (CL) en las neuronas dopaminérgicas remanentes, caracterizados por la acumulación 

anormal de filamentos proteicos de α-sinucleína (α-sin) [22-23]. 

Los síntomas motores son precedidos por otros como el déficit olfatorio, constipación (alteración 

autonómica) y alteraciones en el sueño REM que se presentan varios años antes [24].  

Las neuronas dopaminérgicas no son la única población de células afectadas. La degeneración de 

neuronas en otras áreas como el locus coeruleus, núcleo dorsal del rafe, núcleo basal de Meynert y 

neuronas simpáticas post-ganglionares, podrían contribuir con muchos de los síntomas no motores de la 

EP, como la depresión, demencia, disfunción autonómica y deterioro cognitivo [25-26]. 

                         

Figura 2: A: Esquema representativo de la organización anatomica de las entradas de los GB en cerebro humano. Se muestran las 
proyecciónes desde la corteza cerebral (azul) y de la SNpc (verde) hacia el caudado y putamen. Se indica con una flecha la vía 
nigroestriatal. Imagen extraída de Purves y cols. 3ra edición 2004, capítulo 17 “Modulation of Movement by the Basal Ganglia” 
[28]. B: Esquema representativo de la inervación diferencial en las distintas zonas del CE de rata por la SNpc y el ATV. Imagen 
extraída de P. D. Livingstone y S. Wonnacott 2009 [6].  
 

A B 

Vía nigroestriatal 
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1.3 Mecanismos patogénicos de la EP 

1.3.1 Causas y factores de riesgo de la EP 

Actualmente se desconoce la etiología de la enfermedad [29]. El principal factor de riesgo de EP es la 

edad: afecta a 2% de la población mundial mayor de 60 años [30]. Aproximadamente un 10% de los 

casos de EP se asocian a formas familiares de la enfermedad causadas por mutaciones de genes 

individuales [31]. Hasta el momento se han identificado mutaciones en 17 genes asociadas a la 

enfermedad, como por ejemplo en genes que codifican las proteínas α-sin y parkina. Sin embargo, la 

mayoría de los casos de la EP son idiopáticos [1]. Se piensa que los casos esporádicos de EP son 

causados por una combinación de susceptibilidad genética asociada a estímulos ambientales. De hecho, 

factores ambientales como pesticidas, toxinas y metales, han sido identificados como factores de riesgo 

de la enfermedad y se cree que juegan un papel preponderante en su desarrollo [32, 33, 34, 35].  

Muchos de los mecanismos de neurodegeneración asociados a EP familiares se superponen con los 

mecanismos patogénicos descubiertos en EP esporádicos, como la disfunción mitocondrial, el estrés 

oxidativo, y la falla del sistema de degradación de proteínas.  

 
1.3.2 Patofisiología de la EP- Mecanismos de degeneración 

En la EP, como en otras enfermedades neurodegenerativas, varios mecanismos patogénicos han sido 

implicados como posibles disparadores o contribuyentes al daño celular observado. Entre otros, ellos 

incluyen 1) la acumulación de proteínas anormales, principalmente α-sin, 2) alteración de la 

degradación proteica, 3) disfunción mitocondrial y 4) estrés oxidativo [36, 3]. A continuación se 

describen cada uno de estos mecanismos.  

 
 
1) Acumulación anormal de proteínas 
  
Una característica prominente de la EP es la presencia de agregados proteicos tipo CL en las neuronas 

dopaminérgicas remanentes [37]. Los CL se caracterizan principalmente por la acumulación anormal de 

filamentos proteicos, siendo la α-sin el principal componente. Por otra parte, mutaciones en esta 

proteína causan formas autosómicas dominantes de EP. La sobre-expresión de α-sin produce la muerte 

celular en varios sistemas experimentales, causando apoptosis y un aumento de la vulnerabilidad de las 

células a la toxicidad, siendo las células catecolaminérgicas las más sensibles. Animales que sobre-

expresan α-sin “wild type” o mutada presentan degeneración de las neuronas dopaminérgicas de la 

SNpc. Estas evidencias sugieren que un metabolismo alterado de esta proteína podría contribuir a la 

fisiopatología de la EP [38-40]. 

 

La α-sin es soluble en condiciones fisiológicas y se postula que podría estar relacionada con la regulación 

de la plasticidad sináptica, la neurotransmisión dopaminérgica, el tráfico del retículo endoplásmico (RE) 

al aparato de Golgi, así como actuar como proteína chaperona [41].  

En condiciones patológicas, puede alterar su conformación formando protofibrillas y convertirse en 

fibrillas tipo amiloide, las cuales son insolubles y se asocian a los CL. Ha sido reportado que los 

oligómeros inducen la permeabilización de vesículas sinápticas, aumentando la DA libre intracelular, lo 

que resulta tóxico para la célula ya que su metabolización se asocia a un aumento en la producción de 

estrés oxidativo [41-43]. Por otra parte, se ha visto que la DA puede conjugarse a α-sin, formando un 

complejo resistente a la degradación y que es capaz de bloquear la degradación de otras proteínas, 

resultando en una acumulación de proteínas tóxicas en la célula [43, 184].  
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2) Alteración en mecanismos de degradación proteica  
 

Sistema ubiquitin-proteosomal (SUP): Las células poseen varios mecanismos para controlar los 

plegamientos anormales de proteínas. Los proteosomas son grandes complejos multi-proteicos que 

degradan proteínas que fueron marcadas por enzimas ligasas (E1, E2 y E3) para la degradación por 

ubiquitina. Amplias evidencias sugieren una disfunción en SUP en la EP. Por ejemplo, se ha visto que los 

CL contienen múltiples componentes del SUP, como ser ubquitina y subunidades de proteosoma. Por 

otro lado, en materiales de autopsia de pacientes con EP, se ha encontrado que existe un 40% de 

disminución de la actividad proteosomal selectivamente en la SNpc [45]. La actividad proteosomal 

también disminuye en pacientes con envejecimiento normal, particularmente en la SNpc, por lo tanto 

esto podría contribuir a la selectiva vulnerabilidad de esta región [46]. La enzima Parkina es una ligasa y 

mutaciones en ésta son relacionadas con EP donde existe una disminución en la actividad ligasa. Se 

piensa que el estrés oxidativo deteriora el SUP, a través de la oxidación de proteínas las cuales se 

vuelven más resistentes a la degradación proteosomal, posiblemente por la formación de agregados 

[47,36]. 

 

Vía Autofágica/ Lisosomal (VAL): Es sabido que la función basal de la VAL es importante para la función 

neuronal y en particular para la regulación de α-sin. La forma “wild type” de α-sin afecta su propia 

degradación por la VAL pero no afecta la función global de la vía. Sin embargo, los aductos de DA-α-sin 

bloquean la degradación de otros sustratos, sugiriendo un posible mecanismo en el que las células 

dopaminérgicas son más susceptibles a la toxicidad por α-sin [36]. 

 

 

 

3) Disfunción mitocondrial 

 

La actividad mitocondria es crítica para el normal funcionamiento celular y es clave en la regulación de la 

apoptosis cuando el metabolismo celular se ve perturbado [36, 48].  

Varios estudios evidencian que existe una disfunción del complejo I mitocondrial en SNpc de pacientes 

con EP [49]. Además, mutaciones en varias proteínas mitocondriales han sido asociadas con formas 

familiares de EP. Se cree que la reducción de la actividad del complejo I mitocondrial en EP, deriva en 

parte de acumulaciones de mutaciones en el ADN mitocondrial.  

La disfunción mitocondrial puede conducir a una insuficiencia de producción de ATP y generación de 

Especies Reactivas del Oxigeno (ERO), la cual podría inhibir las vías cito-protectoras dependientes de 

ATP, como es la vía proteosomal, actividad chaperona, y bombas de calcio que regulan los niveles de 

calcio celular [36, 48]. Bajos niveles de ATP pueden también afectar procesos transcripcionales y 

traduccionales, que producen enzimas como la superóxido dismutasa y catalasa, generando más estrés 

oxidativo por la falta de estas enzimas anti-oxidantes [50,51]. 

 

 

4) Estrés Oxidativo y DA  
 
En los organismos aeróbicos la generación de ERO es una inevitable consecuencia de la dependencia de 

oxigeno para la respiración. Las ERO son generadas por una pérdida de electrones desde la cadena 

trasportadora de electrones, lo cual resulta en una reducción parcial de la molécula de oxigeno en 

superoxido. El estrés oxidativo es causado por un desbalance entre la generación y destoxificación de 

ERO y especies reactivas del nitrógeno. Por lo tanto se define al estrés oxidativo como un desbalance 

entre pro-oxidantes y anti-oxidates [43].  
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Además de la mitocondria, una fuente potencial de ERO que merece especial consideración en las 

neuronas dopaminérgicas, es la DA en sí misma. Normalmente la DA es efectivamente captada en 

vesículas sinápticas donde el pH bajo hace que sea poco reactiva. Sin embargo, la DA citosólica puede 

ser tóxica para las neuronas, ya que es una molécula altamente reactiva que puede ser oxidada y 

subsecuentemente reaccionar con componentes celulares para forman aductos o para formar más ERO 

tóxicos [111]. Por otra parte, el catabolismo de la DA citosólica por la monoamina oxidasa (MAO) genera 

H2O2 (peróxido de hidrógeno) como bio-producto, el cual en presencia de hierro (Fe2+), puede ser 

convertido en radical hidroxilo, molécula altamente reactiva, a través de la reacción de Fenton: H2O2 + 

Fe2+ ---------Fe3+ °OH + -OH. Es de destacar que en la SNpc hay altos niveles de Fe2+ asociados a la 

deposición de neuromelanina en las neuronas dopaminérgicas [51]. 

Numerosos estudios han confirmado aumento de niveles de varios marcadores de daño oxidativo en la 

SNpc de pacientes con EP: daño de ADN, peroxidación de lípidos, oxidación proteica, depleción de 

glutatión, y un aumento de deposición de hierro [36]. 

 
 
5) Otros mecanismos  

Otros mecanismos implicados en la etiología de la EP incluyen un aumento de la neuroinflamación [29], 

alteraciones de señales de proteínas quinasas (Akt, CdK5, LRRK2) y la pérdida de factores tróficos [52].  

Este último mecanismo podría explicar los hallazgos de diferentes estudios sugiriendo que uno de los 

eventos patológicos más tempranos en la EP es la degeneración de los axones de las neuronas 

dopaminérgicas por falta de soporte trófico. Esta degeneración axonal ocurriría antes que la 

degeneración de sus somas. Esto ha llevado a proponer que la muerte de neuronas dopaminérgicas es 

una degeneración por muerte retrógrada [53, 36].  

Una de las preguntas más recurrentes en la literatura relacionada con la EP es por qué las células 

dopaminérgicas de la SNpc degeneran en esta enfermedad. Diferentes estudios han señalado aspectos 

celulares y moleculares de estas células que las hacen altamente vulnerables [ver Recuadro 2].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recuadro 2: Diferencia de vulnerabilidad de neuronas dopaminérgicas del ATV y la SNpc 

Varios estudios han demostrado que las neuronas dopaminérgicas del ATV que se encuentran adyacentes a las 

de la SNpc son menos vulnerables que las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. En pacientes con EP idiopático 

avanzado se ha visto que el % de muerte de neuronas dopaminérgicas comparado con controles es del 80% para 

la SNpc y 50% para ATV [54]. Por otro lado, estudios neuropatológicos de casos genéticos de la EP, han 

reportado pérdida de neuronas dopaminérgicas de la SNpc sin degeneración de neuronas en el ATV [54-57]. 

Grim y cols [58] han demostrado que muchos de los genes que codifican para proteínas que están involucradas 

en plasticidad sináptica, sobrevida celular (neuroprotección, detoxificación) o guiado axonal y migración celular, 

son mayormente expresadas en las neuronas dopaminérgicas del ATV en comparación a las de la SNpc [58]. Esto 

indica que las neuronas dopaminérgicas del ATV podrían ser menos vulnerables frente al daño en comparación 

a las dopaminérgicas de la SNpc. Por otro lado, se ha demostrado que las neuronas dopaminérgicas de la SNpc 

muestran mayores niveles de expresión de receptores dopaminérgicos y de DAT [59]. Esto podría provocar que 

estas neuronas sean más vulnerables al incrementar la re-captación de DA de la hendidura sináptica mediante 

los DAT e incrementar la DA libre en el citosol. La DA libre en el citosol es una molécula altamente reactiva que 

puede ser oxidada y subsecuentemente reaccionar con componentes celulares llevando al aumento del estrés 

oxidativo [36]. 
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1.4. Enfoques actuales de tratamiento de la EP 

 

Los tratamientos clínicos disponibles (farmacológicos y no farmacológicos) para la EP son sintomáticos y 

no detienen la propagación de la enfermedad, por lo que es muy importante la búsqueda de terapias 

alternativas.  

 

Tratamientos farmacológicos 

Los tratamientos farmacológicos para enfermos de Parkinson apuntan a aumentar la transmisión 

dopaminérgica. Dado que la DA es incapaz de atravesar la barrera hemato-encefálica, la terapia con 

administración de DA a los pacientes con Parkinson no es viable.  

El tratamiento más efectivo actualmente para los síntomas motores de la EP y que ha sido usado por 

más de 30 años, es la terapia de remplazo de DA con L-DOPA y/o agonistas dopaminérgicos (ej. 

Apomorfina). Estas drogas son particularmente beneficiosas para la mejora de los déficits motores de la 

EP, sin embargo, los efectos secundarios como es la inducción de movimientos involuntarios anormales 

(disquinesias) y alucinaciones, incrementan con el tiempo y la efectividad de la droga disminuye con la 

progresión de la lesión. A su vez, los síntomas no motores asociados a la EP, como ser demencia, déficit 

del sueño y depresión, no son mejorados con estas terapias farmacológicas [66, 67].     

Inhibidores de la enzima COMT también son usados para el tratamiento de EP, generalmente en 

combinación con Levodopa. Esta enzima metaboliza las catecolaminas que se encuentran fuera de las 

neuronas por lo que sus inhibidores impiden la metabolización de la DA [67, 69]. 

 

Han sido propuestas como posibles agentes beneficiosos para esta patología muchas otras drogas, la 

mayoría de los cuales se encuentran en fase preclínica o en ensayos clínicos. Entre ellos, se encuentra la 

nicotina (agonista de receptor nicotínico de acetilcolina), quelantes de hierro, vitaminas A, C y E, drogas 

que reducen la agregación de la α-sin o que inhiben la apoptosis (propargylamina, inhibidor de 

caspasas), antioxidantes (tocoferol, flavonoides), drogas anti-inflamatorias (inhibidor de la cilco-

oxigenasa-2), también como antagonistas de receptores de glutamato para reducir la excitotoxicidad. En 

adición a éstos, factores tróficos y agentes protectores de la función mitocondrial también han sido 

Continuación Recuadro 2: Diferencia de vulnerabilidad de neuronas dopaminérgicas del ATV y la 

SNpc 

Otro punto importante que podría contribuir con la alta vulnerabilidad de las neuronas 

dopaminérgicas de la SNpc comparadas con las del ATV, es su arquitectura y las necesidades 

metabólicas que estas neuronas requieren. Se estima que las neuronas dopaminérgicas de la SNpc 

forman arborizaciones axonales mucho más grandes y un alto número de sinapsis, en comparación a 

las dopaminérgicas del ATV. Esto genera una redistribución pronunciada de mitocondrias en sus 

terminales axónicas y una gran elevación de las demandas energéticas, así como también de la 

susceptibilidad a insultos que ponen en peligro el suministro de energía metabólica [60-62].  

Se ha sugerido durante mucho tiempo que las neuronas dopaminérgicas de la SNpc y ATV poseen 

actividad marcapaso [63,64]. Estudios de electrofisiología han demostrado que las neuronas 

dopaminérgicas adultas de la SNpc dependen de los canales de calcio tipo L para su actividad 

marcapaso, mientras que las neuronas dopaminérgicas del ATV dependen de canales de sodio voltaje 

dependientes [67]. Esta dependencia de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc con el calcio para el 

marcapaso parece resultar en un incremento de los niveles de calcio en el citosol llevando a una 

elevación de niveles de EO, lo que podría contribuir la alta vulnerabilidad de estas neuronas frente a 

insultos dañinos y degeneración en la EP [68].        

 



Camila Mouhape Página 15 

 

propuestos como agentes neuroprotectores. Todos estos compuestos proporcionan algún nivel de 

neuroprotección en estudios experimentales [67-70]. 

 

Trasplante de células  

Uno de los tratamientos clínicos en fase exploratoria, es el trasplante de células que se diferencian a 

neuronas dopaminérgicas para reemplazar a las neuronas que degeneraron en la SNpc. Sin embargo, los 

resultados en estos estudios han sido controversiales. Por ejemplo, estudios post mortem en pacientes 

con EP han revelado que las células madre de embriones implantados son tan propensas a degenerar 

como las neuronas nativas en el área del cerebro afectada destacando la necesidad de superar el 

obstáculo de la degeneración neuronal para mantener la eficacia de la terapia de trasplante de células 

[71].  

 
 
 
Terapia quirúrgica  
La estimulación profunda del cerebro (EPC) es una técnica quirúrgica que involucra la implantación de 

electrodos en núcleos de los GB. La EPC es utilizada para tratar pacientes con síntomas motores 

persistentes a pesar del tratamiento farmacológico [72,73]. Las áreas más comunes que reciben 

implantación de electrodos son el NST o el GPi [72]. Se ha postulado que la interrupción del patrón de 

disparo del NST o GPi podría mejorar los síntomas de los pacientes con Parkinson, mediante la 

normalización de la neurotransmisión a lo largo de la salida de los GB [74]. Sin embargo, a pesar de 

estos cambios eléctricos, químicos y físicos, no está claro los mecanismos por los que la EPC mejora los 

síntomas de la EP [72]. Por otro lado, esta técnica quirúrgica ha generado eventos adversivos en 

pacietnes como ser: hemorragias intracraneales, infecciones y convulsiones post-operativas [75-77]. 

Deficiencias en la marcha al caminar, en el equilibrio y la velocidad han sido reportadas en pacientes con 

EP implantados, mostrando incluso en algunos casos empeoramiento motor. Además, se han reportado 

otros efectos secundarios como ser: deterioro cognitivo, déficit de memoria, deterioro fisiológico, 

depresión, apatía, manía, ansiedad y pánico [78].  

Durante los últimos 25 años, la EPC se ha convertido en una terapia establecida y efectiva para el 

tratamiento de la EP, sin embargo se necesita continuar con las investigaciones en este campo para 

lograr nuevos desarrollos y tecnologías que puedan eliminar los efectos secundarios de esta 

intervención. 
 

 

A pesar de la gran variedad de tratamientos clínicos mencionados, no existen hasta el momento un 

tratamiento que detenga efectivamente la progreción de esta enfermedad. Debido a esto, es muy 

importante la exploración de terapias alternativas para el tratamiento de la EP y para esto es 

fundamental la comprensión de los mecanismos de muerte celular involucrados así como las bases 

neurobiológicas de la enfermedad.  

