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RESUMEN 

 

La enfermedad de Parkinson es un trastorno neurodegenerativo caracterizado 

por deficiencias motoras, debido a la pérdida de neuronas dopaminérgicas 

nigroestriatales. Se han reportado efectos neuroprotectores de los probióticos 

sobre el SNC, sin embargo, esto no ha sido evaluado en el modelo con 6-

hidroxidopamina (6-OHDA). En el presente trabajo se evaluó si el tratamiento con 

dos cepas de probióticos reduce la denervación dopaminérgica, la activación 

microglial y las deficiencias motoras en ratas Wistar con hemiparkinsonismo 

inducido mediante la inyección de 6-OHDA. Los animales recibieron diariamente 

por vía oral Lactobacillus rhamnosus LGG y Bifidobacterium lactis BB-12 (1 x109 

UFC c/u) o placebo durante los 14 días previos y 21 días posteriores a la 

inyección de 6-OHDA (8.75 μg) o solución salina en el cuerpo estriado derecho 

(coordenadas: AP=+0.2 mm, L=-3.5 mm y DV=-4 mm). En las dos semanas 

previas y las tres posteriores a la inyección se evaluó la capacidad motora 

mediante las pruebas de la pasarela estrecha elevada, la exploración vertical en 

el cilindro y el giro inducido con apomorfina (0.25 mg/kg), en días previos y 

posteriores a la inyección, en intervalos semanales. El día 22 se perfundió a las 

ratas con paraformaldehído al 4% para fijar in situ el cerebro, posteriormente se 

hicieron cortes de 70 µm para realizar inmunohistoquímicas para tirosina 

hidroxilasa y para la molécula adaptadora de unión a calcio ionizado 1, tanto en 

el estriado como en la sustancia nigra pars compacta. El análisis estadístico se 

realizó mediante ANOVA de dos vías, ANOVA de medidas repetidas y correlación 

lineal de Pearson, con un valor de significancia p<0.05. 

El tratamiento con probióticos redujo la denervación dopaminérgica y la 

activación de la microglía en el estriado, pero no en la sustancia nigra; disminuyó 

el tiempo y los errores cometidos en la pasarela elevada, aumentó los giros 

inducidos por apomorfina y no se encontró efecto en la lateralización del uso de 
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las extremidades. Los probióticos tienen un efecto neuroprotector manifestado 

por la reducción de la pérdida dopaminérgica, la menor activación de la microglía 

en el estriado y mantienen el desempeño motor en la prueba de la pasarela 

estrecha elevada. 
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INTRODUCCIÓN 
 

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo complejo, 

caracterizado por la pérdida progresiva de las neuronas dopaminérgicas del 

sistema nigroestriatal, posiblemente causado por la acumulación de α-sinucleína 

(α-SYN) mal plegada resistente a la hidrólisis, que desencadena la activación de 

la microglía; la microglía activada produce especies reactivas de oxígeno (ROS) 

y de nitrógeno (RNS), además de citoquinas proinflamatorias como TNFα e IL-6, 

que conllevan a la apoptosis de las neuronas dopaminérgicas.1–10  

Se ha sugerido que el intestino es un órgano importante en relación al desarrollo 

y progresión de la EP, posiblemente debido al constante intercambio de 

información entre éste, el medio ambiente y el cerebro.11–14  

La disbiosis es la alteración de la microbiota que produce efectos adversos en el 

hospedero, ya que aumenta la permeabilidad intestinal y activa la respuesta 

inmune local, con incremento en la producción de citoquinas proinflamatorias; se 

ha propuesto que estos eventos ocasionaría la formación de α-sinucleína que, de 

forma similar a un prión, migraría a la SNpc a través del nervio vago, promoviendo 

la neurodegeneración dopaminérgica.15–17 

Por lo anterior, se ha propuesto que el consumo de probióticos podría corregir la 

disbiosis intestinal, lo que podría tener un efecto protector reduciendo la 

neurodegeneración. 18–20 

 

ANTECEDENTES 

 

Enfermedad de Parkinson 

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurológico complejo pues su 

etiología es desconocida y en términos generales sus causas se deban a la 

combinación de factores medioambientales y genéticos.1 Fue descrita por 

primera vez en 1817 por James Parkinson y más tarde diferenciada de otras 
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enfermedades similares por Jean-Martin Charcot.21 Entre sus síntomas 

característicos se encuentran la bradicinesia o lentitud de los movimientos 

voluntarios, el temblor en reposo, la rigidez muscular y el deterioro postural 

durante la marcha.1,2 

Las alteraciones motoras antes señaladas se relacionan con la pérdida de las 

neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta (SNpc), en 

particular, de la zona ventrolateral.4 Conforme la EP progresa empeoran las 

disfunciones motoras y aunque existen alterativas terapéuticas para su control no 

se dispone de ninguna que disminuya su progresión.1 La EP también cursa con 

alteraciones no motoras como la disfunción olfatoria, trastornos en el sueño, 

fatiga, depresión, incontinencia urinaria y estreñimiento, los cuales merman la 

calidad de vida del afectado. 1,2,22 

En etapas avanzadas de la EP el tratamiento farmacológico disminuye su 

efectividad, por lo tanto, las complicaciones motoras y no motoras son más 

frecuentes; entre las más graves están las caídas, asfixias y la demencia.2 

 