 
 

1.5. Agonismo Nicotínico como posible tratamiento para la EP 
 

1.5.1 Estudios epidemiológicos  

Hace más de medio siglo que existen estudios epidemiológicos que muestran que el hábito de fumar 

tabaco se relaciona inversamente con la EP y otras patologías relacionadas con los Cuerpos de Lewy [80-

89]. Aunque nunca puede haber una justificación para fumar, estos datos son útiles para poder 

proporcionar información sobre los mecanismos subyacentes a esta correlación negativa entre el hábito 

de fumar tabaco y la incidencia de la EP (50% menos de incidencia de EP), con el fin de lograr estrategias 
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efectivas que reduzcan la incidencia y progresión de esta patología. Esto ha impulsado el estudio del 

papel neuroprotector de la nicotina, alcaloide natural y componente mayoritario del tabaco, como el 

compuesto mediador de este efecto beneficioso.  

Una primera pregunta de la baja incidencia de EP relacionado con el hábito de fumar tabaco, es si esto 

es debido a un incremento en el riesgo de mortalidad asociado con fumar. Esto no parecería ser el caso, 

ya que los datos obtenidos de los estudios epidemiológicos, muestran que la mortalidad en pacientes 

con EP no fue influenciada con el hábito de fumar tabaco. La correlación inversa entre el hábito de 

fumar tabaco y la EP es dosis dependiente con una disminución de la incidencia de la patología tanto 

con el aumento en la intensidad de fumar (numero de cigarrillos fumados por día) y el número de años 

que la persona fuma.             

Diferentes estudios in vitro e in vivo, incluyendo investigaciones de nuestro laboratorio, han mostrado 

que el tratamiento con nicotina es beneficioso en diferentes modelos experimentales de 

neurodegeneración y específicamente en la EP [90-93].  

 

 

1.5.2 Receptores de Acetilcolina 

 

La ACh posee dos tipos de receptores blanco, uno es la familia de Receptores Muscarínicos y el otro es la 

familia de los receptores Nicotínicos de Acetilcolina (nAChRs).  

 

Receptores Muscarínicos 

Se han descrito 5 tipos de receptores muscarínicos que se designan de M1 a M5 y se dividen en 2 

grupos, los subtipos M1 (M1, M3 y M5) y los M2 (M2 y M4) [94]. 

Estos receptores están acoplados a una proteína G la cual ejerce una influencia moduladora activando a 

través del sub tipo de receptor M1 e inhibiendo a través del M2, localizados ambos en pre-sinapsis de 

aferencias corticoestriatal y nigroestriatal y somatodendriticamente en las MSN del CE. Autoreceptores 

muscarínicos se encuentran presentes en interneuronas colinérgicas para regular la liberación de ACh 

[95]. En la EP, el antagonismo muscarínico ha sido uno de los primeros tratamientos para la EP y 

continúa siendo utilizado como tratamiento complementario. Su eficacia se atribuye a la reducción de: 

la sobreactividad de las interneuronas colinérgicas y la hiperactividad de la neurotransmisión 

glutamatergica corticoestriatal que se potencia luego de la degeneración nigroestriatal [94,96]. Si bien 

los antagonistas de los receptores muscarínicos proporcionan algunos beneficios para el tratamiento de 

la EP, presentan efectos secundarios que incluyen deterioro cognitivo [96].  

 

Receptores de Acetilcolina Nicotínicos Neuronales  

Los nAChRs son una familia de canales pentaméricos transmembrana permeables al Na
+
, K

+
 y en 

variados niveles al Ca
+2

. Se conforman por el ensamblaje de cinco cadenas polipetídicas dispuestas en 

forma simétrica alrededor de un eje perpendicular a la superficie de la membrana. Dichas subunidades 

se han clasificado según su peso molecular creciente en alfa (α), beta (β), gama (γ), delta (δ) y épsilon (ε) 

[97, 98]. A su vez, existen diferentes subunidades de cada tipo y diferentes combinaciones de éstas 

determinan las propiedades de cada sub-tipo de nAChR,  como ser el tiempo de apertura del canal, 

permeabilidad iónica, selectividad iónica, tasa de desensibilización, la sensibilidad a su agonista y su 

distribución celular [95, 99, 100].  

Las subunidades más abundantes y de más amplia distribución en el Sistema Nervioso Central (SNC) son 

β2, α4 y α7. Otros tipos de receptores presentan una distribución más restringida, por ejemplo la 

expresión de subunidad α6 y β3 están principalmente limitadas a las neuronas catecolaminergicas [95]. 

El sitio de unión al agonista está presente en la subunidad α (sitio principal de unión) en la interfase con 

la subunidad adyacente β que también contribuye complementariamente con residuos de unión (sitio 



Camila Mouhape Página 17 

 

complementario de unión), en el caso de los receptores heteroméricos [99, 101]. Por otro lado, en le 

SNC también existe un subtipo de receptor monomérico compuesto únicamente por cinco subunidades 

α7 [102].   

Se ha sugerido que drogas que interactúan con nAChR, como es la nicotina, podrían proteger contra el 

daño nigroestriatal. A su vez, la nicotina y compuestos similares alivian algunos de los efectos 

secundarios asociados con las terapias de remplazo de DA en pacientes con EP y estudios recientes 

sugieren que también podría tener efectos pro-cognitivos y antidepresivos [96].  

La nicotina es un agonista de los nAChR, sugiriendo que el agonísmo de estos receptores podría ser un 

blanco terapéutico para la EP. 

 

1.5.3 Interrelación entre los sistemas Nicotínico Colinérgico y Dopaminérgico 
 
Es sabido actualmente que existe un gran solapamiento anatómico y funcional entre los sistemas  

colinérgico y dopaminérgico en la vía nigro-estriatal, la cual tiene un rol fundamental en la regulación de 

la fisiología de los GB y en la EP [96].   

 
Cuerpo Estriado 

El CE está dividido en dos áreas, dorsal y ventral, asociadas a funciones diferentes. El CE dorsal recibe 

principalmente innervación dopaminérgica desde la SNpc con una pequeña contribución del ATV. La 

inervación dopaminérgica del CE ventral (conocido como Núcleo Accumbens) llega desde el ATV, con 

algunas entradas desde la SNpc (figura 2 B) [103, 6].  

En la EP, el CE dorsal está afectado en un alto grado, reflejando la degeneración de la vía nigro-estriatal, 

mientras que la proyección mesolimbica desde el ATV es menos afectada (figura 2). Uno de los mayores 

niveles de DA y ACh en el cerebro se encuentran en el CE.  

El principal blanco de las terminales dopaminérgicas en el CE son las neuronas gabaérgicas MSN de 

proyección [4]. La ACh en el CE deriva de una población de interneuronas colinérgicas gigantes, cuyo 

diámetro alcanzan los 40μm. Si bien, esta población representa menos del 2% del total de la población 

de neuronas en el CE, estas neuronas presentan una extensa red de procesos que le permiten afectar la 

actividad de todo el CE [130, 95]. Se ha estimado que existen 40.000 interneuronas colinérgicas en cada 

CE de rata, pero cada una de estas neuronas forma medio millón de varicosidades en un área de hasta 

1mm de diámetro [104]. Por lo tanto, a lo largo del CE existe un extenso solapamiento de estas 

interneuronas con la arborización dopaminérgica, lo que facilita su interacción [105].        

La descarga de las neuronas dopaminérgicas en el CE está acompañada del silenciamiento de las 

interneuronas colinérgicas, por lo tanto la liberación de ACh cesa cuando aumenta la liberación de DA. 

Esta respuesta recíproca coordinada se basa en los inputs nigroestriatal y talámico hacia el CE, lo que 

enfatiza aún más la compleja inter-relación entre los sistemas dopaminérgicos y colinérgicos en el CE 

[104]. 

 
SNpc 
Las proyecciones de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc hacia el CE son principalmente 

responsables de la modulación de las funciones motoras y aspectos cognitivos del aprendizaje motor 

[106]. Además de su innervación estriatal, algunas neuronas de la SNpc inervan áreas corticales y 

límbicas. La DA es también liberada localmente en la SNpc y ATV; esta liberación somatodendritica 

puede ser modulada por los nAChRs [107]. La arborización dendrítica de la SNpc se extiende a la 

subyacente SNpr, cuya principal población son neuronas gabaérgicas. Esta liberación dendrítica de DA 

puede influenciar la actividad de las mismas neuronas dopaminérgicas de proyección a través de los 

autoreceptores somatodendriticos y la actividad gabaérgica dentro de la SNpr, la cual forma parte de la 

salida de los circuitos de la vía directa e indirecta de los GB hacia el tálamo [108].  
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La SNpc contiene interneuronas gabaergicas, así como también aferencias gabaérgicas desde el CE, GP y 

la SNpr, que actúan como un freno en la activación celular dopaminérgica. Tanto las neuronas 

gabaérgicas como las dopaminérgicas presentan nAChRs [109].  

La entrada colinérgica a la SNpc proviene desde el núcleo Pedúnculo Pontino (PPT) situado en tegmento 

pontomesencefálico en su región dorsolateral. El PPT proporciona tanto entradas colinérgicas como 

glutamatergicas que hacen sinapsis con las neuronas dopaminérgicas de la SNpc [110]. Estudios han 

mostrado que la estimulación del PPT provoca el disparo en ráfagas de las neuronas dopaminérgicas de 

la SNpc y provoca liberación de DA en el CE, la cual es inhibida con la aplicación tanto de antagonistas de 

receptores nicotínicos o glutamatergicos, en la SNpc [110, 111].  

 

 
Subtipos de nAChR en la SNpc 

Por lo tanto, en la SNpc las neuronas dopaminérgicas que proyectan al CE son moduladas por aferencias 

glutamatergicas, colinérgicas y gabaérgicas, así como también interneuronas gabaérgicas.  

En los somas de las neuronas dopaminérgicas está presentan los subtipos α4β2* y α6β2* (donde el 

asterisco indica la posible presencia de otro tipo de subunidad), que pueden ser diferentes a los 

expresados en las terminales dopaminérgicas en el CE (figura 3) [60, 75, 118]. El subtipo de receptor 

monomérico α7 está presente en bajas concentraciones en los cuerpos celulares pero no en las 

terminales dopaminérgicas del CE (figura 3) [6, 96, 97]. Las interneuronas gabaérgicas de la SNpc 

expresan nAChR heteroméricos α4β2* que también pueden estar presentes en aferencias gabaérgicas, 

por ejemplo desde la SNpr. Las aferencias glutamatérgicas pueden presentar tanto α7 y como otros 

nAChR, pero las aferencias colinérgicas desde el PPT parecerían estar desprovistas de nAChRs [96, 6].       

 
Subtipos de nAChR en el CE 
Las terminales dopaminérgicas en el CE presentan una variedad de subtipos de receptores α4β2* y 
α6β2*. Se ha propuesto que los nAChR α7 residen en las terminales glutamatérgicas presentes en el CE 
provenientes de la Corteza. Las terminales de las interneuronas gabaérgicas expresan únicamente los 
subtipos α4β2* (figura 3) [96, 112].      
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Figura 3: Esquema representativo de la localización celular de los subtipos de nAChRs en a) CE y b) SNpc. Imagen adaptada de  
Maryka Quik and Susan Wonnacott 2009 [96].  

 
 
1.5.4 Alteración de los nAChRs con el daño de la vía nigro-estriatal 
 
Cuerpo Estriado 
Se ha visto que luego del daño experimental de la vía nigroestriatal, tanto con la toxina MPTP como 6-

OHDA [ver Recuadro 3], existe una dramática disminución de los niveles del subtipo α6β2* en el CE y 

esta disminución se correlaciona con la disminución de los DAT [113, 114]. Por otro lado, los subtipos 

α4β2* se ven menos afectados [115]. Una posible explicación se podría deber a que en el CE la 

expresión de la subunidad α6 se restringe únicamente a terminales dopaminérgicas, mientras que la 

subunidad α4 se expresa tanto en las terminales dopaminérgicas como también en terminales 

gabaérgicas, interneuronas gabaérgicas y aferencias serotoninergicas. Por lo tanto, al lesionar la vía 

nigroestriatal, se verían más afectados receptores del subtipo α6β2* ya que la subunidad α4 se presenta 

también en otros tipos celulares [96, 115].  

Estudios que evalúan los efectos del daño de la vía nigroestriatal en los subtipos de receptores α7 en el 

CE, han mostrado dificultades debido a los bajos niveles de expresión de la subunidad α7 en el CE de 

rata, mono y humano. Estos estudios sugieren que los niveles de expresión de α7 no parecerían cambiar 

con el daño de la vía nigroestriatal, este resultado es conguente con el concepto de que los receptores 
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nAChR α7 están presentes en terminales no-dopaminergicas, incluyendo aferencias glutamatérgicas en 

el CE [117, 116].  

     
SNpc 
En la SNpc existe una pronunciada disminución del subtipo α6β2* comparada con los α4β2* luego del 

daño de la vía nigroestriatal. Los receptores α4β2* están presentes en neuronas dopaminérgicas, 

interneuronas gabaérgicas y aferencias desde la SNpr [113, 114]. Por lo tanto, luego de la lesión en la vía 

nigroestriatal, los subtipos de nAChR más afectados son aquellos presentes principalmente en neuronas 

dopaminérgicas, o sea los subtipos α6β2*. Por otro lado, no se observan cambios en el subtipo α7 [113, 

114, 96].  

Los datos mencionados acerca de los cambios de nAChR en la SNpc y CE luego de la lesión de la vía 

nigroestriatal son estudios donde se analizan las regiones en su totalidad, sin discriminar las 

alteraciones por tipos celulares. Sería de gran importancia determinar con más precisión los efectos 

de la lesión en los nAChRs de los diferentes fenotipos celulares, y especialmente, de las neuronas 

dopaminérgicas que sobreviven luego de la lesión.   
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Recuadro 3: Modelos experimentales de EP 

Varios modelos animales de EP se han empleado para el estudio de las bases neurobiológicas de la enfermedad y 

explorar potenciales terapias neuroprotectoras. Estos modelos clásicamente se basan en la aplicación de 

neurotoxinas que dañan selectivamente las neuronas dopaminérgicas de la SNpc e imitan algunas características 

morfológicas y bioquímicas de la enfermedad, permitiendo estudiar los procesos celulares que llevan a la 

degeneración neuronal. En la última década, se han sumado también diferentes modelos de animales 

transgénicos [32].  

A continuación se describen algunos de los modelos más utilizados in vivo con neurotoxinas y genéticos. 

 

Modelos con neurotoxinas  

Los modelos experimentales de EP in vivo más utilizados se basan en el uso de compuestos neurotóxicos, que 

dañan selectivamente las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Dentro de estos compuestos los más populares 

son: 6-hidroxydopamina (6-OHDA), 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidroxypiridina (MPTP) y rotenona [118].  

Estas neurotoxinas pueden ser administradas por distintas vías como ser: inyecciones intracraneales mediante 

estereotaxia en la SNpc, CE o en el HMCA, inyección de toxinas por vía intravenosa, subcutánea, intraperitoneal, 

oral e intranasal [32]. Algunos de los modelos experimentales más utilizados es el de daño unilateral de la 

función dopaminérgica estriatal con déficit contralateral de actividad motora [119-123, 92]. Actualmente los 

modelos bilaterales no son utilizados ya que son incompatibles con el bienestar del animal [123]. 

 

MPTP 

En ratones la MPTP es típicamente administrada de forma sistemática, la cual una vez en el sistema es tomada 

primero por los astrocitos y convertida a su metabolito tóxico, MPP+. El MPP+ es captado por neuronas 

dopaminérgicas a través del DAT, donde ejerce su efecto tóxico inhibiendo el complejo I mitocondrial, causando 

la degeneración de las neuronas. Esta toxina es ampliamente usada en estudios experimentales en ratones y 

monos, sin embargo no se puede utilizar en ratas porque son insensibles a la misma. La utilización de esta toxina 

requiere medidas importantes de protección por parte del experimentador ya que atraviesa la barrera 

hematoencefalica [124]. Por otra parte, la lesión causada en la SNpc no se acompaña de la formación de 

inclusiones celulares tipo CL, característica distintiva de la EP.  

6-OHDA 

La 6-OHDA es un análogo hidroxilado de la DA que comparte algunas similitudes estructurales con la DA y 

noradrenalina, exhibiendo una alta afinidad por el transportador transmembrana catecolaminergico. La 6-OHDA 

puede ingresar tanto en neuronas dopaminérgicas y noradrenérgicas e inducir daño celular por una combinación 

de efectos de ERO y quinonas tóxicas (producto de su propia degradación). Esta toxina cruza débilmente la 

barrera hematoencefalica, por lo tanto para obtener una lesión cerebral, debe ser inyectada directamente en el 

cerebro por estereotaxia [90-93].  

El laboratorio de Neuroquímica del IIBCE cuenta con gran experiencia en el uso de la 6-OHDA administrada en la 

SNpc de la rata como modelo de EP, para estudiar la fisiopatología de esta enfermedad y explorar potenciales 

agentes neuroprotectores [90-93]. Sin embargo, al igual que el MPTP, no induce la formación de estructuras tipo 

CL por lo que no reproduce un aspecto importante de la enfermedad. 
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1.5.5 Efectos de largos periodos de administración de Nicotina 

La administración de largos periodos de nicotina (inyección, mini-bombas, en el agua de beber o auto-

administración), induce aumento de expresión de nAChR α4β2 en cerebros en modelos animales y en 

humanos [162-167]. 

Por otro lado, la exposición a nicotina por tiempos prolongados afecta la expresión de los subtipos de 

nAChR α6β2* presentes en el CE [139].  

El subtipo α7 presenta una baja expresión en el CE y SNpc de rata, mono y humanos. Sin embargo, en el 

CE de ratón este subtipo α7 es fácilmente detectable y se ha observado que con la administración de 

nicotina su expresión no se modifica o se observa un aumento [138]. La nicotina es la principal sustancia 

responsable de la adicción al tabaco, unas de las principales causas de muerte a nivel mundial [140]. Los 

mecanismos subyacentes a la adicción de nicotina son complejos, e involucran procesos celulares y 

moleculares, así como también remodelación de circuitos neuronales. La nicotina es un agonista clásico 

que promueve la activación y desensibilización de los nAChRs [141]. Además la nicotina puede aumentar 

la expresión de sus propios receptores fenómeno conocido como “up-regulation” [142], el cual se 

Continuación Recuadro 3: Modelos experimentales de EP 

 
Rotenona 
La rotenona es una molécula citotóxica natural que pertenece a la familia de las isoflavonas, extraída de la 

familia de las plantas Leguminosas. La rotenona es un conocido plaguicida y ha sido asociado a la aparición de 

EP en personas que han tenido exposición a esta toxina [127,128]. La rotenona cruza las membranas celulares y 

afecta la fosforilación oxidativa inhibiendo el Complejo I mitocondrial, reduciendo la actividad de la enzima 

nicotinamida adenina dinucleotido reductasa [118]. Además de esta acción sobre la respiración mitocondrial, la 

rotenona también inhibe la formación de microtúbulos. Este efecto es importante para el mecanismo de 

neurodegeneración debido a que el exceso de monómeros de tubulina es tóxico para la célula [118].  

En relación al valor de la utilización de rotenona como modelo para la EP, diversos estudios han demostrado 

que la inhibición sistemática del Complejo I por rotenona reproduce varias características de la enfermedad 

incluyendo un aumento del estrés oxidativo, inhibición de la actividad proteosomal, la degeneración de 

neuronas dopaminérgicas y la formación de agregados proteicos tipo CL ricos en α-sin [128, 129]  

Varios trabajos han demostrado que la administración de rotenona de forma sub-cutánea produce un severo 

daño en órganos periféricos. Por lo tanto para evitar estos efectos secundarios la rotenona es administrada de 

forma directa en el CE, el HMCA o la SNpc [130, 131].  

Tanto rotenona como 6-OHDA y MPTP inducen estrés oxidativo y degeneración de las neuronas 

dopaminérgicas, sin embargo diversos estudios han demostrado que la agregación de la proteína α-sin 

únicamente se observa con rotenona sugiriendo que su mecanismo de acción se asemejaría mejor a los 

mecanismos fisiopatológicos de la EP [118]. 

 

Modelos genéticos  

Se ha estimado que aproximadamente un 10-15% de todas las EP son causadas por alteraciones genéticas 

[132]. En la última década se han hecho grandes avances en la identificación de genes responsables de la EP 

familiar. Basados en estos descubrimientos de mutaciones en genes humanos causantes de EP familiar, se han 

desarrollado varios modelos de animales transgénicos, que intentan reproducir las características de la 

enfermedad, entre ellos el gen de α-sin [133]. Sin embargo, el costo de estos modelos hace que en muchos 

laboratorios no puedan ser implementados. 
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corresponde con un incremento en el número de receptores de alta afinidad. Es un proceso bastante 

paradójico en el campo de receptores, ya que usualmente la disminución en el número de receptores 

ocurre como un proceso de sobre-estimulación. Ha sido demostrado que la “up-regulation” de los 

nAChR ocurre en el cerebro de fumadores de tabaco [142, 143]. La administración crónica de nicotina a 

ratas se ha asociado con una potenciación en la liberación de DA evocada por la nicotina. Esta 

potenciación ha sido correlacionada con la “up-regulation” de sitios de unión en diferentes regiones del 

cerebro [144], indicando que es funcional y se ha asociado con cambios significativos en las propiedades 

funcionales de los receptores [145] como ser incremento en la sensibilidad a la acetilcolina (ACh) y una 

disminución de la cinética de desensibilización [146]. La “up-regulation” de los nAChR inducido por la 

nicotina, es un mecanismo post traduccional. Tratamientos crónicos de nicotina no alteran la 

internalización de receptores superficiales desde la membrana plasmática, ni el tráfico post-endocitico 

ni la degradación lisosomal. El punto de acción de la nicotina en la “up-regulation” de estos receptores 

radica en un aumento del trasporte de nAChR desde la vía secretora hacia la membrana plasmática 

[145]. El modelo planteado (figura 4), establece que la nicotina penetra en la célula y actúa como 

chaperona facilitando la maduración de los péptidos precursores de los nAChRs en el RE. Esto podría ser 

un posible constituyente de nuevos mecanismos de plasticidad neuronal, tanto en condiciones normales 

como patológicas [146].  

 

 
 

1.5.6 Neuroprotección con Nicotina en modelos experimentales de EP 

Una aproximación para evaluar los efectos neuroprotectores de la nicotina, ha sido trabajar con 

modelos animales de daño nigroestriatal [ver Recuadro 3]. Los estudios de los efectos del tratamiento 

con nicotina en modelos de EP en animales han mostrado que el agonísmo nicotínico tiene efectos 

positivos sobre la funcionalidad de la vía nigroestriatal luego de la lesión. Estos trabajos evalúan el daño 

neuronal utilizando marcadores de integridad dopaminérgica estriatal, como son los niveles de DA y sus 

metabolitos, la TH, el DAT y Trasportador Vesicular de Monoaminas (VMAT). Los estudios de 

neuroprotección de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc han dado variados resultados y solo se ha 

observado prevención de la muerte neuronal en algunos estudios en ratones. Hasta el momento no se 

ha observado neuroprotección en modelos in vivo en otros mamíferos [147- 152].  

 

 

Figura 4: Esquema representativo de la maduración 

de los nAChR inducido por la nicotina. Luego de la 

síntesis de las subunidades en el RE, la nicotina induce 

la maduración de las subunidades y el ensamblaje de 

estas formando receptores pentaméricos. Los 

receptores pentaméricos son exportados a la 

superficie celular vía el Aparato de Golgi donde se 

recortan y procesan los azucares. Extraído de 

Corringer y cols 2006 [146].   
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Teniendo en cuenta la literatura acerca de los efectos positivos del agonismo nicotínico en la via 

nigroestriatal en modelos de EP se podría decir que la eficacia del tratamiento depende de diferentes 

variables:   

1) Grado de lesión: Se ha observado que el grado del efecto positivo del agonismo nicotínico es mayor si 

la lesión es moderada.  

2) Dosis de nicotina: La nicotina exhibe una curva dosis-respuesta de forma de U, en donde la máxima 

protección se observa con regímenes intermediarios de nicotina [92, 153, 154].  

3) Régimen de tratamiento con nicotina: Es necesario un pre-tratamiento con nicotina previo a la 

lesión. Se ha visto que un régimen de nicotina de 2 a 3 semanas, previo al daño de la vía nigroestriatal 

aumenta los niveles de DAT en el CE de ratas lesionadas en comparación a animales que no recibieron 

régimen de nicotina. Sin embargo, no se han visto cambios en los niveles de DAT cuando la nicotina es 

administrada (durante el mismo intervalo de tiempo) luego de la lesión nigroestriatal. Estos resultados 

sugieren que la acción primaria de la nicotina es protección contra la degeneración que está en curso, 

más que la restauración del daño neuronal [155].     

4) Especie animal utilizada: Diferencias en las especies de animales utilizadas para los modelos de EP 

podrían afectar los efectos del tratamiento con nicotina. Modelos de EP en ratones han mostrado 

muchas variaciones en los resultados, mientras que los resultados en monos y ratas parecerían ser más 

consistentes [156]. Esto podría deberse a que, por ejemplo, la vida media de la nicotina en plasma de 

ratones es de 5-10 minutos, mientras que en humanos, monos y ratas es de 1-2 horas, esto llevaría a 

que la nicotina no estuviera el tiempo necesario en el plasma de ratones para lograr inducir los efectos 

deseados. Por otro lado, los deterioros comportamentales en monos y ratas causados por daño 

nigroestriatal están más próximos a parecerse a los deterioros presentes en los pacientes con EP, en 

comparación a lo observado en los ratones. Por analogía, el circuito estriatal en ratas y monos podría 

parecerse más al circuito estriatal en humanos [156].            

5) Toxina utilizada en el modelo: La toxina utilizada para inducir daño nigroestriatal podría ser una 

variable importante. La nicotina podría proteger más fácilmente contra daño inducido por 6OHDA, 

metanfetamina y paraquat, en comparación del daño inducido por MPTP. Esto es debido a que podrían 

haber interacciones entre la nicotina y agentes neurotóxicos como es el MPTP, y esto podría resultar en 

un incremento de la toxicidad [156]. Los estudios en modelos in vivo utilizando la toxina rotenona son 

muy escasos, por lo tanto, no están reportadas aún las diferencias en modelos con rotenona y el efecto 

de la nicotina con respecto al resto de los modelos.  

6) Distribución de los nAChRs: Existen variaciones en la distribución de los subtipos de nAChRs entre las 

distintas especies, lo que podría resultar en las diferencias observadas en los efectos mediados por la 

nicotina mediante los nAChRs. Por ejemplo, la densidad de los nAChR α7 es relativamente alta en CE de 

ratones, y baja en el CE de humanos, monos y ratas.  

  

 

Por lo tanto, el modelo más adecuado para evidenciar un efecto neuroprotector del agonismo 

nicotínico sería: un tratamiento crónico e intermitente de nicotina a una dosis media que comience 

antes de la lesión y continúe durante el proceso degenerativo, sumado a una lesión progresiva y 

moderada.   
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2. Antecedentes Particulares 
 

Desde hace varios años, el Departamento de Neuroquímica del IIBCE lleva a cabo una línea de 

investigación relacionada con el estudio de agonistas de nAChR como estrategia experimental para el 

tratamiento de la EP.  

Utilizando el modelo de EP de lesión unilateral de SNpc con la neurotoxina 6-OHDA en ratas, se 

demostró que el agonismo nicotínico previene la disminución de los niveles de DA y TH, y mejora la 

disponibilidad de DA a ser liberada en los terminales del CE. Esta mejora metabólica de los terminales 

dopaminérgicos no se acompaña de neuroprotección, ya que no se observó una prevención de la 

muerte de las células dopaminérgicas de la SNpc [90-93]. 

El modelo de EP con 6OHDA es ampliamente usado, pero como se mencionó previamente, no reproduce 

la formación de agregados de α-syn tipo CL, característica de la EP. Por el contrario, la administración de 

la toxina rotenona in vivo, genera agregado de α-syn y por ello ha sido sugerido que los modelos de EP 

utilizando esta toxina, serían más adecuados para estudios de mecanismos y posibles terapias para esta 

enfermedad ya que reproducirían mejor los eventos fisiopatológicos [Recuadro 3] [32, 130].  

Por ello, la degeneración de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc por rotenona podría ser un mejor 

modelo para estudiar un posible efecto neuroprotector del agonismo nicotínico.  

 

En mi tesis de grado de la Licenciatura en Bioquímica, realizamos una evaluación de la inyección 

intracerebral de distintas dosis de rotenona localmente en la SNpc y en el HMCA de ratas como modelo 

de EP.  

A partir de esto, pudimos concluir que, la inyección de 1μl de rotenona directamente en la SNpc (dosis 

evaluadas: 12, 9, 7, 5 y 3 μg/µl), causa una muerte celular rápida e inespecífica en el lugar de 

administración de la toxina, por lo que no parecería ser un modelo apropiado para estudiar mecanismos 

neuroprotectores.  

Por otro lado, los resultados mostraron que la inyección de rotenona en el HMCA (dosis evaluadas: 1 y 

0,5µg/μl) provoca una degeneración selectiva de las neuronas dopaminérgicas en la SNpc [157].  

La rotenona es una molécula altamente lipofílica, y es capaz de atravesar fácilmente las membranas 

biológicas, incluida la barrera hemato-encefálica, por lo tanto, su ingreso a la célula es independiente de 

un trasporte específico [158]. Por ello, la rotenona no parecería ser una toxina selectiva de las neuronas 

dopaminérgicas. Sin embargo, diferentes estudios sugieren que las neuronas dopaminérgicas serían más 

sensibles a esta toxina. En el presente modelo de EP, la inyección de 1µg/µl de rotenona inyectada en el 

HMCA indujo una degeneración del 62% de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc evaluada al mes 

post lesión [157]. Por lo tanto esta dosis de la toxina inyectada en el HMCA parecería ser un adecuado 

modelo de EP y genera la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc en un porcentaje que es el 

deseable para poder evidenciar si un tratamiento es neuroprotector. 

Dado que la administración de la toxina se realiza en el HMCA, es probable que induzca la muerte de las 

neuronas de forma más progresiva que la muerte inducida por la administración de neurotoxinas 

directamente en la SNpc, modelo utilizado previamente por nuestro laboratorio.  

En este sentido podría ser un modelo más adecuado para evaluar la posible neuroprotección por 

agonísmo nicotínico. Al generar una muerte más lenta se estaría aumentando la ventana temporal para 

que la estimulación del los nAChRs ejerzan un efecto protector sobre las neuronas dopaminérgicas. La 

evalauación de este aspecto importante del modelo fue uno de los objetivos abordados en la presente 

tesis.  
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3. Hipótesis 
 

La hipótesis de este trabajo se centra en que el agonísmo nicotínico crónico induce cambios en el 
sistema nigroestriatal que llevan a una prevención de la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la 
SNpc frente a diferentes agentes dañinos como por ejemplo la toxina rotenona.  
 
 
 
 

4. Objetivo general 
 

En este marco, el presente trabajo de maestría tiene como objetivo general estudiar en un modelo 
experimental de EP in vivo por administración de rotenona en el HMCA, el posible efecto 
neuroprotector del agonismo nicotínico crónico intermitente sobre las neuronas dopaminérgicas de la 
SNpc y los axones dopaminérgicos en el CE, y evaluar la posible participación de los subtipos de nAChRs 
presentes en dichas estructuras como mediadores de este efecto. 

 
 
 

4.1 Objetivos específicos  
 

1) Evaluación de la progresión de la lesión en el modelo de EP con rotenona: 
a) Cuantificación del número de neuronas TH-positivas en la SNpc por inmunohistoquimica a los 8 

y 30 días post lesión. 
 

2) Estudiar el posible efecto neuroprotector del tratamiento crónico de nicotina sobre la vía 
nigroestriatal en el modelo de EP en ratas, evaluando:   

a) A nivel de la SNpc: El número de neuronas TH-positivas en la SNpc y la expresión de la enzima 
TH en las neuronas dopaminérgicas remanentes a la lesión.  

b) A nivel del CE: Los niveles tisulares de DA en el CE, el número de axones dopaminérgicos 
remanentes a la lesión y la expresión de la enzima TH en axones dopaminérgicas remanentes a 
la lesión.  

c) La función motora de los animales mediante diferentes test comportamentales (footprint test, 
cylinder test y campo abierto) en diferentes tiempos luego de la lesión.  

 
3) Estudiar los cambios de los nAChRs en el modelo de EP en ratas y los efectos del agonismo 
nicotínico sobre estos receptores: 

 
a) Estudiar la expresión de las subunidades α4, α6 y α7 de nAChR en los somas neuronales  

dopaminérgicas remanentes a la lesión en la SNpc.  
b) Estudiar la expresión de las subunidad α4 y α6 en los axones dopaminérgicos remanentes a 

la lesión en el CE. 
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5. Estrategia Experimental  
 

Modelo de EP experimental con rotenona 

Para evaluar la progresión de la lesión en el modelo de EP con rotenona se inyectaron los animales con 1 
µl de la toxina rotenona a una concentración de 1µg/µl en el HMCA mediante estereotaxia y se 
sacrificaron 8 días después. El número de neuronas dopaminérgicas en la SNpc se cuantificó por 
inmunohistoquímica y se los comparó con el número de neuronas dopaminérgicas en la SNpc a los 30 
días post lesión evaluado durante mi trabajo de grado. También se realizó la cuantificación en animales 
inyectados con el vehículo de la rotenona y animales controles.  
  
 
Evaluación de neuroprotección por agonismo nicotínico en el modelo de EP 
 
Para cumplir con el objetivo de estudiar el posible efecto neuroprotector del tratamiento crónico con 
nicotina en el modelo de EP, se administró nicotina durante 5 días previos y hasta 30 días después de la 
lesión y se analizaron los efectos inducidos sobre las neuronas dopaminérgicas de la SNpc y sobre los 
axones dopaminérgicos en el CE (figura 5). Tambien se realizaron test comportamentales para evaluar el 
desempeño motos de los animales.  
 
 
Para esto y para el resto de las actividades se trabajó con los siguientes grupos experimentales:  
 

1- Grupo Rot + Nic: estos animales recibieron una inyección de 1µl de rotenona a una 
concentración de 1µg/µl en el HMCA y tratamiento diario con nicotina (0.4 mg/kg) durante 5 
días previos y hasta 30 días después de la lesión. El protocolo de administración de nicotina 
presentó tres variables que consideramos importantes para potenciar el posible efecto 
protector del agonismo nicotínico: la administración previa a la lesión, la administración crónica 
intermitente y la dosis intermedia de nicotina [166]. 

2- Grupo Rot + Sal: estos animales recibieron una inyección de rotenona en el HMCA y fueron 
inyectados diariamente con salino (vehículo de la nicotina) en un régimen igual al de nicotina. 

3- Grupo DMSO/PGL + Sal: estos animales fueron inyectados con 1 μl de DMSO/PGL a una 
concentración de [1:1] (vehículo de la rotenona) en el HMCA y recibieron una dosis diaria de 
salino en un régimen igual al de nicotina. 

4- Grupo Control: a estos animales no se les realizó ningún tipo de tratamiento o intervención 
quirúrgica.  

 
Cabe destacar que no se realizó un grupo experimental tratado solo con nicotina (sin lesión con 
rotenona) dado que el diseño experimental permite evaluar los efectos de la administración de nicotina 
en los parámetros evalaudos en el hemisferio contralateral a la lesión de los animales que reciben la 
toxina y el agonista nicotínico. 
 
En cada experimento cada grupo experimental estuvo representado por un número de 4-6 animales.  
Los animales fueron sacrificados a los 32 días luego de la inyección intracerebral de rotenona o 
DMSO/PGL. Los estudios que se hicieron en los diferentes animales están detallados en el anexo.  
 
Los animales del grupo Nic + Rot recibieron la última inyección de nicotina 48 horas antes del sacrificio 
con el objetivo de obtener resultados que evidencien los cambios inducidos por el tratamiento crónico 
de nicotina y no un efecto agudo de la inyección del agonista.  Los animales controles fueron 
sacrificados cuando estaban en edad comparable con los animales tratados. 
 
 
Para el análisis a nivel de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc se cuantificó: 

1) el número de neuronas TH-positivas en la SNpc por inmunohistoquímica para determinar si el 
tratamiento con nicotina previene la muerte de estas neuronas. 
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2) la expresión de la enzima TH mediante inmunofluorescencia por determinación del promedio 
de la intensidad de fluoresencia (“mean grey value”) en las neuronas dopaminérgicas 
remanentes a la lesión. El objetivo de este estudio fue evaluar si la expresión de la enzima TH 
en las neuronas remanentes se afecta con los tratamientos.  
 

 
Para el análisis a nivel de los axones dopaminérgicos en el CE se cuantificó:  

1) los niveles tisulares de DA por cromatografía líquida de alta performance con detección 
electroquímica (HPLC-DE)  

2) el porcentaje del área ocupada por la señal TH-positiva por inmunofluorescencia para evaluar la 
densidad de axones dopaminérgicos remanentes en el CE. Para estos estudios se subdividió el 
CE en 4 regiones (Medial, Lateral, Dorsal y Ventral) para poder discriminar entre las regiones 
que reciben principalmente aferencias dopaminérgicas provenientes de la SNpc, de la VTA o 
ambas. 

3) la intensidad de la señal TH+ por inmunofluorescencia (densidad óptica integrada) en las cuatro 
regiones mencionadas en el CE como medida de la cantidad de la enzima. 

 
Para evaluar los efectos funcionales del tratamiento de nicotina frente a la lesión con rotenona, se 
realizaron evaluaciones de la función motora de los animales mediante diferentes test 
comportamentales. Estas evaluaciones se realizaron a los 4-6 días (lesión no establecida) y a los 30 días 
(lesión establecida) luego de la inyección intracerebral.  
Se utilizó el modelo de campo abierto para evaluar la actividad motora general de los animales, el 
footprint test para evaluar el patrón locomotor de los animales y el test del cilindro para evaluar la 
unilateralidad en el uso de las patas delanteras de cada animal en un ambiente novedoso.  
Los animales del grupo Rot + Nic recibieron la inyección diaria de nicotina luego de finalizados los tests 
comportamentales para que el efecto agudo del agonista no afecte su desempeño motor. 

 
 
 
Evaluación de posibles cambios inducidos por el agonísmo nicótico sobre los nAChRs 
 
Para cumplir con el objetivo de estudiar los posibles cambios inducidos por el agonísmo nicótico sobre 
los nAChRs en el modelo de EP se realizaron cuantificaciones de las diferentes subunidades α de los 
nAChRs sobre las neuronas dopaminérgicas en la SNpc y sobre el CE.   
 