Epidemiología 

La EP es el segundo trastorno degenerativo más común después de la demencia 

tipo Alzheimer.1 La prevalencia de la EP varía ampliamente a lo largo del mundo, 

en general es más alta en Europa y Estados Unidos que en otros países. La 

prevalencia en la población mundial oscila entre el 0.3 % y el 1 % en sujetos 

mayores de 60 años, y alcanza el 3 % en las personas de 80 años o más.23 

Entre los factores de riesgo asociados más relevantes se encuentra la edad, ya 

que a medida que ésta aumenta también lo hacen la prevalencia y la incidencia 

de EP, especialmente después de los 80 años.24 Esta tendencia provoca el 

incremento en el número de casos conforme la población envejece y la esperanza 

de vida aumenta.25 En México se ha estimado una prevalencia de entre 40 a 50 

casos por cada 100 mil habitantes por año y se prevé que la cifra se duplique e 

incluso se llegue a triplicar en las próximas décadas.26 En una publicación 
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reciente se analizó la tasa de incidencia de EP en población mexicana entre 

enero de 2014 y diciembre de 2017, los datos se tomaron de los Anales de 

Morbilidad y del Boletín Epidemiológico publicados por la Secretaria de Salud; la 

tasa de incidencia en la población de más de 65 años fue de 313.94 por cada 100 

mil habitantes.27 

Elementos ambientales también se han asociado a la EP; un meta-análisis evaluó 

30 factores de riesgo potenciales e identificó que la exposición a plaguicidas, 

traumatismos cerebrales previos, vida rural, uso de β-bloqueadores, vivir en un 

ambiente rural, tener ocupación agrícola y consumo de agua de pozo 

aumentaban el riesgo.3 Mientras que el tabaquismo, beber café, el uso de 

antiinflamatorios no esteroideos, bloqueadores de los canales de calcio y el 

consumo de bebidas alcohólicas se asociaron a una disminución del riesgo.3 

 

Fisiopatología de la EP 

La característica patológica más relevante de la EP es la pérdida pronunciada de 

neuronas que producen dopamina, mediante la enzima tirosina hidroxilasa (TH), 

que se localizan en la SNpc; estas células normalmente liberan dopamina en sus 

terminales axónicos en el cuerpo estriado y forman parte del sistema 

extrapiramidal de regulación motora, por lo que su pérdida se traduce en los 

trastornos del movimiento en esta enfermedad.28 

La EP también se caracteriza por la acumulación patológica de agregados de la 

proteína α-sinucleína (α-SYN) denominados cuerpos de Lewy. 29 

La α-SYN, es una proteína presente en varios tipos de células de todo el cuerpo, 

especialmente en terminales presinápticos de neuronas donde se le asocia con 

la regulación de la liberación de neurotransmisores mediante exocitosis 

vesicular.30 En ciertas circunstancias, aún no bien esclarecidas, esta proteína 

puede modificar su estructura, formando agregados que adoptan una estructura 

de láminas β, modificando su función normal, pudiendo comportarse como 

priones que se propagan de una neurona a otra.11 Esto conduce al sello 
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histológico de neuritas PD-Lewy y cuerpos de Lewy compuestos por α-SYN 

fibrilar, fosforilada y ubiquitinada.31 Se ha propuesto que las neuronas que 

presentan cuerpos de Lewy son aquellas que tratan de evadir el mecanismo 

tóxico involucrado en las enfermedades neurodegenerativas como la EP.28 La 

habilidad de los cuerpos de Lewy para secuestrar proteínas que han adoptado 

formas fibrilares potencialmente citotóxicas podría ser inicialmente benéfica para 

las neuronas dopaminérgicas, pero es difícil imaginar que estas inclusiones no 

contribuyan a la pérdida de funciones celulares una vez que hayan aumentado 

su volumen dentro del soma celular.28 

Actualmente el tratamiento farmacológico para EP es sintomático; los 

medicamentos para controlar los síntomas motores aumentan las 

concentraciones cerebrales de dopamina (DA) o estimulan sus receptores. Entre 

estos medicamentos se incluyen la levodopa, los agonistas dopaminérgicos, los 

inhibidores de la monoamino oxidasa tipo B y con menos frecuencia la 

amantadina.32 Sin embargo, aún no existen tratamientos que disminuyan la 

progresión de la EP.1,32 Entre los posibles objetivos a considerar para desarrollar 

terapias que pudieran reducir el riesgo de padecer la EP o reducir su progresión, 

se pueden considerar tratamientos que disminuyan la neuroinflamación, la 

disfunción mitocondrial, el estrés oxidativo, la actividad de los canales de calcio, 

de la LRRK2 quinasa, así como la acumulación, agregación y transmisión de α-

SYN mal plegada.4 

 