Las subunidades α de los nAChRs son las más ubicuas en el Sistema Nervioso y en particular los nAChRs 
que presentan la subunidad α6 se encuentran únicamente en las neuronas catecolaminérgicas.  
A nivel de la SNpc se cuantificó la expresión de los subtipos α4, α6 y α7 de subunidades por 
inmunofluorescencia determinando la intensidad de fluoresencia (“mean grey value”) de la señal en los 
somas neuronales dopaminérgicos remanentes a la lesión. A nivel del CE se cuantificó la densidad optica 
integrada (doi) de la señal α4 y α6 por inmunofuorescencia. En esta región no se evaluó la subunidad α7 
de los nAChR ya que la misma no se encuentra presente en los axones dopaminérgicos. 
 
Además, se cuantificó el % de área ocupada por la señal α6+ en el CE con el objetivo de poder 
comprobar si esta subunidad está presente únicamente en las neuronas catecolaminergicas.  
 
 
Análisis de datos 

La inyección unilateral de neurotoxinas para inducir el daño unilateral de la vía dopaminérgica nigro-
estriatal es un abordaje ampliamente usado en la literatura de la temática [90-93, 159-164]. 
Además de una mínima mortalidad de los animales luego de la operación, la lesión unilateral presenta 

otras ventajas frente a la lesión bilateral, incluyendo asimetría comportamental y la posibilidad de usar 

el lado no lesionado como control interno. Esto último tiene la ventaja de atenuar las interferencias 

causadas por la variación intrínseca entre animales y procedimientos experimentales, evitando sesgos 
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metodológicos [159-161]. Por ello, los resultados se expresan habitualmente como un porcentaje del 

parámetro evaluado del lado inyectado intracerebralmente con la toxina respecto al lado contralateral a 

la inyección intracerebral [90-93, 159-164].  Este abordaje para analizar los datos fue el utilizado en la 

presente tesis.  

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

A 

B 

Figura 5: A: Modelo de EP experimental: Se indujo la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc inyectando 
unilateralmente por estereotaxia la toxina rotenona (1μg en 1μl) en el HMCA de las ratas utilizando las coordenadas (en mm): AP: -
3,5 / L: -1,5 / V: -7,8 según el atlas de Paxinos y Watson [165]. Otro grupo de animales se inyectó en el HMCA con el vehículo de la 
rotenona (DMSO/PGL, 1:1, 1μl) B: Protocolo experimental: Se muestra: 1) el protocolo de administración de nicotina o salino a los 
animales durante 35 días, 2) los tiempos en los que se realizaron todos los análisis y test comportamentales, la inyección 
intracerebral de rotenona y el sacrificio de los animales.    
 . La toxina rotenona o su vehículo (DMSO/propilenglicol, 1:1) se inyectaron al sexto día.  
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6. Materiales y Métodos 

 
 

6.1 Animales 
 
En todos los experimentos se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley (Tabla 1) de 230-260g, criadas y 

mantenidas en el bioterio del IIBCE en un microambiente con temperatura controlada (20-22°c), ciclo 

luz/oscuridad de 12 horas y libre acceso al agua y alimento. Los protocolos utilizados con los animales de 

experimentación han sido aprobados por la Comisión de Ética en el Uso de Animales (CEUA) del IIBCE. 

 

6.2 Inyección intracerebral de Rotenona y procedimiento quirúrgico 
 
La cirugía estereotaxica es un tipo de intervención quirúrgica que utiliza un sistema de coordenadas 
tridimensional para localizar pequeñas estructuras dentro del cuerpo. En investigación se utiliza la 
estereotáxica para estudios con animales de experimentación. El principal uso es para la introducción de 
fármacos en puntos específicos del cerebro, que de otra manera no serían capaces de atravesar la 
barrera hematoencefálica. En roedores, la aplicación más común es la introducción directa de fluidos, o 
bien implantación de una cánula o un aparato de microdiálisis.  
Los animales fueron anestesiados con Ketamina/ Xilasina (80 y 5 mg/kg i.p, respectivamente) y 
colocados en un aparato estereotáxico (D. Kopf) para inyectar 1μl en 1μg de la toxina rotenona (Sigma) 
en el HMCA del lado derecho del animal y dejando el lado izquierdo como control sin lesión (figura 5 A). 
Para esto se realizó una perforación en el cráneo y se introdujo una jeringa Hamilton acoplada a una 
unidad de micro-inyección (D. Kopf) utilizando las siguientes coordenadas (en mm) a partir de Bregma 
de acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson [165]: AP: -3,5/ L: -1,5/ y V: -7,8. En todos los grupos 
experimentales, el volumen total de inyección fue de 1μl. Como vehículo de rotenona, se utilizó dimetil 
sulfoxido (DMSO) (Carlo Erba)/propilenglicol (Pgl) (Droguería Industrial Uruguaya), (1:1).  
Luego de la cirugía, los animales fueron suturados y mantenidos bajo observación hasta que se 
recuperaron de la anestesia antes de ser  trasladados al bioterio del IIBCE  y monitoreados diariamente 
hasta el momento de su sacrificio a los 32 días pos lesión. 
Como ya se mencionó, luego de los 32 días de la inyección de rotenona en el HMCA hay una muerte de 
55% de las neuronas dopaminérgicas en la SNpc, un porcentaje de muerte adecuado para poder 
estudiar el potencial de posibles agentes neuroprotectores.  
 
 

6.3 Administración de nicotina  
 
La nicotina fue administrada una vez al día (0,4mg/Kg, subcutáneo) comenzando 5 días antes de la lesión 
con rotenona y hasta 48 horas antes del sacrificio (figura 5). Como ya se mensionó, este protocolo 
incluye tres variables que consideramos importantes para potenciar el posible efecto protector del 
agonismo nicotínico: la administración previa a la lesión, la administración crónica intermitente y la 
dosis intermedia de nicotina [166]. Todos los animales menos los del grupo control recibieron una 
inyección diaria de nicotina o de salino para que la manipulación no sea una variable diferencial entre 
los grupos experimentales tratados. 
 
 

6.4 Evaluación Morfológica: Inmunohistoquímica 
 
Procesamiento del tejido 
32 días luego de la administración de rotenona los animales fueron anestesiados con uretano (2ml/Kg) 
por vía intraperitoneal y se procedió a la perfusión transcardíaca. Para ello, se inyectó en el ventrículo 
izquierdo del corazón 0.1ml de anticoagulante heparina (al 50%) y utilizando una bomba de perfusión 
(Masterflex L/S) se perfundió a través del ventrículo izquierdo con solución salina (60ml) para lavar la 
sangre seguido paraformaldehído (PFA) al 4 % (250ml) para fijar el tejido, con sucrosa al 5% como 
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criopreservante. Posteriormente se disecó el cerebro y se pos-fijó por inmersión en PFA 4% con sucrosa 
5% durante 2 horas a 4°C, seguido de crioprotección en sucrosa al 15% durante 24 horas y al 30% 
durante 48 horas a 4 °C.  
Los cerebros fueron mantenidos a -80°c hasta ser seccionados en cortes coronales de 20um de espesor 
en crióstato (Slee Mainz, MEV) a -22°C. Los cortes se recogieron en portaobjetos gelatinizados a la altura 
de las siguientes coordenadas según el atlas de Paxinos y Watson: CE: desde +0,7 a -0,26mm y SNpc: 
desde -4,8 a -6,4 mm. Los cortes se conservaron a -21°C hasta el momento de su uso. 
 
Inmnofluorescencia  
La inmunofluorescencia es una técnica utilizada para detectar antígenos tisulares mediante la reacción 
antígeno-anticuerpo. Para detectar esta reacción el anticuerpo específico (inmunotinción directa) o el 
anti-anticuerpo (inmunotinción indirecta) deben estar marcados con una sustancia que absorbe o emite 
luz o produce coloración. En nuestro caso utilizamos inmuno-tinción indirecta con marcación por 
fluoróforos. 
 
Protocolo  
Los cortes seleccionados según las coordenadas a estudiar, fueron incubados durante 30 minutos a 37°c 
con una solución de permeabilización que contiene buffer fosfato salino pH= 7,3 (PBS), D-L-lisina 
0,0054M (Sigma) y tritón x100 0,1% (Sigma). Luego se incubó con buffer de bloqueo (PBS, DL-Lisina 0,1% 
y 5% de suero de cabra) para enmascarar los sitios de unión inespecíficos durante 30 minutos en cámara 
húmeda. Posteriormente los cortes fueron incubados toda la noche en cámara húmeda a temperatura 
ambiente con diferentes anticuerpos específicos en buffer de incubación (PBS, DL-Lisina 0,1% y Suero de 
Cabra 5%). Al final del periodo de incubación los cortes fueron lavados en PBS para eliminar los 
anticuerpos no unidos al antígeno. Posteriormente se incubó el anti-anticuerpo conjugado a los 
diferentes fluorocromos (alexa 488 o alexa 543), diluido 1:800 en PBS, durante 1,5 horas a temperatura 
ambiente. Finalmente, los cortes fueron lavados con PBS para eliminar los anti-anticuerpos que no se 
unieron a los anticuerpos específicos. Por último se procedió al montado de los cortes con una solución 
de glicerol al 70% en PBS 1x y se sellaron los cubre objetos al porta objeto con esmalte trasparente.  
 
Para los estudios de cuantificación de neuronas dopaminérgicas en la SNpc se utilizó una sola marcación 
con TH y para las inmunofluorescencia de las subunidades α4 y α6 de los nAChRs se realizaron co-
inmunomarcaciones con TH. Para detectar la subunidad α7 de los nAChR se incubó con α-bungarotoxina 
conjugada a alexa 488 y se comarcó con TH para inmunofluorescencia (Tabla 1). 
 
 
Tabla 1: Lista de anticuerpos y marcadores específicos utilizados en los ensayos histoquímicos. 
Antígeno Tipo Especie en la que se 

generó 
Dilución utilizada Fabricante 

TH Policlonal conejo 1:1000 Thermo 

TH Monoclonal ratón 1:1000 Millipore 

α4 nAChR Policlonal conejo 1:800 Alomone labs 

α6 nAChR Policlonal conejo 1:500 Alomone labs 

α7 nAChR Bungarotoxina-
conjugada a 488 

 1:500 Molecular Probes  

 
Tabla 2: Lista de anticuerpos secundarios utilizados 
Anti-anticuerpo 
especifico 

Especie en la que se 
generó 

Especie 
inmunoreactiva 

Dilución utilizada 

Alexa 488 Cabra conejo 1:800 

Alexa 546 Cabra ratón 1:800 

Alexa 488 Cabra ratón 1:800 

Alexa 546 Cabra conejo 1:800 
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Los resultados se analizaron en imágenes obtenidas utilizando un microscopio Confocal, (Leica, TCS SP2) 
provisto de láseres que emiten a una longitud de onda de 488 y 543nm (Tabla 2).    
Todas las imágenes utilizadas en este estudio fueron de plano focal único y adquiridas con una 
resolución de 1024 x 1024 pixeles, utilizando un lente objetivo de 40x (UPlanFLN AN=0,75, Olympus) o 
un lente objetivo de inmersión de 60x. 
En cada ensayo se realizaron los controles negativos incubando los cortes omitiendo los anticuerpos 
específicos para establecer los niveles de “background” del tejido y la especificidad de los anticuerpos 
específicos.  

 
6.5 Análisis de la SNpc 

 
 

Cuantificación del número de neuronas TH positivas 
Para este análisis se utilizó N=6 animales por condición experimental y se tomaron 6 cortes por rata 
abarcando desde la coordenada -4,84 a la -5,22mm (SNpc) desde Bregma y se inmunomarcaron con TH. 
Se utilizó microscopia confocal para capturar las imágenes y luego se procedió al conteo de neuronas 
TH-positivas en la SNpc de ambos hemisferios de cada animal, el cual se realizó de forma manual 
utilizando la herramienta cell counter del programa ImageJ. Se contaron todas las neuronas marcadas en 
las 4 regiones mostradas en la figura 6 y luego se sumaron obteniéndose el número total de neuronas 
de cada SNpc (hemisferio derecho e izquierdo) por corte (figura 6). Los cortes seleccionados por cada 
rata fueron: un corte a la altura de la SNpc anterior (coordenada aproximada -4,84mm), dos cortes a la 
altura de la SNpc medial (coordenada aproximada -4,96; -5,00 mm), dos cortes a la altura de la SNpc 
medial-posterior (coordenada aproximada -5,12; -5,16mm) y un corte a la altura de la SNpc posterior 
(coordenada aproximada -5,22mm).  
 
 
     

 
 
Figura 6: A: Imágenes extraídas del Atlas de Paxinos y Watson [21]. Se muestran dos de las coordenadas aproximadas en las que se 
realizaron los análisis de la SNpc. Se indica en color naranja el área de la SNpc del lado de uno de los hemisferios del cerebro de 
rata. B: Imagen representativa de la SNpc donde se muestran las diferentes áreas de cuantificación del número de neuronas TH-
positivas, el área 5 corresponde al ATV la cual no fue cuantificada.  
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Cuantificación de la intensidad de fluoresencia de la señal TH+ en neuronas dopaminérgicas de la 
SNpc  
Para este análisis se utilizó N=5 animales por condición experimental y se tomaron 4 cortes por rata 
abarcando las coordenadas anterior, medial, medial-posterior y posterior de la SNpc desde Bregma 
(aprox. -4,8; -5,00; -5,16mm de Bregma). Estos cortes fueron inmunomarcados con TH para cuantificar 
la intensidad de fluorescencia de la señal TH-positiva de las neuronas dopaminérgicas remanentes. La 
cuantificación de la intensidad de fluorescencia de cada fluoróforo en el área seleccionada se realizó 
utilizando el parámetro “mean gray value” del programa ImageJ el cual se define como la suma de los 
valores grises de todos los pixeles en la zona seleccionada dividido por el numero de pixeles. 
 

Utilizando la herramienta ROI Manager del programa ImageJ se procedió a cuantificar la intensidad de 

fluorecsencia/área seleccionada de cada neurona ajustando el umbral cambiando los colores de la figura 

a escala de blancos y negros y luego se seleccionó el contorno de cada neurona con la herramienta 

wand tracing, omitiendo el núcleo de ésta (figura 7). 

 

 
 
Cuantificación de la señal de las  subunidades α4, α6, α7 de los nAChR en las neuronas TH+ 

Para este análisis se utilizó N=5 animales por condición experimental y se tomaron 4 cortes por rata 

abarcando las coordenadas anterior, medial, medial-posterior y posterior de la SNpc desde Bregma 

(aprox. -4,8; -5,00; -5,16mm de Bregma). Con el objetivo de poder cuantificar la intensidad de 

fluorecsencia/área seleccionada de cada subunidad (α4, α6 y α7) en las neuronas dopaminérgicas (TH+), 

se realizaron co-marcaciones para cada subunidad (α4, α6, α7) de los nAChRs y para la enzima TH, Con 

el programa ImageJ utilizando las coordenadas tomadas de la imagen para la señal TH+ se traspasaron 

esas coordenadas hacia la imagen tomada para la señal α4+ o α6+ o α7+ y se cuantificó la intensidad de 

fluorecsencia/área seleccionada para esa señal en cada neurona TH+ (figura 7). 
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Figura 7: Imágenes representativas de las co-marcaciones para las neuronas dopaminérgicas TH+ y las distintas subunidades α4, 
α6 y α7 de los nAChR en la SNpc.  En amarrillo se muestra la delineación de las neuronas TH+ en la SNpc con omisión del núcleo y 
la misma coordenada llevada a las figuras de las distintas subunidades de los nAChRs.  
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6.6 Análisis del CE 
 

Para los análisis en el CE se utilizó N=5 animales por condición experimental y se tomaron 3 cortes por 
rata abarcando las coordenadas aproximadas +0,22, +0,16, +0,1mm desde Bregma. 
Para el estudio del CE, se dividió el CE en 4 áreas como muestra la figura 8 A, con el objetivo de estudiar 
cada área por separado ya que cada área del CE es inervada de forma diferente por las neuronas 
dopaminérgicas de  la SNpc y el ATV (Figura 2 y 8).  
 
 
 
 

        
Figura 8: A: Dibujo representativo de las 4 áreas analizadas en el CE. M: CE Medial, V: CE Ventral, D: CE Dorsal y L: CE Lateral. B: Se 
muestran las coordenadas aproximadas en las que se realizaron los análisis del CE en uno de los hemisferios del cerebro de rata. 
Imágenes extraídas del Atlas de Paxinos y Watson [165] de las coordenadas aproximadas analizadas a nivel del CE.  

 
 
 
Cuantificación de la disminución de axones dopaminérgicos (porcentaje área ocupada por la señal TH+) 
y de densidad óptica integrada de la señal TH+ en CE  
 
Como una aproximación para evaluar la degeneración de axones dopaminérgicos, se realizó la 
cuantificación de la disminución de axones dopaminérgicos remanentes en el CE, mediante la utilización 
de imágenes de inmunofluorescencia para TH y se cuantificó el porcentaje de área ocupada por la señal 
TH+ con respecto a un área de tejido seleccionada. En cada medida se cuantificó también la densidad 
óptica integrada (doi) de la señal TH+ en el CE. La doi se define como la suma de los valores de los 
pixeles en la imagen o en el área seleccionada, lo que es equivalente al producto del área seleccionada y 
el “mean gray value”. 
Utilizando el programa ImageJ se seleccionó el área de tejido a cuantificar y para esto se dibujó un 
rectángulo de aproximadamente 3,94 µm

2 
el cual fue utilizado para todas las medidas en cada imagen. 

Una vez seleccionada el área a medir abarcando todo el tejido de la imagen pero evitando las zonas de 
estriaciones, se ajustó el umbral de la imagen a escala de blancos y negros y se obtuvo el porcentaje de 
área ocupada por la señal TH+ y la doi de la señal TH+, ambos parametros con respecto al área de tejido 
delimitado por el rectángulo. Se cuantificaron 14 áreas por imagen, cubriendo un total de 47,28 μm

2
 con 

respecto al total del área de la imagen (198,34 μm
2
) (figura 9).  

 
 

A B 
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Figura 9: Imagen de inmunomarcación con TH de axones dopaminérgicos en el CE. Se muestra una representación de las 14 áreas 
seleccionadas arbitrariamente para realizar: 1) la cuantificación de axones dopaminérgicos calculado como el porcentaje de área 
ocupada por la señal TH+ y 2) la doi de la señal TH+.   

 
 
 

 
Cuantificación del porcentaje de área ocupada por la señal α6+ y la intensidad de la señal α6+ en el CE 
 
Para este análisis se utilizaron las mismas imágenes que para el análisis de la expresión de TH en el CE, 
ya que se realizaron co-marcaciones para la subunidad α6 de los nAChRs y para la enzima TH.  
Se realizó la cuantificación del porcentaje de área ocupada por la señal α6+ respecto a un área de tejido 
seleccionada y en cada medida se cuantificó también la doi de la señal α6+. 
Con el programa ImageJ utilizando las coordenadas tomadas de la imagen para la señal TH+ se 
traspasaron esas coordenadas hacia la imagen tomada para la señal α6+ y se cuantificó el porcentaje de 
área ocupada por la señal α6+ con respecto al área de tejido seleccionado con el rectanngulo (3,94 µm

2
) 

y la doi de la señal α6+. En todas las imágenes se utilizó el mismo rectángulo. Se cuantificaron 14 áreas 
por imagen, cubriendo un total de 47,28 μm

2
 con respecto al total del área de la imagen (198,34 μm

2
). 

 
 
Cuantificación de la intensidad de la señal α4+ en la zona del neuropilo en el CE 
 
Para este análisis se utilizaron las mismas imágenes que para el análisis de la expresión de TH en el CE, 
ya que se realizaron co-marcaciones para la subunidad α4 de los nAChRs y para la enzima TH.  
Se realizó la cuantificación de la de intensidad de la señal α4+ mediante la doi. 
Con el programa ImageJ utilizando las coordenadas tomadas de la imagen para la señal TH+ se 
traspasaron esas coordenadas hacia la imagen tomada para la señal α4+ y se cuantificó la doi de la señal 
α4+ en la zona del neuropilo en el CE. En todas las imágenes se utilizó mismo rectángulo (3,94 µm

2
) para 

realizar la cuantificación. Se cuantificaron 14 áreas por imagen, cubriendo un total de 47,28 μm
2
 con 

respecto al total del área de la imagen (198,34 μm
2
). 

 
 
 

6.7 Cuantificación de niveles tisulares de DA 
 

La cromatografía es un método de separación física, en la cual, la separación de los distintos 

componentes de una mezcla, se basa en las diferentes retenciones que experimentan los componentes 

de la misma al pasar a través de una fase estacionaria, cuando la muestra es eluída por una fase móvil 

líquida. Así, la separación de los componentes de la muestra se produce debido a sus interacciones 

entre una fase líquida y una fase estacionaria sólida, contenida en una columna cromatográfica. En este 

trabajo se utilizó la técnica de cromatografía líquida de alta resolución con detección electroquímica (del 

inglés: High-Performance Liquid Chromatography with Electrochemical Detection, HPLC-ED). Se utilizó la 

separación por fase reversa en la cual la separación consiste en una fase estacionaria no polar y una fase 
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móvil polar. Aquí las moléculas se unen hidrofóbicamente a ligandos no polares en presencia de un 

solvente polar y los analitos más polares son los que eluyen primero. Se utilizó un detector 

electroquímico que se basa en la medición de la corriente eléctrica resultante de la conversión oxidativa 

o reductiva de un analito en la superficie del electrodo. La DA es una molécula altamente oxidable, que 

puede ser fácilmente detectada con un detector electroquímico midiendo la corriente eléctrica que se 

genera cuando ésta se oxida [167].  

Para la cuantificación de DA en el cerebro, los animales fueron sacrificados a los 32 días después de la 

inyección de rotenona o vehículo. Los cerebros se removieron rápidamente, luego se disecó el CE 

(derecho e izquierdo) y se mantuvieron a –80ºC hasta su posterior análisis.  

Para determinar los niveles tisulares de DA las muestras fueron pesadas, sonicadas en ácido perclórico 

0.1M (1000μl para el CE) y centrifugadas (15000 g) por 15 minutos a 4ºC. Se inyectaron 50ul del 

sobrenadante en un HPLC-ED con una columna C-18 (partículas 5μm, poros 100Å, 150 mm X 4.6 mm; 

Phenomenex, USA) y un detector electroquímico (LC-4C BAS) con potencial oxidativo de +0.65 V 

(electrodo de trabajo de carbón vs. electrodo de referencia de Ag/AgCl). La fase móvil utilizada estaba 

compuesta por ácido cítrico (0.15 M), octil-sulfato de sodio (0.6 mM), 4% de acetonitrilo y 1.5% de 

tetrahidrofurano, pH=3, taza de flujo 1.2 ml/min. Para cuantificar los niveles de DA se comparó la altura 

del pico del analito con la de un estándar de concentración conocida. N= 6 ratas por condicón 

experimental.  

 

 
 
 

6.8 Metodología para los estudios comportamentales: 

 
Se evaluó el desempeño motor de los animales utilizando el modelo de  campo abierto, el footprint test 
y el test del cilindro [196, 197, 198].  
El footprint test se le realizó a un grupo de animales conformado por N=6 animales por condición, 
mientras que el campo abierto y el test del cilindro se les realizó a el mismo grupo de animales 
comformado también por N=6 animales por condición (ver anexo).  
 
Modelo de Campo Abierto 
El campo abierto es un modelo ampliamente utilizado para evaluar la actividad locomotora general de 
los animales [171-173]. Para esto cada animal fue colocado en una caja de 60 x 60 cm con paredes de 
acrílico rojo de 40 cm de altura y una cámara de video colocada encima del campo abierto, para filmar la 
conducta de los animales durante 15 minutos. Los animales fueron evaluados a los 6 y 30 días post-
lesión en el cuarto de experimentación del Laboratorio de Farmacología Experimental del IIBCE. 
Utilizando un programa de video seguimiento Ethovision XP (Noldus) se cuantificaron los siguientes 
parámetros: distancia recorrida, velocidad, tiempo en movimiento y tiempo en no-movimiento (figura 
11 B). 
 
 
Footprint test 
El footprint test se realizó a los 4 como a los 30 días post lesión con el objetivo de evaluar el patrón que 
tiene cada animal al caminar, se determinó: 1. Distancia entre la pata izquierda y derecha traseras 2. 
Distancia del paso al caminar y 3. Distancia entre centros de las patas izquierda y derecha traseras 
(figura 10). 
Para ello, se pintaron con pintura no toxica las patas traseras derecha e izquierda y se registraron las 
huellas de cada pata que el animal deja al caminar por un pasillo de 1 metro de largo y 10 cm de ancho 
colocando en el piso un papel para registro de las huellas. En todos los casos se toman las medidas de 
las pasadas en donde los animales lograron caminar sin interrupciones en el andar. Se promediaron las 
medidas de 6 pasadas por animal.  
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Figura 10: Esquema representativo de las medidas que se realizan en el “Footprint test”. 1. las distancias entre la pata izquierda y 
derecha traseras 2. Distancia del paso al caminar y 3. Distancia entre centros de las patas izquierda y derecha traseras. Imagen 
representativa del registro de huellas.  

 
Test del Cilindro 
Este test nos permitió evaluar la unilateralidad en el uso de las patas delanteras de cada animal en un 
ambiente novedoso, donde solo pueden explorar de forma vertical realizando los que se conoce como 
“rearings” [170].  
Para ello, se colocó cada animal en un cilindro de 60cm de altura y 15cm de diámetro durante 3 minutos 
y se filmó el animal desde la parte superior del cilindro. Se realizó este test tanto a los 6 como 30 días 
post lesión. Luego se determinó en las filmaciones el número de veces que el animal apoyó cada pata 
delantera cuando se pone erguido en el cilindro (“rearing”). Estos estudios se realizaron en el cuarto de 
comportamiento del Laboratorio de Farmacología Experimental del IIBCE. Los datos se expresaron como 
la cantidad de veces que el animal utiliza su pata afectada por la lesión (pata izquierda) en función de las 
veces que utiliza su pata no afectada por la lesión (pata derecha) (figura 11 A).  
 
 
 

                        
Figura 11: Dibujo representativo de: A: Test del Cilindro, se muestra el cilindro y la cámara de video que registra la exploración del 
animal. B: Se muestra el Modelo de Campo Abierto acoplado a una cámara de video y la PC que posee el software de video- 

seguimiento Ethovision XP.   
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7. Análisis de los datos 

Cuantificación del numero de neuronas TH+ en la SNpc  
Para este análisis se utilizó N=6 animales por condición experimental y se tomaron 6 cortes por rata 
abarcando desde la coordenada -4,84 a la -5,22mm (SNpc) desde Bregma y se inmunomarcaron con TH. 
Los resultados fueron expresados como la media de la relación entre el número de células TH-positivas 
en el lado ipsilateral y el contralateral a la lesión ± el desvío estándar (DE). Para evaluar las diferencias 
entre los grupos experimentales se realizó el test de ANOVA de una cola seguido por el test de Tukey.  
 
Cuantificación de la intensidad de la señal de TH y de las subunidades α4, α6, α7 de los nAChRs en las 
neuronas dopaminérgicas remanentes a la lesión en SNpc 
Para este análisis se utilizó N=5 animales por condición experimental y se tomaron 4 cortes por rata 
abarcando las coordenadas anterior, medial, medial-posterior y posterior de la SNpc desde Bregma 
(aprox. -4,8; -5,00; -5,16mm de Bregma). 
En todos los casos se cuantificó la intensidad de fluorescencia (“mean gray value”) de la TH o de las 
distintas subunidades (α4, α6, α7) en la SNpc de ambos hemisferios en cada animal. En cada coordenada 
se cuantificó la intensidad de fluorescencia en las células en cada área de la SNpc (figura 6), luego se 
realizó un promedio de la intensidad de fluorescencia en las células por área. Por último se realizó un 
promedio entre todas las áreas de la SNpc medidas. El mismo análisis se realizó para el caso de la 
intensidad de fluorescencia de la señal de las distintas subunidades (α4, α6, α7).   
Los resultados fueron expresados como la media de la relación entre la intensidad de fluorescencia de 
cada señal en el lado ipsi y el contralateral a la lesión ± DE. Para evaluar las diferencias entre los grupos 
experimentales se realizó el test de ANOVA de una cola seguido por el test de Tukey.  
 
Cuantificación de la doi de TH y de las subunidades α4 y α6 de los nAChRs en los axones 
dopaminérgicos remanentes en el CE.  
Para los análisis en el CE se utilizó N=5 animales por condición experimental y se tomaron 3 cortes 
coronales por rata abarcando las coordenadas aproximadas +0,22, +0,16, +0,1mm desde Bregma. Se 
cuantificó la doi de la señal TH+ o α6+ o α4+ en las diferentes áreas del CE (figura 9).  
Luego se realizó un promedio de la doi de cada señal y se realizó este análisis en cada área del CE por 
separado y se promedió el resultado de los 3 cortes por animal. Los resultados fueron expresados como 
la media de la relación entre la doi de cada señal analizada en el lado ipsi y el contralateral a la lesión ± 
DE. Para evaluar las diferencias entre los grupos experimentales se realizó el test de ANOVA de una cola 
seguido por el test de Tukey.  
 
Análisis de los datos de la cuantificación de los niveles de DA en el CE 
Para los análisis en el CE se utilizó N=6 animales por condición experimental. 
Los resultados fueron expresado como ng de DA por gramo de tejido (ng/g tejido).  
Los resultados fueron expresados como porcentaje de los niveles de DA del lado ipsilateral (derecho) 
con respecto al lado contralateral a la lesión (izquierdo) (%D/I). Para evidenciar diferencias entre los 
grupos, los datos fueron analizados mediante el test ANOVA de una cola seguido por el test de Tukey. 
 
 
 
Análisis de datos de los test funcionales 
Para el caso de los tres test comportamentales utilizados, los datos fueron expresados como la media ± 
DE. Para evaluar las diferencias entre los grupos experimentales se realizó el test de ANOVA de una cola 
seguido por el test de Tukey. 
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8. Resultados 

 

8.1. Análisis de la progresión de la lesión con rotenona 

La EP es una patología progresiva, por lo tanto esta característica es deseable en un modelo 

experimental en donde se estudian tanto las bases neurológicas de la patología como posibles blancos 

terapéuticos. Para realizar el análisis de la progresión de la lesión en nuestro modelo de EP se inyectaron 

animales con rotenona (1µg en un volumen final de 1μl) o vehículo de la toxina (1 μl de DMSO/PGL) en 

el HMCA y se sacrificaron a los 8 días luego de la inyección intracerebral.   

El tejido fue procesado para inmunofluorescencia junto con el de animales controles y se procedió a la 

cuantificación del número de células TH-positivas en la SNpc.  

La cuantificación del número de células TH-positivas en la SNpc a los 8 días post inyección intracerebral 

de rotenona o su vehículo se comparó con la cuantificación realizada a los 30 días post inyección en el 

trabajo de mi tesis de grado en Licenciatura (ver antecedentes particulares). Los resultados muestran 

que a los 8 días luego de la inyección de rotenona hay un 30% de muerte de células TH-positivas, en el 

lado ipsilateral a la lesión con respecto al lado contralateral. Esta disminución del numero de células TH-

positivas a los 8 días post lesión no es significativa con respecto a los animales controles. La disminución 

de células TH+ a los  30 días post lesión (62% de muerte) fue significa con respecto a los 8 días post 

lesión (figura 12). 

La inyección intracerebral de DMSO/PGL (vehículo de la rotenona) mostró una pequeña tendencia a 

disminuir el número de células TH-positivas en el tiempo, pero que no llega a ser significativa entre los 

grupos analizados 8 y 30 días post inyección o cuando se compara con los valores de animales controles.  

Por otro lado, el número de células TH-positivas a los 30 días luego de la administración de rotenona es 

significativamente diferente con respecto al número de células de los animales inyectados con 

DMSO/PGL y analizados luego de 30 días.  
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Figura 12: Progresión de la lesión con rotenona inyectada en el HMCA: A: Cuantificación del número de células TH-positiva en la 

SNpc a los 8 días, comparado con el numero a los 30 días post inyección (antecedentes particulares). Los datos son expresados 

como la media ± DE de la relación entre el número de células TH-positivas en el lado ipsilateral y el contralateral a la inyección 

intracerebral. ### = p< 0.0001 con respecto al control, °°° = p< 0.0001 con respecto a dmso/pgl 30 días, <<< = p< 0.0001 con 

respecto a DMSO/PGL 8 días y  /= p<0.05 con respecto a Rotenona 8 días. Test de ANOVA seguido por test de Tukey. N = 6 

animales por grupo experimental B: Imágenes representativas de neuronas TH+ (en verde) en cortes coronales de SNpc. Se 

muestra arriba: SNpc de animal inyectado con rotenona luego de 8 días, abajo: SNpc de animal inyectado con rotenona luego de 

30 días. N = 6-7 animales por condición experimental. 

 

         

8.2. Análisis de la SNpc 

Para estudiar los efectos del tratamiento con nicotina en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc del 

hemisferio lesionado, se cuantificó el número de células TH-positivas, la intensidad de la señal TH-

positiva y la intenidad de la señal de las subunidades α4, α6 y α7 del nAChR en las células 

dopaminérgicas remanentes de la SNpc ipsilateral a la inyección intracerebral, en animales controles, 

inyectados con el vehículo de rotenona en el HMCA, inyectados con rotenona en el HMCA con y sin 

tratamiento con nicotina. Estos estudios se realizaron a los 32 días luego de las inyecciones 

intracerebrales. 

 

8.2.1 Cuantificación del número de células TH-positivas  

La administración de rotenona en el HMCA causó una disminución significativa del 55% en el número de 

neuronas TH-positiva de la SNpc en el lado ipsilateral con respecto al lado contralateral a los 32 días post 

inyección. Esta disminución fue prevenida significativamente en los animales que recibieron el 

tratamiento con nicotina (figura 13).  

No se observaron diferencias significativas en el número de células TH+ en la SNpc de los hemisferios 

contralaterales entre los diferentes grupos experimentales (Anexo, figura1). 

 

 

A 

B 
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Figura 13: Efecto del tratamiento con nicotina sobre el número de neuronas dopaminérgicas de la SNpc. A: Cuantificación del 
número de células TH-positivas en la SNpc de los diferentes grupos experimentales. Los datos son expresados como la media ± DE 
de la relación entre el número de células TH-positivas en el lado ipsilateral y el contralateral a la inyección intracerebral. ## = 
p<0,001 con respecto al Control, °°= p<0,001 con respecto a dmso/pgl y * = p<0.05 con respecto a Rot+Nic. Test de ANOVA 
seguido por test de Tukey B: Imágenes representativas de la SNpc ipsilateral a la inyección en los diferentes grupos 
experimentales.  Se observan las neuronas TH-positivas (verde) de cortes coronales. Microscopía confocal 20x. N = 4-6 animales 
por condición experimental.  

 

 

8.2.2 Cuantificación de la intensidad de la señal TH+ en neuronas remanentes de la SNpc 

Para estudiar si la expresión de la enzima TH se modifica luego de la lesión con rotenona y con el 

tratamiento con nicotina, se determinó la intensidad de la señal TH en las neuronas dopaminérgicas en 

los diferentes grupos experimentales. La señal de la expresión de la enzima TH en las neuronas 

dopaminérgicas remanentes en la SNpc, no parecería estar afectada por la lesión con rotenona, su 

vehículo o el tratamiento con nicotina (figura 14).  

A 
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Figura 14: Intensidad de fluorescencia de la señal TH+ en neuronas TH A: Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de la 

señal TH+ en neuronas TH. Los datos son expresados como la media de la relación entre la cuantificación de la intensidad de 

fluorescencia de a señal TH+ del lado ipsilateral a la lesión y el lado contralateral ± DE. B: Imágenes representativas de la SNpc 

ipsilateral a la lesión. Se observan las neuronas dopaminérgicas TH+ (rojo) de la SNpc, de cortes coronales. Las imágenes fueron 

tomadas utilizando Microscopía confocal con un aumento de 40x. N= 4-5 animales por condición experimental. 

 
 

No se observaron diferencias significativas en la intensidad de la señal TH en las neuronas 
dopaminérgicas de la SNpc de los hemisferios contralaterales entre los diferentes grupos 
experimentales (Anexo, figura 2). 
 

 
 
 
8.2.3 Cuantificación de la intensidad de las señales de las subunidades α4, α6 y α7 de los nAChR en las 
neuronas dopaminérgicas remanentes de la SNpc 

 

Se determinó la intensidad de la señal α4, α6 y α7 en las neuronas TH-positivas en los diferentes grupos 

experimentales.  

La expresión de la subunidad α4+ de los nAChRs en las neuronas remanentes TH+ de la SNpc, no mostró 

alteraciones con ninguno de los tratamientos (Figura 15). 
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Figura 15: Efecto de los tratamientos sobre la expresión de de la subunidad α4 de los nAChR en las neuronas dopaminérgicas de 
la SNpc A: Cuantificación de la intensidad de la señal de la subunidad α4 de nAChR en neuronas TH+ en los diferentes grupos 

experimentales. Los datos son expresados como la media ± DE de la relación entre la cuantificación  del valor promedio de la 
intensidad de fluoresencia (“mean grey value”) del lado ipsilateral a la lesión y el cotralateral. B: Imágenes representativas 
de la co-inmunomarcación para TH y α4 de la SNpc ipsilateral a la inyección intracerebral. Se observan las neuronas 
dopaminérgicas TH+ en color rojo y la subunidad α4 de nAChR en verde. Las imágenes fueron tomadas utilizando Microscopía 
confocal con un aumento de 40x. N= 4-5 animales por condición experimental.  
 

 

Por otro lado, los animales inyectados con rotenona presentaron una disminución significativa de la 

expresión de la subunidad α6+ de los nAChRs en las neuronas TH+ con respecto a los animales 

inyectados con el vehículo de la rotenona (pero no con respecto a los animales controles). Esta 
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disminución se pierde cuando los animales son lesionados con rotenona y tratados con nicotina (Figura 

16). 
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Figura 16: Efecto de los tratamientos sobre la expresión de de la subunidad α6 de los nAChR en las neuronas dopaminérgicas de 
la SNpc. A: Cuantificación de la intensidad de la señal de la subunidad α6 de nAChR en neuronas TH+ en los diferentes grupos 
experimentales. Los datos son expresados como la media ± DE de la relación entre la cuantificación  del valor promedio de la 
intensidad de fluoresencia (“mean grey value”) del lado ipsilateral a la lesión y el cotralateral. Test de ANOVA seguido por test de 
Tukey. B: Imágenes representativas de la co-inmunomarcación para TH y α6 de la SNpc ipsilateral a la inyección intracerebral. Se 
observan las neuronas dopaminérgicas TH+ en color rojo y la subunidad α6de nAChR en verde. Las imágenes fueron tomadas 
utilizando Microscopía confocal con un aumento de 40x. N= 4-5 animales por condición experimental. 