Inflamación y estrés oxidativo en la EP  

En la enfermedad de Parkinson existe un proceso inflamatorio crónico y estrés 

oxidativo por lo que se ha hipotetizado que ambos contribuyen a su 

progresión,33,34 lo anterior se sustenta de estudios que presentan evidencia de la 

activación de la neuroglía, el aumento en la vía del factor nuclear kappa B (NF-

κB), el cual tiene una función clave en la regulación de la respuesta inmune e 

inflamatoria, la acumulación de citoquinas proinflamatorias, el daño oxidativo a 
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las proteínas del líquido cerebro espinal y cerebros de pacientes con EP.34 Estos 

hallazgos se han confirmado también en la examinación post mortem de cerebros 

con EP y en modelos experimentales.4,5 

El área lateral de la sustancia nigra se degenera antes y con mayor severidad en 

la EP; una investigación encontró un incremento de la expresión de genes que 

codifican citoquinas proinflamatorias y una disminución de la expresión de varios 

genes relacionados al metabolismo del glutatión en esta área.6 La expresión de 

estos genes es alta en las células gliales, lo que respalda la idea de que la 

desregulación de la neuroglia puede ser un mecanismo subyacente importante 

en la patogénesis de la EP. 6,7 

Las células gliales han sido consideradas de manera clásica como células de 

soporte estructural, metabólico y trófico de las neuronas.8 Se puede clasificar a 

las células gliales en dos grandes grupos: la macroglía, que se origina a partir de 

células precursoras del ectodermo y que en el SNC comprende a los astrocitos y 

a los oligodendrocitos. La segunda clase es la microglía, que se encuentran 

exclusivamente en el SNC y proceden de monocitos de la médula espinal.8 

Los astrocitos son las células gliales más abundantes en el SNC; participan en la 

formación de la barrera hematoencefálica, producen importantes factores que 

contribuyen a la diferenciación, desarrollo y supervivencia de las neuronas, como 

el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) y el factor neurotrófico 

derivado de la glía (GDNF), sintetizan glutatión que protege al SNC del estrés 

oxidativo y además inhiben la inflamación excesiva regulando la activación de la 

microglía; sin embargo, investigaciones recientes señalan que podrían iniciar o 

potenciar la respuesta inmune en el SNC.9,10 Considerando esto, los astrocitos 

tienen un papel crítico en la neuroprotección y la regeneración del cerebro cuando 

ocurre un daño.10 

La microglía son macrófagos residentes del SNC; en el cerebro sano se 

considera que la mayoría de estas células se encuentra en un estado de 

“descanso” (al contrario de lo que el término pudiera sugerir, en este estado la 
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microglía está en constante movimiento, monitoreando el medio en busca de 

patógenos o cambios en el micromedioambiente).35 La microglía puede cambiar 

a un estado “activado” en respuesta a varios estímulos, por ejemplo, endotoxinas 

como el lipopolisacárido (LPS) que al activar a los receptores tipo Toll (TLR) de 

la microglía induce la producción de mediadores proinflamatorios, como las 

interleucinas 1β (IL-1β) e IL-6, y el factor de necrosis tumoral α (TNFα), la cuales 

pueden potenciar la activación de la microglía.36–38 

Otros estímulos podrían ser proteínas mal plegadas, como los agregados de α-

SYN o β-amiloide, al igual que el ATP liberado de las neuronas dañadas.7  En 

respuesta a estos estímulos de “activación” la microglía aumenta la expresión de 

varias proteínas reguladoras, como la molécula adaptadora de unión al calcio 

ionizado 1 (Iba1),37 además de incrementar la producción de especies reactivas 

de oxígeno (ROS) y óxido nítrico (NO), esto con el objetivo de destruir posibles 

patógenos; sin embargo, estos factores pueden dañar tejidos cercanos, de 

manera que a largo plazo pueden contribuir al inicio y progresión del daño 

neuronal (figura 1).5,7,36  

Diversos estudios sugieren que la inflamación crónica cerebral contribuye a la 

patogenia de múltiples enfermedades relacionadas con el envejecimiento, como 

lo es la EP; se postula que un proceso inflamatorio sostenido reduce la capacidad 

de los sistemas antioxidantes de la glía y las neuronas, además de aumentar la 

producción de ROS, los cuales pueden reaccionar con los lípidos y proteínas en 

las membranas celulares impidiendo sus funciones permanentemente; además 

estos radicales pueden causar mutaciones o daños en el DNA mitocondrial o 

nuclear causando la muerte celular.39 
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Figura 1. Posibles mecanismos deletéreos de la excesiva activación glial. Se ha 
propuesto que desregulación en las funciones de la neuroglia podrían mantener el 
estado inflamatorio, aumentar el estrés oxidativo y contribuir a la neurodegeneración en 
la EP.5,7–10,36,40 (ROS: especies reactivas de oxígeno, RNS: especies reactivas de 
nitrógeno, NO: óxido nítrico, TNFα: factor de necrosis tumoral alfa, IL-1B: interleucina 
1β, IL-6: interleucina 6). 

 

Modelos animales de la EP 

El desarrollo de estos modelos está orientado a inducir modificaciones 

estructurales o funcionales en la transmisión dopaminérgica nigroestriatal. Como 

modelos que son, ninguno de ellos cuenta con todas las características de la EP 

que se desarrollan en el humano. Sin embargo, son de gran utilidad para estudiar 

el funcionamiento de los ganglios basales, los mecanismos implicados en la 

muerte de las neuronas dopaminérgicas, la actividad antiparkinsoniana de 

distintas sustancias y la eficacia de posibles tratamientos neuroprotectores.41 

La 6-hidroxidopamina (6-OHDA) es la neurotoxina más ampliamente usada en el 

desarrollo de modelos experimentales de EP en roedores. La inyección 

intracerebral de 6-OHDA produce una destrucción selectiva de las neuronas 
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catecolaminérgicas.42 La inyección en el cuerpo estriado produce una lesión 

selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra.43 Esto se debe 

a que la sustancia nigra contiene los somas de las neuronas dopaminérgicas que 

proyectan sus axones hacia el estriado.44 

Existen estudios que demuestran que la 6-OHDA posee una acción inhibitoria de 

la cadena de transporte electrónico en la mitocondria,45 sin embargo, la muerte 

neuronal dopaminérgica en este modelo está ligada a la producción de H2O2, 

radicales libres tipo hidroxilo y quinonas que se producen en su 

metabolización.46,47 

El proceso neuroinflamatorio en el modelo de 6-OHDA ha sido evaluado 

mediante la activación de los astrocitos y microglía. Se ha determinado que la 

activación de estas células gliales ocurre desde el tercer día posterior a la lesión 

con 6-OHDA y se mantiene hasta 3 semanas posteriores a ésta. 48,49 El proceso 

neuroinflamatorio precede a la muerte de las neuronas dopaminérgicas nigrales 

y probablemente en sus etapas iniciales, éste sirve como un mecanismo para 

contener el daño celular; sin embargo, la evidencia señala también que tras la 

activación de las células gliales la producción de citoquinas proinflamatorias 

podría incrementar la citotoxicidad de la 6-OHDA.48 

El modelo de lesión de las neuronas dopaminérgicas en ambos hemisferios imita 

con mayor fidelidad la fisiopatología de la EP en humanos. Sin embargo, la 

administración bilateral de 6-OHDA en la SNpc de las ratas causa una inhibición 

total de la ingesta de agua y alimento, de manera que si no se les alimenta por 

sonda intragástrica mueren entre los 4 a 20 días posteriores a la lesión.50,51 

El procedimiento tradicional de lesión unilateral consiste en la inyección de 6-

OHDA directamente en la SNpc que produce un daño irreversible a la mayoría 

de las neuronas dopaminérgicas causando una severa disfunción motora, por lo 

que se ha propuesto que es un modelo representativo de etapas avanzadas de 

la EP.52–54 
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Por tal motivo se ha propuesto un modelo alternativo menos agresivo, que 

consiste en la inyección de cantidades moderadas de 6-OHDA en la región 

dorsolateral del estriado, de manera que sobrevivan algunas neuronas 

dopaminérgicas, simulando etapas tempranas de la EP.54 Considerando lo 

anterior es posible causar una lesión dopaminérgica de magnitud moderada que 

permita observar las alteraciones motoras y al mismo tiempo permita evaluar el 

efecto neuroprotector de diversos tratamientos.  

 

Hipótesis del origen intestinal de la EP 

El eje entérico – cerebral consiste en la comunicación bidireccional entre el SNC 