 

La expresión de la subunidad α7 de los nAChR en las neuronas TH+ remanentes de la SNpc fue similar en 

todos los grupos experimentales (figura 17). 
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Figura 17: Efecto de los tratamientos sobre la expresión de de la subunidad α7 de los nAChR en las neuronas dopaminérgicas de 
la SNpc. A: Cuantificación de la intensidad de la señal de la subunidad α7 de nAChR en neuronas TH+ en los diferentes grupos 
experimentales. Los datos son expresados como la media ± DE de la relación entre la cuantificación  del valor promedio de la 
intensidad de fluoresencia (“mean grey value”) del lado ipsilateral a la lesión y el cotralateral. Test de ANOVA seguido por test de 
Tukey. B: Imágenes representativas de la co-inmunomarcación para TH y α7 de la SNpc ipsilateral a la inyección intracerebral. Se 
observan las neuronas dopaminérgicas TH+ en color rojo y la subunidad α7 de nAChR en verde. Las imágenes fueron tomadas 
utilizando Microscopía confocal con un aumento de 40x. N= 4-5 animales por condición experimental. 
 

A 

B 
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No se observaron diferencias significativas en la intensidad de la señal para α4, α6 y α7 en las neuronas 

dopaminérgicas de la SNpc de los hemisferios contralaterales entre los diferentes grupos 

experimentales (Anexo, figura 3). 

 

 

8.3. Análisis del Cuerpo Estriado 

Para estudiar los efectos del tratamiento con nicotina sobre los axones dopaminérgicos en el CE 

lesionado, se determinaron los niveles tisulares de DA, la densidad de axones dopaminérgicos, la 

intensidad de fluorescencia de la señal TH+ y de las subunidades α4 y α6 de los nAChR en el CE 

ipsilateral a la inyección intracerebral en todos los grupos experimentales. Estos estudios se realizaron a 

los 32 días luego de las inyecciones intracerebrales. 

 

8.3.1 Cuantificación de los niveles tisulares de DA en el CE  

Se evaluó el efecto de la lesión con rotenona y del tratamiento de nicotina sobre  los niveles de DA en el 

CE cuantificados por HPLC en todos los grupos experimentnales.  

En los animales lesionados con rotenona, los niveles remanentes de DA  fueron significativamente 

menores que los controles (23% y 101% para rotenona y controles, respectivamente). El tratamiento 

con nicotina previno significativamente la disminución de DA del lado lesionado: los niveles de DA en el 

CE lesionado de este grupo experiemntal mostraron un 60% de DA remanente en el CE, valor muy 

similar a los animales tratadados con DMSO/PGL. Los animales que fueron inyectados con el vehículo de 

la rotenona (DMSO/PGL) mostraron una tendencia a presentar menos DA en el CE que no fue 

significativa con respecto al grupo control (figura 18). 

No se observaron diferencias significativas en los niveles de DA en el CE de los hemisferios 

contralaterales entre los diferentes grupos experimentales (Anexo, figura 4). 
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Figura 18: Cuantificación de los niveles tisulares de DA en el CE. Los datos son expresados como la media DE de la relación entre 
los niveles de DA del lado ipsilateral y contralateral a la inyección intracerebral. ## = p<0.001 con respecto al control, °° = p<0.001 
con respecto a DMSO/PGL+Sal  * = p<0.05 con respecto a Rot+Nic. Test de ANOVA seguido por test de Tukey. N = 4-6 animales por 
condición experimental.  
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8.3.2 Cuantificación de la densidad de los axones dopaminérgicos en el CE  

Para evaluar si la lesión con rotenona causa una disminución del número de axones dopaminérgicos en 

el CE y estudiar el efecto del tratamiento con nicotina en este parámetro se realizó la cuantificación del 

porcentaje de área ocupada por la señal TH+ en las distintas zonas del CE en los cuatro grupos 

experimentales. Los resultados muestran que de las cuatro zonas del CE analizadas (figura 8), la lesión 

con rotenona afectó significativamente la zona del CE lateral causando una disminución del 44% del área 

ocupada por la señal TH+. El tratamiento con nicotina previno significativamente esta disminución 

(figura 19 y 20). Los animales tratados con el vehículo de la rotenona no mostraron alteraciones. 
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Figura 19: Imágenes representativas de cortes coronales del CE ipsilaterales a la inyección intracerebralinmunomarcados para 

TH. Se observan los axones dopaminérgicos TH+ (rojo) en las diferentes regiones del CE analizadas (Medial, Lateral, Dorsal y 

Ventral). Las imágenes fueron tomadas utilizando Microscopía confocal con un aumento de 40x. 
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Figura 20: Cuantificación del % de área ocupada por la señal TH-positiva en las diferentes zonas del CE analizadas. Los datos son 
expresados como la media ± DE de la relación entre el % de área ocupada por la señal TH-positiva del lado ipsi y contralateral a la 
lesión. ** = p<0.001 con respecto a Rot+ Nic y ° = p<0.05 con respecto a DMSO/PGL+Sal. Test de ANOVA seguido por test de 
Tukey. N=4-5 animales por condición experimental. 

 

No se observaron diferencias significativas en el % de área ocupada por la señal TH en las diferentes 

regiones analizadas del CE de los hemisferios contralaterales entre los diferentes grupos experimentales 

(Anexo, figura 5). 

 

 

 

8.3.3 Cuantificación de la intensidad de la señal TH+ en el CE  

Para evaluar si la lesión con rotenona o el tratamiento con nicotina afectan los niveles de TH en el CE, se 

evaluó la intensidad de la señal de TH en las 4 zonas del CE. Los resultados muestran que la lesión con 

rotenona disminuyó un 49% la intensidad de la señal de TH+ en el CE lateral, disminución significativa 

con respecto a los animales controles. Esta disminución fue prevenida significativamente por el 

tratamiento de nicotina (figura 21).  
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Figura 21: Cuantificación de la señal TH-positiva en las diferentes regiones del CE analizadas (Medial, Lateral, Dorsal y Ventral). 

Los datos son expresados como la media  DE de la relación entre la cuantificación  la densidad óptica integrada (DOI) del lado 

ipsilateral a la lesión y el cotralateral. *= p<0.05 con respecto a Rot+ Nic. Test de ANOVA seguido por test de Tukey. N=4- 5 

animales por condición experimental. 

 

No se observaron diferencias significativas en la intensidad de la señal TH en las diferentes regiones 

analizadas del CE de los hemisferios contralaterales entre los diferentes grupos experimentales (Anexo, 

figura 6). 

 

8.3.4 Cuantificación de la intensidad de la señal α4+ en la zona del neuropilo en el CE  

Para evaluar si la lesión con rotenona afecta la expresión de la subunidad α4 de los nAChR en el CE y 

estudiar el efecto del tratamiento con nicotina en este parámetro se realizó la cuantificó la señal α4 el 

neuropilo de las distintas zonas del CE en los cuatro grupos experimentales. Los resultados muestran 

que la lesión con rotenona no afecta la intensidad de señal de esta subunidad en ninguna de las áreas 

evaluadas. Por otro, lado el tratamiento de nicotina indujo una tendencia a incrementar la intensidad de 
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la señal de esta subunidad en la zona del CE lateral y dorsal comparado con los controles que no es 

significativa (figura 22 y 23).  

 

 

 

 

Figura 22: Imágenes representativas de cortes coronales del CE lateral hemisferio ipsilateral a la inyección intracerebral  inmuno-

marcados para TH (rojo) (izquierda), α4 (verde) (medio) y superposición de ambas fotos (derecha).  Las imágenes fueron tomadas 

utilizando Microscopía confocal con un aumento de 40x. Escala=50µm. 
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Figura 23: Cuantificación de la intensidad de la señal α4 en la zona del neuropilo en las diferentes regiones del CE analizadas 

(Medial, Lateral, Dorsal y Ventral). Los datos son expresados como la media  DE de la relación entre la cuantificación la 

densidad óptica integrada (DOI) del lado ipsilateral a la lesión y el cotralateral. N=4- 5 animales por condición experimental. 

No se observaron diferencias significativas en la intensidad de la señal α4 en las diferentes regiones 

analizadas del CE de los hemisferios contralaterales entre los diferentes grupos experimentales (Anexo, 

figura 7). 

 

8.3.5 Cuantificación del porcentaje de área ocupada por la señal α6 en el CE 

Se cuantificó el porcentaje del área ocupada por la señal α6+ en las diferentes zonas del CE analizadas 

en los 4 grupos experimentales. Los resultados muestran que de las cuatro zonas analizadas, la lesión 

con rotenona afectó únicamente la zona del CE lateral causando una tendencia a disminuir 32% del área 

ocupada por la señal α6+ tendencia que es prevenida por el tratamiento con nicotina. A su vez, el 

tratamiento con nicotina también fue capaz de inducir un aumento significativo en el % del área 

ocupada por la señal α6+ con respecto al grupo control, el inyectado con DMSO/PGL y el inyectado con 

rotenona (figura 24).    
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Figura 24: Cuantificación del % del área ocupada por la señal de la subunidad α6 de nAChR en las diferentes regiones del CE 

analizadas (Medial, Lateral, Dorsal y Ventral). Los datos son expresados como la media  DE de la relación entre la cuantificación 
del % del área ocupado por la señal del lado ipsilateral a la lesión y el. *** = p<0.0001 con respecto a Rot+Nic, ##= p<0.001 con 
respecto al control y °°= p<0.001 con respecto a DMSO/PGL+Sal (vehículo de la rotenona). Test de ANOVA seguido por test de 
Tukey. N=4- 5 animales por condición experimental. 
 

 

No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de área coupada por la señal α6 en las 

diferentes regiones analizadas del CE de los hemisferios contralaterales entre los diferentes grupos 

experimentales (Anexo, figura 8). 
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8.3.6 Cuantificación de la intensidad de la señal α6+ de nAChR en el CE  

La cuantificación de la intensidad de la señal para la subunidad α6 de nAChR en el CE mostró que para la 

zona del CE lateral la rotenona induce una tendencia a disminuir la expresión de esta subunidad. Por 

otro lado, el tratamiento con nicotina parecería inducir una tendencia a prevenir la disminución de esta 

subunidad (figura 25). 
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Figura 25: Cuantificación de la intensidad de la señal de la subunidad α6 de nAChR en las diferentes regiones del CE analizadas 

(Medial, Lateral, Dorsal y Ventral). Los datos son expresados como la media  DE de la relación entre la cuantificación de doi de la 

señal del lado ipsilateral a la lesión y el cotralateral. N=4- 5 animales por condición experimental. 

No se observaron diferencias significativas en la intensidad de la señal α6 en las diferentes regiones 

analizadas del CE de los hemisferios contralaterales entre los diferentes grupos experimentales (Anexo, 

figura 9). 

 



Camila Mouhape Página 56 

 

 

 

 

Figura 26: Imágenes representativas de cortes coronales del CE lateral  hemisferio ipsilateral a la inyección intracerebral. Se 

observa la señal de la inmuno-marcación para TH (rojo) (izquierda), α6 (verde) (medio) y superposición de ambas fotos (derecha).  

Las imágenes fueron tomadas utilizando Microscopía confocal con un aumento de 40x. Escala=50µm. 
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8.4. Evaluación de la función motora 

Para estudiar si los cambios inducidos por el tratamiento con nicotina tendientes a normalizar las 

alteraciones causadas por la lesión con rotenona en las neuronas dopaminérgicas  se veían reflejadas en 

mejoras funcionales, realizamos evaluaciones de la función motora a los animales de los diferentes 

grupos experimentales utilizando 3 tests comportamentales: campo abierto, footprint test y test del 

cilindro.  

 

8.4.1. Campo Abierto 

Los resultados de la medición de los diferentes parametros de actividad locomotora horizontal en 

campo abierto (velocidad, el tiempo en movimiento, tiempo en no movimiento y distancia recorrida) no 

mostraron diferencias significativas entre los distintos grupos experimentale tanto a los 6 como a los 30 

dias post lesión (figura 27).   
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Figura 27: Estudio de la actividad locomotora en campo abierto utilizando el programa Etho-Vision. A: velocidad de exploración, 

B: tiempo en movimiento, C: tiempo en no movimiento y D: distancia recorrida. Todos los parámetros fueron  evaluados a los 6 y 

30 dias post lesión. N=4- 6 animales por condición experimental.      
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8.4.2. Footprint test 

Los resultados evidenciaron que la lesión genera que los animales acorten el paso a los 4 días post lesión 

(paramento 2: distancia del paso al caminar) significativamente con respecto a los animales control, sin 

embargo se pierde esta diferencia a los 30 días post lesión. Esta alteración no se observa en los animales 

lesionados y tratados con nicotina a los 4 días ni a los 30 días post lesión. En los otros parámetros 

evaluados (distancias entre la pata izquierda y derecha traseras y distancia entre centros de las patas 

izquierda y derecha traseras), no se observaron diferencias significativas en ninguno de los grupos 

experimentales (Tabla 3).  

Tabla 3: Evaluación motora utilizando el Footprint Test. En este test se evaluaron los siguientes parámetros: 1. la distancia del 

paso de cada pata trasera (izquierda y derecha) 2. Distancia entre patas (izquierda y derecha traseras) y 3. Distancia entre centros 

de las patas izquierda y derecha traseras. 

4 días post-

lesión  

Paso pata I± 

SD (cm) 

Paso pata D± SD 

(cm) 

Distancia entre 

patas I-D±SD (cm) 

Distancia entre 

centros ±SD (I-D) cm) 

R+Sal 12,8
#
±1,13  12,61

#
±1,17  3,55±0,44  7,24±0,4  

R+Nic 13,64±0,71  13,74±0,67  3,60±0,38  7,65±0,25  

DMSO/PGL+Sal 14,12±1,18  14,05±1,3  3,74±0,31  8,10±0,92  

Control 14,47±0,76  14,38±0,66  3,95±0,39  8,30±0,41  

30días post-

lesión  

Paso pata I±SD 

(cm) 

Paso pata D ±SD 

(cm) 

Distancia entre 

patas I-D±SD (cm) 

Distancia entre 

centros ±SD (I-D) (cm) 

R+Sal 14,70±1,48  14,60±1,55  3,52±0,49  7,95±0,57  

R+Nic 15,38±1,33  15,39±1,09  3,53±0,31  8,51±0,51  

DMSO/PGL+Sal 15,47±1,41  15,09±1,48  3,84±0,19  8,62±1,08  

Control 16,14±0,95  15,96±1,11  3,52±8,69  8,69±0,39  

Los datos son expresados como la media  DE. # = p<0.05 con respecto al control a los 4 días post lesión. Test de ANOVA seguido 

por test de Tukey. N=4- 6 animales por condición experimental. 
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8.4.3. Test del Cilindro 

A los 6 días luego de la inyección intracerebral no se observaron alteraciones motoras en el test del 

Cilindro en ninguno de los grupos experimentales (igual porcentaje de uso de ambas patas delanteras). 

Sin embargo, a los 30 días post lesión, los animales lesionados con rotenona mostraron una preferencia 

en el uso de la pata derecha (pata no afectada por la lesión) en comparación al uso de la pata izquierda 

(pata afectada, 28% de uso). Esta lateralidad en el uso de las patas es prevenida en los animales tratados 

con nicotina, evidenciada por la utilización indistinta de ambas patas para la exploración en el grupo de 

animales que recibieron el agonista (pata afectada por la lesión, 90% de uso). Los animales controles y 

los inyectados con el vehículo de la rotenona no mostraron preferencia por el uso de las patas 

delanteras para explorar (figura 28). 
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Figura 28: Evaluación de la función motora mediante el test  del cilindro: Se muestra el desmpeño motor en el Test del cilindro 

evaluado a los 6 y 30 luego de la inyección intracerebral. Los datos son expresados como el % de la media de la relación entre el la 

pata afectada por la lesión y la pata no afectada  DE. ** = p<0.001 con respecto a Rot+Nic, ## = p<0.001 con respecto al control y  

° = p<0.05 con respecto a dmso/pgl. Test de ANOVA seguido por test de Tukey. N= 4-6 animales por condición experimental. 
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9. Discusión 

En el presente trabajo de Maestría se evaluó la posible neuroprotección mediante un tratamiento 

crónico intermitente de nicotina en un modelo de EP en ratas. Así mismo, se estudiaron los efectos que 

este tratamiento tiene sobre los nAChRs en las neuronas remanentes en la SNpc con el fin de contribuir 

con el conocimiento de posibles mecanismos de neuroprotección.  

9.1 Modelo de EP experimental con rotenona 
 
La evaluación del modelo de EP con rotenona inyectada en el HMCA, mostró tener una muerte lenta y 

progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (figura 12) ya que a los 8 días de adminsitrada la 

toxina solo se observó un 30% comparado con un 62% de muerte a los 30 días. 

Esto lo hace un excelente modelo para el estudio del posible tratamiento neuroprotector planteado. 

Además, esta toxina causa una lesión oxidativa [174] y tiene la ventaja frente a otras toxinas utilizadas 

como la 6-OHDA y MPTP, que induce la formación de agregados de α-sin tipo CL [174, 128, 129]. Esto 

último ha llevado a plantear que los modelos de EP con rotenona se asemejan  mejor la fisiopatología de 

la enfermedad.  

En relación al valor de la utilización de rotenona como modelo para la EP, se ha visto que la mejor forma 

de utilizarla es inyectándola localmente, ya que la administración sistémica (ej vía sub-cutánea) produce 

un severo daño en órganos periféricos [130].  

 

 

9.2 Neuroprotección  
 
Como primera aproximación para evaluar el posible efecto neuroprotector del agonísmo nicotínico, se 

cuantificó el número de células TH-positivas en animales lesionados con rotenona y tratados con 

nicotina. Este análisis evidenció un efecto neuroprotector inducido por el agonista frente a la lesión 

generada por la toxina, ya que previno la muerte de las neuronas dopaminérgicas (figura 13). El 

protocolo de administración de nicotina de una dosis diaria desde 5 días antes y hasta 30 días post 

lesión fue capaz de prevenir significativamente la muerte de neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Este 

efecto positivo del tratamiento crónico de nicotina se observa también sobre los niveles de DA en el CE 

total (figura 18). Los estudios de la TH en los axones dopaminérgicos indican que el aumento de DA en el 

CE luego del tratamiento con nicotina, se podría deber a una mayor cantidad de terminales 

dopaminérgicas en el CE. 