y el sistema nervioso entérico, que une centros emocionales cognitivos del 

cerebro con funciones periféricas intestinales.13,55 Existe mucha evidencia que 

señala a la microbiota como otro miembro activo de este eje, lo que pone de 

manifiesto las complejas conexiones neurales, endocrinas, inmunes y humorales 

entre estos órganos.12  

Como se ha mencionado previamente, el estreñimiento es el síntoma 

gastrointestinal, no motor, asociado a la EP y que se presenta con mayor 

frecuencia entes y después del inicio de los síntomas motores.22 En etapas 

avanzadas de la EP puede requerir tratamiento diario con laxantes.2 No obstante, 

hay evidencia de que también puede preceder a la sintomatología motora por 

décadas, por lo que ha sido clasificado entre los llamados síntomas 

prodrómicos.22  

La α-SYN, es un componente normal del sistema nervioso entérico, sin embargo, 

en pacientes con EP se encuentra en concentraciones más elevadas en 

comparación con controles sanos de la misma edad.56  

En secciones anteriores se mencionó que determinados factores (entre los que 

se proponen toxinas, algunos microrganismos o metabolitos de éstos) podrían 

modificar la estructura de la α-SYN y promover su agregación, causando que se 

comporte como un prion;11 evidencias recientes señalan al intestino como un 
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posible punto de origen para este evento, en particular en las células 

enteroendócrinas de la mucosa intestinal, las cuales se encuentran en estrecha 

relación con los plexos el nerviosos submucosos, que a su vez se conectan con 

el nervio vago, a través del cual migrarían los agregados de α-SYN alcanzando 

varios núcleos del tallo cerebral hasta la SNpc (figura 2),11,57 promoviendo su 

acumulación en las neuronas dopaminérgicas, en donde se formarían cuerpos 

de Lewy que eventualmente desencadenarían la disfunción mitocondrial que 

llevaría a la apoptosis.57 

 

Figura 2. Hipótesis del origen intestinal de la EP. Vía propuesta para la migración de 

α-sinucleína (mal plegada) patogénica del intestino al cerebro.57 (adaptado de Chandra 

et al., 2017) 

 

Otro mecanismo hipotético sobre el origen intestinal de la EP se relaciona con la 

mayor permeabilidad intestinal en los pacientes, en comparación con controles 

sanos.58 Los resultados de una investigación indican que en los pacientes con 

EP hay defectos en las uniones intestinales estrechas, sin daño en la mucosa, 
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incluyendo reducciones de los niveles de proteínas promotoras de barrera e 

interrupciones en las redes de unión.59 Hipotéticamente, este incremento de la 

permeabilidad intestinal promovería la entrada de moléculas proinflamatorias y 

oxidativas derivadas de las bacterias residentes en el tubo digestivo (como el 

LPS) los cuales inducirían la activación sostenida de la respuesta inmune en el 

intestino, cuyos mediadores proinflamatorios  (citoquinas y quimioquinas) podrían 

migrar a través de la sangre hacia los órganos circunventriculares (regiones de 

la barrera hematoencefálica relativamente permeables), lo que causaría la 

activación de los astrocitos y la microglía, promoviendo la neuroinflamación.12 

 

Microbiota intestinal 

La microbiota intestinal está formada por aproximadamente 100 trillones de 

microrganismos de diversos géneros, la mayor parte son beneficiosos y viven en 

simbiosis con el cuerpo humano.60 En particular, las bacterias de la microbiota 

cumplen importantes funciones en el metabolismo de nutrimentos, producen 

sustancias bioactivas como vitaminas y ácidos grasos de cadena corta, 

contribuyen a mantener, la integridad estructural de la mucosa intestinal, ejercen 

funciones inmunomoduladoras y protegen contra microorganismos patógenos.60 

En general una microbiota saludable se compone principalmente de dos grandes 

filos bacterianos, Bacteroidetes y Firmicutes; si bien este perfil permanece 

relativamente constante cabe aclarar que su composición en familias y especies, 

así como la abundancia de éstas varia en distintas partes del tracto 

gastrointestinal, llegando a su máximo en el colon donde su número asciende 

hasta 1 x 1012 por gramo de contenido.60 

La EP y la disbiosis intestinal 

Se ha descrito que en la enfermedad de Parkinson hay un aumento de la 

permeabilidad intestinal.58,59 Los pacientes con EP presentan una mayor 

prevalencia (54.2 %) de sobrecrecimiento bacteriano en el intestino delgado 
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(SIBO por sus siglas en inglés) en comparación con sus controles (8.3 %).61,62 El 

SIBO ha sido definido como el incremento en la densidad bacteriana en el 

intestino delgado excediendo los 105 - 106 organismos/mL (normalmente la 

concentración debería ser menos de 103); el tipo de microorganismos presentes 

tiene un papel importante en las manifestaciones clínicas observadas63 y en la 

EP se le ha relacionado con anormalidades en la motilidad intestinal y 

empeoramiento en la función motora. 61  

La disbiosis intestinal ha sido definida como: una pérdida del “equilibrio” en la 

composición de los microrganismos que componen la microbiota del intestino, un 

cambio en su actividad metabólica o un cambio en la distribución de ésta a lo 

largo del intestino.15 La disbiosis se caracteriza por la pérdida de bacterias 

benéficas, el crecimiento excesivo de bacterias potencialmente patogénicas o la 

pérdida general de la diversidad bacteriana.15 

La disbiosis puede causar incremento en la permeabilidad intestinal, lo que 

podría facilitar el paso de bacterias a través de la mucosa intestinal y la activación 

del sistema inmune subyacente, promoviendo un estado de inflamación intestinal 

crónico de baja intensidad que podría afectar al cerebro (figura 3).16,17,55 

Recientemente se ha evidenciado la asociación entre las enfermedades 

neurodegenerativas y la composición de la microbiota intestinal. Varios estudios 

muestran un incremento de Lactobacillus, Bifidobacterium, Varrucomicrobiaceae 

y Akkermansia y una disminución de Faecalibacterium spp., Coprococcus spp., 

Blautia spp., Prevotella spp. y Prevotellaceae en pacientes con EP.64 
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Figura 3. Posible participación de la disbiosis en el desarrollo o progresión de la 

EP. La disbiosis predispone un estado inflamatorio intestinal y sistémico que podría 

participar en la agregación de la α-SYN y la hiperactivación de la glía, ocasionando el 

deterioro dopaminérgico 55 (Adaptado de: Pérez Pardo et al. Curr Behav Neurosci Rep. 

2017;4:361–68) 

 

Probióticos, Lactobacillus y Bifidobacterium 

Si bien la eliminación de las especies de microrganismos patógenos del intestino 

(con antibióticos, por ejemplo) es una estrategia viable y comprobada para 

mejorar la salud del hospedero, otro abordaje es manipular la microbiota 

favoreciendo la proliferación de especies benéficas mediante el consumo de 

probióticos.18 

Los probióticos son microorganismos vivos que, cuando se administran a dosis 

adecuadas, confieren un beneficio a la salud del huésped.65 En general los 

probióticos cuyo uso se encuentra más extendido son Lactobacillus 

rhamnosus, Lactobacillus reuteri, bifidobacteria y algunas cepas de Lactobacillus 
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casei, Lactobacillus acidophilus, Bacillus coagulans, Escherichia coli cepa Nissle 

1917, Enterococcus faecium SF68, y la levadura Saccharomyces boulardii.66,67 

El uso preferencial de Lactobacillus y Bifidobacterias se debe en parte a que la 

FDA las ha reconocido como generalmente seguras (GRAS – generally 

recognized as safe), con nula virulencia; por otra parte, sus propiedades 

benéficas se encuentran bien documentadas.68 

Los Lactobacillus pertenecen al filo Firmicutes, los miembros de este género son 

Gram positivos, anaeróbicos facultativos, ácido tolerantes, negativos a catalasa, 

son inmóviles y no forman endosporas, forman parte de la microbiota humana y 

se encuentran comúnmente en la boca, el tracto gastrointestinal y 

genitourinario.69 El principal producto final del metabolismo de los Lactobacillus 

es el ácido láctico, también produce ácido acético que es un ácido graso de 

cadena corta (AGCC) y succínico en pequeñas cantidades.69,70   

Los Bifidobacterium forman parte del filo Actinobacteria, son Gram positivos, 

anaeróbicos e inmóviles, se encuentran entre los primeros microorganismos en 

colonizar el tracto gastrointestinal humano71 y al igual que los Lactobacillus 

producen ácidos orgánicos como productos terminales, entre los que se 

encuentran el ácido láctico y AGCC como el propiónico.69–72 

Lo más común es que los probióticos se administren en combinaciones de dos o 

más cepas, aunque también pueden ser usados por separado. Cabe señalar que 

los efectos de los probióticos son muy específicos para cada cepa y no deben 

ser generalizados. Una misma cepa puede exhibir diferentes efectos cuando se 

usa individualmente o en combinación con otras.66 

Los probióticos interactúan con el hospedero mediante diversos mecanismos, 

entre los que destacan: la modulación del sistema inmune, la regulación de 

funciones de las células epiteliales y la interacción con la microbiota intestinal 

existente.18,66 Algunos probióticos pueden contribuir a la salud del hospedero 

promoviendo la función de barrera del epitelio intestinal y favorecer una respuesta 

antiinflamatoria disminuyendo la producción de citoquinas proinflamatorias.18,66,73 
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Lactobacillus, Bifidobacterium y SNC 

Una revisión sistemática de los efectos de los probióticos en las funciones del 

SNC en animales y humanos encontró que los probióticos más usados fueron los 

Bifidobacterium (B. longum, B. breve, y B. infantis) y Lactobacillus (L. helveticus 

y L. rhamnosus), con dosis entre 1 x 109 y 1 x 1010 unidades formadoras de 

colonia (UFC) durante 2 semanas en animales y 4 en humanos.19 

En modelos animales estos probióticos aumentaron la locomoción, la memoria 

espacial y no espacial, la comunicación (vocalización ultrasónica), la regulación 

sensorial, así como disminución de los comportamiento asociados con ansiedad, 

depresión y trastorno obsesivo compulsivo.19 En humanos los cambios 

conductuales no fueron significativos, pero si disminuyeron la ansiedad en 

pacientes con síndrome de fatiga crónica, con una mejoría del estado de ánimo 

y memoria episódica según la escala Wechsler.19 Entre otros efectos, destacan 

el aumento en las concentraciones plasmáticas de la citoquina antiinflamatoria 

IL-10 y la disminución de las citoquinas proinflamatorias TNF-, IL-6 e IL-12 en 

pacientes con artritis reumatoide, el aumento en el número y actividad de células 