El análisis a nivel del CE mostró que únicamente en el CE lateral se observa una disminución de axones 

dopaminergicos con la lesión y esta disminución es prevenida significativamente con el tratamiento de 

nicotina (figura 19 y 20). El resto de las áreas del CE analizadas no mostraron ser afectadas a nivel de 

terminales dopaminérgicas por la lesión. Como se mencionó en la introducción, el HMCA es un haz de 

axones que proyecta rostralmente desde la SNpc y ATV hacia distintas áreas del CE. La SNpc proyecta 

principalmente hacia el CE lateral y dorsal, mientras que el ATV proyecta hacia el CE ventral (Núcleo 

Accumbens) y medial (figura 2). Si bien la inyección de rotenona se realiza en el HMCA, los resultados 

del análisis del CE mostraron que no parecería haber lesión en el CE ventral, lo que indicaría que no 

habría lesión en las neuronas dopaminérgicas del ATV. Por otro lado, la lesión se concentra en la zona 

del CE que es principalmente inervada por las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (CE lateral), lo que se 

corresponde con la muerte de neuronas dopaminérgicas observada en la SNpc. El hecho de que no 

parecería haber lesión en las neuronas dopaminérgicas del ATV, se puede deber a la diferencia en la 

vulnerabilidad entre las neuronas dopaminérgicas del ATV y las de la SNpc [ver Recuadro 2].  
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Como enzima limitante en la biosíntesis de catecolaminas, la TH es el principal punto de control en la  

neurotransmisión en las neuronas catecolaminergicas, y es sujeto de diversos mecanismos de regulación 

[42,43]. El análisis de la intensidad de la señal TH-positiva en las neuronas dopaminérgicas remanentes, 

mostró que la expresión de la enzima TH en el soma no se modifica con la lesión. Sin embargo la 

expresión de TH en los axones dopaminérgicos remanentes en la zona del CE lateral de animales 

lesionados presenta una tendencia a disminuir, probablemente por la pérdida de axones 

dopaminérgicos. 

El tratamiento de nicotina previene significativamente la disminución de los niveles de TH en los axones 

dopaminergicos del CE (figura 21). Este efecto probablemente se corresponda con el mayor número de 

axones observados en el CE lateral luego del tratameinto con nicotina. Sin embargo, no podemos 

descartar la posibilidad de que el agonismo nicotínico también induzca un incremento de la expresión 

de la enzima TH, efecto que ha sido bien estudiado. Tratamientos prolongados de nicotina son capaces 

de incrementar la concentración del mARN de la enzima TH y consecuentemente incrementar la 

actividad de esta enzima tanto in vivo como in vitro [175, 177]. Este efecto es calcio- dependiente y es 

mediado por la proteína Kinasa A [176]. La nicotina es capaz de inducir la expresión de los genes que 

codifican para TH y esta inducción requiere de incrementos en la concentración de calcio, la activación 

de canales dependientes de los reservorios de calcio y de las vías ERK/MAPK [19]. Por otro lado, existen 

evidencias en modelos de EP, que han mostrado que la nicotina estimula la síntesis de TH en las 

terminales dopaminérgicas generando aumento en los niveles de DA en el CE, aumento que no está 

asociado con la prevención de la muerte de neuronas dopaminérgicas en la SNpc [93].  

Se necesitan más estudios para poder dilucidar si el incremento evidenciado con el tratamiento de 

nicotina de la expresión de la enzima TH en el CE lateral se debe unicamente a que hay una mayor 

cantidad de axones dopaminérgicos en comparación a los animales lesionados o a que además existe un 

incremento de la enzima TH en los axones dopaminergicos remanentes. 

Para estudiar los efectos de la lesión y el tratamiento con nicotina sobre el desempeño motor de los 

animales se utilizaron 3 test comportamentales: actividad locomotora, footprint test y test del cilindro. 

Cada uno de estos test funcionales es capaz de evaluar diferentes tipos de movimientos que están 

mediados por diferentes circuitos cerebrales. Mientras que el modelo de campo abierto de actividad 

locomotora y el Footprint test evalúa movimientos aprendidos, automáticos, el test del cilindro evalúa 

movimientos espontáneos/voluntarios. Los movimientos aprendidos/ automáticos involucran el sistema 

global sensorio-motor que incluye la corteza motora, cerebelo y circuitos de estriado/ganglios basales. 

Por otro lado, los movimientos espontáneos/voluntarios requieren de finos movimientos de miembros 

individuales que son primeramente mediados por circuitos estriatales [57]. 

Los diferentes parametros evaluados de actividad locomotora horizontal en campo abierto, no 

mostraron diferencias entre los grupos experimentales. Este test nos permitió evaluar la performance 

general de los animales, como ser la velocidad de exploración y el tiempo en movimiento (figura 27). Los 

datos indican que la lesión unilateral moderada con rotenona no induce un deterioro general de los 

animales. En el mismo sentido, no se observaron alteraciones en el peso de los animales luego de la 

lesión, otro parametro indicador del estado fisiologico general (datos no mostrados).  

La evaluación del paso de los animales con el footprint test mostró que a los 4 días post lesión existe un 

acortamiento del paso en los animales lesionados con respecto a los controles, mientras que los 

animales lesionados y tratados con nicotina no presentaron esta alteración. A los 30 días post lesión 

(cuando la lesión está establecida) no existen diferencias significativas en los distintos parámetros en la 

locomoción entre los grupos experimentales (Tabla 3). Este acortamiento del paso de los animales 

lesionados a los 4 días post lesión, no se correlaciona con muerte de neuronas dopaminérgicas en la 
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SNpc, por lo tanto no parecería ser un déficit funcional debido a la neurodegeneración de la vía nigro-

estriatal podría ser un efecto inflamatorio agudo de la administración de rotenona [206]. Estos 

resultados muestran que no hubo alteraciones en la locomoción de los animales con la lesión. La 

locomoción es un movimiento aprendido, automático y es probable que los otros circuitos involucrados 

sean suficientes para no evidenciar alteraciones en este comportamiento.  

La evaluación de las patas delanteras de los animales evidenciada mediante el test del cilindro, mostró 

que a los 6 días post lesión, no existen diferencias significativas entre los diferentes grupos 

experimentales en el uso de las patas delanteras para realizar la exploración vertical (“rearing”) de las 

paredes del cilindro. Sin embargo, a los 30 días post lesión (cuando la lesión ya está establecida) si existe 

una preferencia en el uso de la pata no afectada por la lesión para realizar la exploración vertical en el 

cilindro (figura 28) indicando una alteración en el procesamiento motor.   

Por lo tanto, se podría decir que los resultados obtenidos en el test del cilindro muestran una progresión 

funcional de la lesión que se correlaciona con el grado de muerte y progresión de la degeneración de las 

neuronas dopaminérgicas de la SNpc (grafico 28 y 12). Por otro lado, los animales lesionados y que 

recibieron el tratamiento con nicotina, utilizan ambas patas indistintamente para la exploración vertical 

de las paredes del cilindro a los 30 días post lesión. Este resultado indica que la protección inducida por 

el agonísmo nicotínico a nivel celular y bioquímico de la vía nigroestriatal resulta en una mejor 

performance motora del animal. En nuestro modelo la zona del CE lateral es la más afectada, que según 

Cho y cols [207], es la zona junto con el CE ventral, en donde están representadas las patas delanteras, 

las cuales mostraron un déficit unilateral con la lesión evidenciada con el test del cilindro. Por otro lado 

la zona del CE dorsal no parecería estar afectada por la lesión, en esta zona se encuentran 

representadas las patas traseras de los roedores, lo que es congruente con los resultados del footprint 

test, en donde no se evidenció un déficit de las patas traseras por la lesión [37, 78]. 

El test del cilindro está evidenciando la muerte del sistema nigroestriatal unilateral, indicando que es un 

test más sensible para evaluar la función de los GB en comparación a los otros test empleados.  

 

 

Conclusión de la neuroprotección evidenciada  

En conclusión este modelo experimental de EP parecería presentar un daño selectivo y moderado de la 

vía nigroestriatal, que es adecuado para evidenciar los efectos beneficiosos de la nicotina. En este 

modelo de EP el agonismo nicotínico indujo neuroprotección a nivel del soma neuronal y terminales 

dopaminérgicas, así como también una prevención en la disminución de los niveles de DA y su enzima 

de síntesis TH, en el CE. Además se evidenció una mejora funcional con el tratamiento de nicotina que 

se correlaciona con la neuroprotección evidenciada.   

Hasta el momento los estudios que evidencian neuroprotección por agonismo nicotinico a nivel de 

prevención de muerte de neuronas dopaminérgicas en la SNpc en modelos in vivo de EP, son muy 

pocos. Si bien, uno de los trabajos en donde se evidencia prevención de muerte de neuronas 

dopaminérgicas en la SNpc es en un modelo en ratón, los estudios de mejoras en la integridad estriatal 

por agonismo nicotínico en modelos de daño nigroestriatal en ratones son contradictorios [156].  

Parecería ser que los modelos parkinsonianos en ratas y monos son más robustos para este tipo de 

estudios, indicando que estos modelos son preferibles para estudiar posibles drogas neuroprotectoras. 

En particular la mejora funcional de la via nigroestriatal inducida por nicotina en modelos de EP en ratas 
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parecería ser independiente del tipo de lesión, pero no así del tamaño de la lesión, donde se obtiene un 

gran nivel de mejora en la integridad estriatal con lesiones menos severas [92]. Sin embargo, en 

modelos en ratas hasta el momento no se ha evidenciado prevención de muerte de neuronas 

dopamienrgicas en la SNpc con el agonismo nicotinico.  

El régimen de tratamiento de nicotina influye en los resultados. La administración aguda de nicotina 

activa los nAChRs, mientras que la administración continua puede desensibilizar e inactivar los nAChRs 

[180]. Por ejemplo, la infusión de nicotina a través de minibombas osmóticas, un tratamiento que 

desensibiliza significativamente los nAChRs, no solo que no es protector frente a la neurotoxicidad 

inducida por MPTP sino que a su vez incremente esta toxicidad [181-183]. Por otro lado, altas dosis de 

nicotina también contribuyen incrementar el estrés oxidativo [184, 185]. Este efecto tóxico de la 

nicotina generado por tratamientos, podría deberse a que induce la liberación exacerbada de calcio 

dentro de la célula y agravar más que proteger contra la muerte celular. En general, exposiciones 

continuas de nicotina son menos efectivas en neuroprotección en comparación a exposición a nicotina 

aguda o crónica intermitente [181-183].   

Existen otras variables relacionadas con la administración de nicotina que podría afectar la 

neuroprotección. Por ejemplo, pre-tratamientos de nicotina son más eficientes que post-tratamientos, 

indicando que el efecto de la nicotina sería una atenuación del progreso de la lesión más que un efecto 

neuro-restaurativo [27]. Además, la dosis de nicotina ha mostrado ser muy relevante para la 

neuroprotección, en donde se ha visto que se da una reducida neuroprotección tanto con dosis muy 

bajas como excesivas [28], mientras que dosis intermediarias de nicotina protegen significativamente las 

terminales dopaminérgicas estriatales. La nicotina exhibe una curva dosis-respuesta de forma de U, en 

donde la máxima protección se observa con regímenes intermediarios de nicotina [92, 153, 154].  

Por lo tanto, parecería ser que la regulación y función de los nAChR in vivo está afectada no solo por la 

dosis de nicotina, sino que también por la duración (agudo vs crónico) y el método de tratamiento 

(continuo vs intermitente) [186,187], estos factores podrían potencialmente influir en la capacidad 

neuroprotectora in vivo de la nicotina.  

La mayoría de los trabajos de modelos de EP in vivo reportan mejoras de la función de la vía 

nigroestriatal por agonismo nicotínico basándose en marcadores de integridad estriatal dopaminergica, 

como ser niveles de DA y sus metabolitos, TH, DAT y trasportador vesicular de monoaminas. Sin 

embargo los trabajos que describen neuroprotección previniendo la muerte de neuronas 

dopaminérgicas en la SNpc son muy pocos [147-152]. Una de las diferencias principales entre los 

modelos que muestran mejora de integridad estriatal pero sin impedimento de muerte celular por 

agonismo nicotínico, y el modelo utilizado en el presente trabajo, es sin duda el tamaño y la progresión 

de la lesión. La mayoría de los trabajos que, por ejemplo, inducen muerte nigroestriatal inyectando la 

toxina 6OHDA en el HMCA, inyectan dosis mucho más altas (6μg/μl) que las utilizadas en nuestro trabajo 

(1μg/μl). Sin embargo es difícil compara dosis de toxinas diferentes, ya que cada una podrían tener 

eficacias y mecanismos de acción diferente. 

En conclusión, la neuroprotección evidenciada en el modelo de EP con rotenona en el presente trabajo, 

se puede deber a varios factores: inyectar la toxina en el HMCA a la dosis usada induce una muerte lenta 

y progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, que podría ser una muerte retrograda. Esto 

hace que la nicotina tenga más chances de actuar para contrarrestar el daño que frente a una muerte 

aguda que se da cuando se inyecta la toxina directamente en la SNpc o cuando se trabajan con dosis 

mayores de toxina. Otro factor fundamental que ya se mencionó es la dosis de nicotina y el protocolo de 

administración. Este protocolo contiene un tratamiento de nicotina previo a la lesión durante 5 días que 

quizá podría estar induciendo cambios celulares que permiten que las neuronas sean menos sensibles a 
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la toxina. Luego se continúa con el tratamiento de nicotina durante 30 días post lesión, generando que 

la duración del tratamiento sea suficiente para atenuar el progreso de la lesión. Las inyecciones 

realizadas de nicotina son inyecciones diarias únicas por lo tanto se genera una administración crónica 

intermitente de pulsos de nicotina. Este tipo de tratamiento se ha visto que genera una disminución de 

la cinética de desensibilización de los nAChRs y una “up-regulation” de los nAChR, que se corresponde 

con un incremento en el número de receptores de alta afinidad que se ha visto que es funcional [142-

143]. Por último la dosis de nicotina utilizada es una dosis intermediaria (0,4mg/Kg, subcutáneo) que ya 

ha sido utilizada y ha mostrado tener efectos beneficiosos en otros modelos de EP [118]. Debido a la 

conjunción de todos estos factores es que se podría explicar la neuroprotección por agonísmo nicotínico 

evidenciada en nuestro trabajo y no en los reportados por otros autores. 

 

9.3 Receptores Nicotínicos (subunidades α4, α6, α7)  

Con el objetivo de poder tener una aproximación de cuáles son los subtipos de receptores nicotínicos 

que podrían estar siendo involucrados en el efecto neuroprotector observado, se procedió a determinar 

si los niveles de las subunidades α4, α6 y α7 de los nAChRs se alteran en las neuronas dopaminérgicas 

luego de la lesión por rotenona y si estas alteraciones son prevenidas con el tratamiento con nicotina. 

Como ya se mencionó, la exposición repetida a nicotina induce un aumento de la expresión de los 

nAChRs que se asocia con cambios significativos en las propiedades funcionales de estos receptores, 

aumentando la sensibilidad del receptor a su agonista y disminuyendo la cinética de desensibilización 

del receptor. 

Es importante destacar que este estudio se realizó cuantificando la intensidad de la señal de las 

diferentes subunidades de los nAChRs en somas de neuronas dopaminérgicas y en la zona de los 

terminales dopaminérgicos. La mayoría de los trabajos que cuantifican niveles de subunidades de los 

nAChRs, se realizan en tejido total sin discriminar el tipo celular en el que se está haciendo la 

cuantificación. Esta estrategia metodológica permite identificar en el foco de lesión, específicamente en 

las neuronas dopaminérgicas que han sobrevivido, los cambios en las subunidades de los nAChR 

inducidos por la lesión y los efectos del tratamiento de nicotina que podrían asociarse con la 

neuroprotección evidenciada.    

 

Subunidad α4 y α6 en somas y terminales dopaminérgicas 

Ni la lesión de rotenona ni el tratamiento con nicotina, afectaron  la expresión de la subunidad α4 a nivel 

de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (figura 15) o el CE (figura 22). A nivel del CE este análisis se 

realizó en el neurpoilo dónde además de los axones dopaminérgicos, los axones de interneuronas 

gabaérgicas y dendritas de neuronas MSN presentan nAChR con esta subunidad. Por lo tanto es posible 

que si los axones dopaminérgicos presentaban un cambio pequeño de los niveles de la subunidad α4, el 

mismo se viera enmascarado por la señal proveniente de otras fuentes. Es necesario un estudio más 

específico a nivel de  los axones dopaminérgicos en el CE para poder evidenciar si la lesión con rotenona 

y el tratamiento con nicotina inducen cambios en ellos. 

La lesión con rotenona causa una disminución significativa de la expresión de la subuniadad α6 de los 

nAChRs en los somas neuronales dopaminérgicos de la SNpc, mientras que en el CE,  induce, una 

tendencia a disminuir su expresión. Dado que la subunidad α6 en el CE está presente únicamente en los 

axones dopaminérgicos, es probable que la tendencia a la disminución observada se deba a la 
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degeneración de los mismos. Sin embargo, el hecho de que no sea una disminución significativa como lo 

es la pérdida de axones, sugiere que los axones dopaminérgicos remanentes podrían estar 

compensando la pérdida de esta subunidad expresando mas cantidad de esta. Se necesitan mas 

estudios (por ejemplo incrementando el número de animales) para poder confirmar este resultado.   

Todas estas alteraciones en la expresión de la subunidad α6 causadas por la lesión fueron prevenidas 

por el tratamiento de nicotina (figura 25 y 26). 

Los resultados sugieren que la nicotina podría estar induciendo una regulación positiva o impidiendo la 

disminución de la expresión de la subunidad α6 de los nAChR en las neuronas dopaminérgicas afectadas 

por la lesión. Este efecto del tratamiento con nicotina sobre la expresión de esta subunidad podría estar 

involucrado en los mecanismos subyacentes a la neuroprotección observada  

Un dato interesante es que el tratamiento con el agonista nicotínico fue capaz de inducir un aumento 

significativo en el porcentaje del área ocupada por la señal α6+ con respecto al control y el vehículo de 

la rotenona en el CE lateral. Si bien se ha postulado que esta subunidad de los nAChRs en el CE está 

presente únicamente en axones dopaminergicos, este resultado podría estar evidenciando la expresión 

de esta subunidad en otro tipo celular inducido por el tratamiento de nicotina en el lado lesionado. Esto 

podría ser un mecanismo compensatorio frente a la lesión (figura 24). 

En modelos de toxicidad inducida con paraquat en ratones se ha visto que el subtipo α6β2* de nAChR 

podría estar involucrado en la protección por nicotina (prevención de: muerte de neuronas 

dopaminérgicas en la SNpc y de disminución de DAT en CE)  ya que se han evidenciado cambios en la 

expresión de estos subtipos de receptores que se correlacionan con protección [188].  

Los resultados obtenidos de la cuantificación de las subunidades α4 y α6 en el CE lateral, sugieren que el 

la nicotina podría estar induciendo un aumento de la subunidad α6 y no así de la subunidad α4. Esto 

sugiere que podría ser que son los receptores de nAChR que presentan la subunidad α6, los que están 

mediando los efectos neuroprotectores en los axones dopaminérgicos del CE.  

Picciotto 2008 [123] ha sugerido que la subunidad α6 (y β3) son selectivamente transportadas a los 

terminales de las neuronas dopaminérgicas, mientras que la subunidad α4 (y β2 y α5) de nAChR podrían 

estar más concentradas en los somas neuronales. Estos dos tipos de nAChR podrían tener diferentes 

roles en la función de las neuronas dopaminérgicas: el subtipo α6 estaría involucrado en incrementar la 

liberación de DA desde las terminales dopaminérgicas y el subtipo α4 podría estar aumentando la 

frecuencia de disparo actuando a nivel del soma neuronal. Estos roles diferenciales posiblemente 

podrían tener diferentes efectos sobre la sobrevida de las neuronas dopaminérgicas. De acuerdo con la 

idea de que las subunidades α6/β2/β3 podrían ser particularmente importantes para el mantenimiento 

de la función dopaminérgica, se ha visto que en modelos de EP la exposición a L-DOPA rescata 

preferencialmente los nAChR que presentan subunidades α6 en paralelo con el rescate del 

comportamiento fenotípico luego del tratamiento con MPTP en primates no humanos [189]. Otro 

reporte interesante que apoya este resultado [191] muestra que la administración mediante mini-

bombas osmóticas de la hebra anti-sentido para la subunidad α6 dentro del cerebro de rata reduce los 

efectos positivos en la actividad locomotora generados con tratamiento de nicotina. Estos resultados 

sugieren que los nAChRs que contengan la subunidad α6 podrían estar involucrados en parte en los 

efectos inducidos por la nicotina sobre el sistema dopaminérgico [190]. Todos estos estudios han 

llevado a sugerir que los nAChR que contengan la subunidad α6 podrían ser importantes blancos para el 

desarrollo de drogas para el tratamiento de la EP y otras enfermedades neurodegenerativas [192].     