NK en sujetos fumadores, así como disminución de la concentración de cortisol 

salival en sujetos sanos.19 

Entre los efectos observados por la administración de probióticos en modelos 

animales están: la disminución de las concentraciones  séricas de 

corticosteroides por L. plantarum, L. helveticus, L. fermentum, L. rhamnosus y L. 

casei Shirota, la disminución de la hormona adrenocorticotrópica (ACTH) por L. 

helveticus y L. fermentum, la disminución de citoquinas inflamatorias (IL-6 y TNF-

) y aumento de la citoquina antiinflamatoria (IL-10) por L. plantarum, L. 

helveticus, L. fermentum, L. acidophilus, B. longum, y L. rhamnosus.  

También se ha documentado que producen un incremento de monoaminas como 

serotonina (5-HT) y dopamina (DA) en la corteza prefrontal e hipocampo, 

acompañado de disminución de sus metabolitos por L. plantarum, L. helveticus y 

B. infantis; incremento en la expresión del receptor del neurotransmisor inhibidor 
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GABA en la región cortical (cíngulo y prelímbico) pero reducción en hipocampo, 

amígdala y locus coeruleus por L. rhamnosus; incremento del BDNF en el 

hipocampo y del mRNA de c-Fos, un factor de transcripción de genes de 

expresión rápida, en el núcleo paraventricular por L. helveticus, L. plantarum, L. 

rhamnosus, B. longum y C. butyricum. 

En humanos dos estudios encontraron niveles reducidos de cortisol en saliva y 

orina tras la administración de L. casei Shirota, L. helveticus junto con B. longum 

respectivamente.  L. casei redujo las concentraciones séricas de citoquinas 

proinflamatorias como TNF-α, IL-6 e IL-12, y produjo el incremento de la citoquina 

antiinflamatoria IL-10.19 

 

Efecto antinflamatorio y neuroprotector de los probióticos  

Entre los principales mecanismos de comunicación propuestos para explicar la 

influencia de la microbiota sobre el cerebro se encuentran: La síntesis y recambio 

de neurotransmisores, por ejemplo, dopamina, serotonina y GABA, además de 

factores neurotróficos como el BDNF,19 así como la protección de la barrera 

intestinal a través de favorecer la integridad de las uniones estrechas,17 la 

estimulación de las neuronas entéricas que transmiten información al SNC,13,74 

la producción de diversos metabolitos y la regulación de la respuesta inmune en 

la mucosa intestinal (figura 4).14,75,76 

Entre los principales productos del metabolismo de las bacterias se encuentran 

los AGCC, como: los ácidos acético (2C), propiónico (3C) y butírico (4C). Si bien 

una parte de estos puede ser metabolizado por las células de la pared intestinal 

para la producción de energía, se ha demostrado que también  pueden activar 

receptores acoplados a proteínas G (GPR41 y GPR43) e inhibir las desacetilasas 

de histonas (HDAC), favoreciendo la condensación de la cromatina que da como 

resultado una menor transcripción de genes, que inhibe la síntesis de factores 

como el NF-κβ ejerciendo así un efecto antiinflamatorio.14,75 
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Con relación al sistema inmune se ha demostrado que los AGCC inducen la 

quimiotaxis y el incremento en la expresión de moléculas de adhesión en 

neutrófilos; aunque existen discrepancias en cuanto a su efecto sobre la 

producción de ROS en los macrófagos, si disminuyen su producción de TNF, 

IL-6 y NO.77,78 Existe algo de controversia en cuanto a la acción de los AGCC 

sobre la microglía y la producción de mediadores inflamatorios, pero la mayoría 

de los estudios señala que estos ácidos grasos atenúan su activación mediante 

un mecanismo relacionado con la inhibición de las HDAC. 