Estudios en registros electrofisiológicos, han mostrado que la “up-regulation” de los nAChR inducida por 

la nicotina, ha sido asociada con cambios significativos en las propiedades funcionales de estos 
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receptores. Por otro lado, existen evidencias que sugieren que esta “up-regulation” de los nAChRs se da 

concomitantemente con una alteración en la estequiometria del receptor asociado con un aumento en 

la proporción de la subunidad β por cada receptor [146]. Por lo tanto, basándonos en la evidencia 

anterior, el hecho de que en el presente trabajo se haya obtenido una tendencia a aumentar la 

expresión de la subunidad α6, nos podría estar sugiriendo que hay un aumento en la cantidad de 

receptores, más que un aumento de subunidades por receptor. Sin embargo, como perspectiva se 

debería cuantificar la subunidad β2 de los nAChRs en CE y SNpc. 

Subunidad α7 en somas dopaminérgicos 

La cuantificación de la subunidad α7 de nAChR en las neuronas dopaminérgicas remanentes, no mostró 

alteraciones en esta subunidad con la lesión ni el tratamiento de nicotina (figura 17). El receptor 

monomerico α7 de nAChR exhibe un alto grado de permeabilidad relativa al calcio y es capaz de inducir 

liberación de calcio desde los reservorios intracelulares [207, 208, 193]. Estas características le adjudican 

a este receptor un posible rol en la plasticidad sináptica [60, 193]. Sin embargo, en la SNpc de ratas se 

ha evidenciado bajos niveles de expresión del nAChR α7 en comparación por ejemplo con los niveles en 

el ATV [195, 196]. Los resultados de trabajos in vivo en los que se cuantifica la expresión de subunidad 

α7 de nAChR en la SNpc de esta especie, han sido controversiales y se le ha adjudicado esta controversia 

a la baja expresión del receptor α7 de nAChR en la SNpc.  

Resultados obtenidos utilizando varios abordajes experimentales incluidos el uso de antagonistas para 

los nAChR monomerico α7 y modelos en ratones knockout para la subunidad α7 han mostrado la 

implicancia fundamental del α7 nAChR en la neuroprotección frente a diferentes daños en múltiples 

sistemas neuronales [197, 198]. Recientemente se ha reportado la preservación de la integridad 

dopaminérgica estriatal luego de lesión de la vía nigroestriatal por 6-OHDA por la administración de un 

agonista selectivo para el nAChR α7 [211]. 

 

Estudios en cultivos primarios de neuronas mesencefálicas en un modelo de degeneración espontánea 

de neuronas dopaminérgicas indican que la neuroprotección de estas células por nicotina mediada por 

α7 nAChR involucra un incremento del influjo de calcio vía α7 nAChR y vía canales de calcio voltaje-

dependientes [106]. Este aumento de calcio intracelular puede resultar en la activación de vías de 

sobrevida como ser proteínas calmodulina, fosfatidilnositol-3 quinasa, AKT-fosforilada, con el 

subsecuente incremento de la expresión de Bcl-2 (factor anti-apoptotico) [106]. Además, los nAChR α7 

han sido identificados en astrocitos y se ha mostrado que estos podrían contribuir en los efectos 

protectores frente al daño nigroestriatal a través de la movilización de calcio intracelular [107, 108, 198]. 

Se ha evidenciado que los nAChR monomerico α7 están implicados en la activación de la expresión de 

los genes que codifican para la enzima TH [209], punto clave en el control de la neurotransmisión 

catecolaminergica y son capaces de influenciar la liberación de DA en el CE [120].  

 

Además, frente a alteraciones estructurales en la morfología de las espinas dendríticas en el CE, la 

nicotina mediante la activación de los nAChR α7 es capaz de inducir el desarrollo de formación de 

nuevas espinas o generar la pérdida o inducir cambios morfológicos de espinas aberrantes existentes. 

Estos cambios inducidos por la nicotina generan una mejor trasmisión sináptica [210, 187, 188].   

En conclusión parecería ser que este subtipo de receptor, podría tener un rol importante en la 

neuroprotección mediada por nicotina. Sin embargo la SNpc de ratas presenta bajos niveles de 

expresión del nAChR α7 en comparación por ejemplo con los niveles en el ATV [211, 213]. 

Por lo tanto, surgen algunas preguntas sobre el rol de  α7 nAChR en la SNpc. El hecho de que en el 

presente trabajo no se haya evidenciado un cambio en la expresión en la subunidad α7 no significa que 

este receptor no esté participando en la protección del daño nigroestriatal. El uso metodologías más 

sensibles quizá puedan evidenciar posibles cambios en estos receptores de tan baja expresión. 
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9.4 Mecanismos de neuroprotección del Agonísmo Nicotinico 

Los diferentes subtipos de nAChRs son permeables tanto al sodio y (en diferentes grados dependiendo 

del subtipo) al calcio, lo que conduce a la depolarización de membrana celular y al aumento de niveles 

de calcio citoplasmático. Varios trabajos han demostrado que la neuroprotección mediada por nAChR 

parecería requerir de aumentos citoplasmáticos de los niveles de calcio en las células blanco [199-202]. 

La entrada de calcio puede ocurrir directamente a través de los nAChRs [203, 204], particularmente a 

través de los nAChR α7* los cuales presentan una gran conductancia al calcio [205], pero también los 

niveles de calcio pueden ser incrementados indirectamente a través de la activación de canales de calcio 

voltaje-dependientes o liberación de calcio desde los reservorios intracelulares [201, 206, 214, 215]. Un 

aumento de calcio controlado es capaz de activar una gran variedad de cascadas moleculares calcio-

dependientes y procesos celulares [206] que pueden promover a la sobrevida celular y neuroprotección.  

La neuroprotección mediada por nicotina parece involucrar modulación de vías de señalización 

apoptoticas en algunos tipos celulares. Por ejemplo, la nicotina disminuye la activación de caspasa 3, 8 y 

9 [209], disminuye la activación de efectores de muerte celular activados por JNK quinasa [210] y 

disminuye la liberación de citocromo C [216-218], al mismo tiempo que aumenta la expresión de la 

proteína de sobrevida Bcl-2 (figura 29) [219].  

Trabajos recientes han descripto la presencia de nAChRs en la membrana mitocondrial externa de 

cerebro de ratones principalmente los subtipos α7β2* y α4β2* y que su estimulación previene la 

liberación del citocromo C de la mitocondria frente a estímulos dañinos [210]. Por otro lado, trabajos de 

Gergalova y cols, sugieren que la presencia de los subtipos de nAChR α7* en la mitocondria, podría 

explicar porque bajas dosis de agonistas nicotínicos son suficientes para activar estos receptores y 

atenuar la liberación de citocromo C [210, 221]. Parecería ser que la presencia de los subtipos de 

nAChRs en la mitocondria son relevantes para defender de forma más eficiente este organelo de las 

diferentes influencias nocivas. Factores de crecimiento son también factores relacionados con la 

neuroprotección mediada por estimulación de los nAChR. Se ha descripto que el tratamiento con 

nicotina aumenta la expresión y liberación del factor de crecimiento FGF-2. Se ha visto que FGF-2 es 

inducido como un resultado de la estimulación de receptores nAChR α4β2* en corteza, hipocampo, 

SNpc y CE de ratas [221-223]. Por otro lado, la expresión del receptor de neurotrofinas trk A es 

incrementada a través de la activación del subtipo de nAChR α7*. En adición, la nicotina puede 

aumentar la expresión del factor NGF y su receptor trkB en el hipocampo (figura 29) [225].  
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Figura 29: Mecanismos potenciales subyacentes a la neuroprotección mediada por nicotina. A: Nicotina puede activar diferentes 

clases de nAChRs resultando tanto en una entrada directa de calcio o llevando a una despolarización de membrana llevando a la 

entrada de calcio a través de canales de calcio voltaje- dependientes. B: La nicotina puede disminuir los niveles o actividad de 

factores pro-apoptoticos como ser caspasas, JNK quinasas o citocromo y puede incrementar los niveles o actividad de factores 

anti-apoptoticos como ser Bcl-2. C: La nicotina puede incrementar la síntesis y liberación de factores de crecimiento como ser NGF 

y FGF-2 y aumentar los niveles de receptores neurotróficos Trk A y Trk B. D: La nicotina puede tener efectos más indirectos en la 

sobrevida neuronal causando la liberación de neurotransmisores que disminuyen la excitabilidad, como ser GABA, de población de 

neuronas vecinas. Imagen extraída de Picciotto M y Zoli M 2008 [123]. 

Por todo lo expuesto parecería claro que la nicotina induce efectos de larga duración sobre señales 

neuronales que contribuyen con los efectos neuroprotectores. Vías anti-apoptoticas, señales de calcio y 

señales de factores de crecimiento, han mostrado responder a la administración de nicotina, 

conduciendo a la posibilidad de que la nicotina es protectora debido a que es capaz de estimular la 

convergencia de múltiples vías que previenen la muerte celular. Estos efectos podrían también 

magnificarse debido a que la nicotina puede activar múltiples subtipos de nAChRs con diferentes roles 

en el desencadenamiento de señales intracelulares en las neuronas y modular estas múltiples vías de 

señalización post-receptor. Definir e identificar cuáles de estos  mecanismos desencadenados por la 

nicotina, es esencial para los efectos neurorpotectores observados e identificar los componentes de la 

nicotina que están mediando estos efectos, queda aún por resolver [123].    

 

9.5 Conclusiones generales  

El presente trabajo de Maestría en Neurociencias evidenció protección de la vía nigroestriatal por 

agonismo nicotínico frente a un daño por rotenona:  

1- Protección de neuronas dopaminérgicas: más somas dopaminérgicos en la SNpc y más 

axones dopaminérgicos en el CE. 

2-  Preservación del metabolismo dopaminérgico en los axones de estas neuronas: mayores 

niveles de TH y de DA en el CE. 

3- Mejoras en el desempeño motor de los animales: prevención de la asimetría en el uso de 

patas delanteras en el test del cilindro. 

  

Cabe destacar que es la primera evidencia de prevención de muerte de neuronas dopaminérgicas en 

un modelo de EP en rata.  
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Dadas las semejanzas biológicas que existen entre las ratas y humanos, a nivel de circuitos estriatales, 

vida media de la nicotina en plasma y alteraciones del comportamiento causadas por daños de la vía 

nigroestriatal, nuestro paradigma experimental podría ser un buen punto de partida para profundizar en 

los mecanismos subyacentes a la neuroprotección por nicotina observada y para la búsqueda de blancos 

terapéuticos para el tratamiento de esta patología.  

 

En particular, el conocimiento que se obtuvo de las diferencias en la expresión de los subtipos de 

subunidades de nAChR por agonismo nicotínico en el modelo de EP podría contribuir con el diseño de 

terapias para la EP dirigidas a poblaciones de nAChR del subtipo específico α6β2*.  

 

 

10. Resumen esquemático de los principales resultados 
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11. Perspectivas 

A corto plazo  

• Estudiar en detalle la expresión de la enzima TH y las subunidades α4 y α6 en las fibras 

dopaminérgicas remanentes en el CE.  

• Estudiar la expresión de la subunidad α7 con métodos más sensibles. 

• Determinar si los cambios en las subunidad α6 subyace el efecto neuroprotector evidenciado.  

•  Confirmar si la administración de rotenona en el HMCA en nuestro paradigma experimental no 

afecta las neuronas dopaminérgicas del ATV.  

A largo plazo 

•  Estudiar los posibles efectos sobre las subunidades β  de los nAChRs en las células 

dopaminérgicas.  

• Estudiar el posibles rol de los nAChRs mitocondriales en los efectos neuroprotectores inducidos 

por el agonismo nicotínico.  
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12. Anexo 

 

Análisis de los efectos de los tratamientos en el lado contralateral a la inyección intracerebral. 

La aproximación de análisis de datos empleada en esta tesis, donde el hemisferio contralateral a la 

inyección intracerebral de cada animal se usa como control interno, tiene la ventaja de atenuar las 

interferencias causadas por la variación intrínseca entre animales y procedimientos experimentales [90-

93, 159-164].  Sin embargo, para que el lado contralateral sea un buen control interno, los parámetros a 

evaluar no deben estar afectados por los tratamientos en este hemisferio.  

Como se muestra a continuación, el análisis del lado contralateral a la inyección intracerebral mostró 

que no hay diferencias significativas entre los grupos experimentales en ninguno de los parámetros 

estudiados: 

 

1. Cuantificación del número de células TH-positivas  
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Figura 1: Cuantificación del número de células TH+ en la SNpc de animales controles y de los hemisferios 

contralaterales luego de 32 días de la inyección intracerebral en los diferentes grupos experimentales. Los datos son 

expresados como la media ± DS del número total de células TH-positivas cuantificadas. No se observan diferencias 

significativas según test de ANOVA. El número de animales utilizado en este experimento fue de 6 animales por 

condición. 
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2. Cuantificación de la intensidad de la señal TH+ en las neuronas dopaminérgicas remanentes de la 

SNpc 

C
ontr

ol

R
ot+

Sal
 

R
ot+

N
ic

 

D
M

SO
/P

G
L 

0

50

100

150

200

In
te

n
c
id

a
d

 d
e
 f

lu
o

re
s
c
e
n

c
ia

/á
re

a
 t

e
ji
d

o

d
e
 s

e
ñ

a
l 
T

H
+

 

Figura 2: Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de la señal TH+ en la SNpc de animales controles y de los 

hemisferios contralaterales luego de 32 días de la inyección intracerebral en los diferentes grupos experimentales. 

Los datos son expresados como la media ± DS del valor promedio de la intensidad de fluoresencia (“mean grey 

value”). No se observan diferencias significativas según test de ANOVA. 
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3. Cuantificación de la intensidad de la señal de las subunidades α4, α6 y α7 de los de nAChR en las 
neuronas dopaminérgicas remanentes de la SNpc 
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Figura 3: Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de la señal de las subunidades α4 (A), α6 (B) y α7 (C) de los 

de nAChR en las neuronas TH+ de la SNpc de animales controles y de los hemisferios contralaterales luego de 32 

días de la inyección intracerebral en los diferentes grupos experimentales. Los datos son expresados como la media 

± DS del valor promedio de la intensidad de fluoresencia (“mean grey value”). No se observan diferencias 

significativas según test de ANOVA. 
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4. Niveles de DA en el CE 
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Figura 4: Cuantificación de los niveles tisulares de DA en el CE de animales controles y de los hemisferios 

contralaterales luego de 32 días de la inyección intracerebral en los diferentes grupos experimentales. Los datos son 

expresados como la media ± DS del valor promedio de los ng/gr de tejido. No se observan diferencias significativas 

según test de ANOVA. El numero de animales utilizados en este experimetno fue de 6 animales por condición.  
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5. Cuantificación del área ocupada por la señal TH-positiva en el CE 
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Figura 5: Cuantificación del área ocupada por la señal TH en el CE medial (A), dorsal (B), lateral (C) y ventral (D) de 

animales controles y de los hemisferios contralaterales luego de 32 días de la inyección intracerebral en los 

diferentes grupos experimentales. Los datos son expresados como la media ± DS del valor promedio del % de área 

ocupada por la señal TH+. No se observan diferencias significativas según test de ANOVA. El numero de animales 

utilizados en este experimetno fue de 5 animales por condición. 
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6. Cuantificación de la intensidad de la señal TH+ en el CE  
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Figura 6: Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de la señal TH+ en el CE medial (A), dorsal (B), lateral (C) y 

ventral (D) de animales controles y de los hemisferios contralaterales luego de 32 días de la inyección intracerebral 

en los diferentes grupos experimentales. Los datos son expresados como la media ± DS de la densidad óptica 

integrada (DOI) en el área evaluada. No se observan diferencias significativas según test de ANOVA.
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7. Cuantificación de la intensidad de la señal de la subunidad α4 de los nAChR en la zona del neuropilo 

en el CE 
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Figura 7: Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de la de la subunidad α4 de los nAChR en el CE medial (A), 

dorsal (B), lateral (C) y ventral (D) de animales controles y de los hemisferios contralaterales luego de 32 días de la 

inyección intracerebral en los diferentes grupos experimentales. Los datos son expresados como la media ± DS de la 

densidad óptica integrada (DOI) en el área evaluada. No se observan diferencias significativas según test de ANOVA.
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8. Cuantificación del  área ocupada por la señal de la subunidad α6 de los nAChR en el CE 
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Figura 8: Cuantificación del % de área ocupada por la señal de la subunidad α6 de los nAChR en el CE medial (A), 

dorsal (B), lateral (C) y ventral (D) de animales controles y de los hemisferios contralaterales luego de 32 días de la 

inyección intracerebral en los diferentes grupos experimentales. Los datos son expresados como la media ± DS del 

% de área ocupada por la señal α6. No se observan diferencias significativas según test de ANOVA.
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9. Cuantificación de la intensidad de la señal de la subunidad α6 de los nAChR en el CE 
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Figura 9: Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de la de la subunidad α6 de los nAChR en el CE medial (A), 

dorsal (B), lateral (C) y ventral (D) de animales controles y de los hemisferios contralaterales luego de 32 días de la 

inyección intracerebral en los diferentes grupos experimentales. Los datos son expresados como la media ± DS de la 

densidad óptica integrada (DOI) en el área evaluada. No se observan diferencias significativas según test de ANOVA.
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Destino de los grupos de animales en cada experimento  

1. Grupo con destino: cuantificación de neuronas TH+ en la SNpc. N=6 animales por condición 

experimental.  

2. Grupo con destino: cuantificación de niveles de DA y realización de footprint test a los 4 y 30 días post 

inyección intracerebral. N= 6 animales por condición experimental. 

3. Grupo con destino: cuantificación de la actividad de la enzima TH en el CE y realización del test del 

cilindro y campo abierto a los 6 y 30 días post inyección intracraneal. (No se obtuvieron resultados de la 

cuantificación de la actividad de la enzima TH debido a un problema del reactivo utilizado).  

4. Grupo con destino: cuantificación de la intensidad de la señal de fluorescencia de la TH y la subunidad 

α4 en la SNpc y CE.  

5. Grupo con destino: cuantificación de la intensidad de la señal de fluorescencia de la TH y las 

subunidades α6 y α7 en la SNpc y CE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

€ Es importante indicar que las inmunofluorescencias correpondientes al grupo control y a los grupos de animales inyectados 

intracerebralmente con rotenona con y sin tratameinto con nicotina se realizaron en forma conjunta, mientras que el grupo 

inyectado intracerebralmente con DMSO/PGL se procesó diferido en el tiempo 
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