 

Los probióticos en la enfermedad de Parkinson 

Las investigaciones referentes al efecto de la suplementación con probióticos en 

pacientes con EP son escasas. Al momento de iniciar este trabajo de tesis, una 

búsqueda en PubMed solo arrojó tres estudios clínicos donde a personas con EP 

se les administraron Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus acidophilus más 

Bifidobacterium infantis o una bebida fermentada con mezcla de 

microorganismos, pero en todos estos trabajos los únicos parámetros evaluados 

fueron síntomas gastrointestinales, mejorando la consistencia de las heces, 

reduciendo la sensación de hinchazón, el dolor abdominal y el estreñimiento 

(figura 5).79–81 Durante el curso de la investigación se publicaron dos ensayos 

clínicos aleatorizados doble ciego, en ambos, los pacientes con EP recibieron 

diariamente un tratamiento que consistía en una mezcla de B. bifidum, L. 

acidophilus, L. reuteri, y L. fermentum (2x 109 UFC de cada uno) durante 12 

semanas.82,83 Borzabadi et al. encontraron que la suplementación con probióticos 

redujo la expresión de IL-1, IL-8 y TNF-α; y aumentó el factor de crecimiento 

transformante beta (TGF-β) y el receptor gamma activado por el proliferador de 

peroxisoma (PPAR-γ) en células mononucleares de sangre periférica.82 Tamtaji 

et al. (2019) reportan que la suplementación con estos probióticos logró reducir 

los trastornos del movimiento (The Movement Disorders Society-Unified 
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Parkinson's Disease Rating Scale), en el plasma redujeron la proteína C reactiva, 

el malondialdehido; a la vez que aumentó los niveles de glutatión.83 

 

 

Figura 4. Posibles acciones de los probióticos que contribuyen a la 

neuroprotección. Los probióticos contribuyen a reducir la inflamación a la vez que 

aumentan los niveles de dopamina y de factores neurotróficos en el cerebro. 

 

Existe evidencia epidemiológica que sugiere que tanto los bebedores de café o 

como los fumadores tienen un menor riesgo de padecer EP; una de las hipótesis 

propuestas de este efecto protector, es que modifican la composición de la 

microbiota intestinal de manera que disminuye la inflamación local y en 

consecuencia el plegamiento anómalo de la α-SYN, con lo que se evitaría su 

propagación al SNC y se reduciría el riesgo de desarrollar la EP.84 De ser cierta 

esta hipótesis la corrección de la disbiosis intestinal mediante la administración 

de probióticos sería una forma de prevenir el desarrollo de la EP.20 

Lo anterior está apoyado por dos estudios preclínicos que también se publicaron 

mientras se realizaban los experimentos de esta tesis. 
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En el primero de ellos se encontró que probióticos como Lactobacillus rhamnosus 

LGG, Bifidobacterium animalis lactis, y Lactobacillus acidophilus ejercen un 

efecto neuroprotector en modelos de EP en ratones inducidos con las 

neurotoxinas dopaminérgicas 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP) y 

rotenona, posiblemente mediado por el butirato.85 En el segundo se usaron 

ratones transgénicos que desarrollaron EP y se encontró que el grupo que recibió 

la mezcla de probióticos constituido por B. Bifidum, B. longum, L. rhamnosis, L. 

rhamnosus GG, L. plantarum LP28 y Lactococus lactis sub. Lactis, tuvo una 

menor pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SNpc.86 

 

 

Figura 5. Beneficios gastrointestinales reportados del consumo de probióticos 

en la EP. El restablecimiento de la eubiosis por los probióticos podría contribuir a la 

reducción de los trastornos inflamatorios gastrointestinales, disminuyendo el riesgo de 

desarrollar la EP.79–81,84 (Imagen adaptada de Felice et al., 2016) 
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OBJETIVOS 

General 

Evaluar el efecto neuroprotector de la administración de Lactobacillus rhamnosus 

LGG y Bifidobacterium lactis BB-12 en un modelo de hemiparkisonismo en ratas 

inducido por la inyección unilateral de 6-OHDA en el estriado. 

 

Específicos  

• Determinar si la administración de L. rhamnosus LGG y B. lactis BB-12 

disminuye la pérdida de neuronas dopaminérgicas, en un modelo de 

hemiparkinsonismo inducido en ratas mediante la inyección de 6-OHDA 

en el cuerpo estriado. 

• Determinar si la administración de L. rhamnosus LGG y B. lactis BB-12 

reduce la activación de la microglía, en un modelo de hemiparkinsonismo 

inducido en ratas mediante la inyección de 6-OHDA en el cuerpo estriado. 

• Determinar si existe correlación entre la activación de la microglía y la 

pérdida de inervación dopaminérgica, en un modelo de 

hemiparkinsonismo inducido en ratas mediante la inyección de 6-OHDA 

en el cuerpo estriado. 

• Determinar si la administración de L. rhamnosus LGG y B. lactis BB-12 

reduce la bradicinesia, la incoordinación motora y la lateralización en el 

uso de las extremidades anteriores, en un modelo de hemiparkinsonismo 

inducido en ratas mediante la inyección de 6-OHDA en el cuerpo estriado. 

• Determinar si la administración de L. rhamnosus LGG y B. lactis BB-12 

atenúa la conducta de giro inducida por el agonista dopaminérgico 

apomorfina, que refleja un incremento de los receptores dopaminérgicos 

(supersensibilidad por denervación) en el hemisferio lesionado, en un 

modelo de hemiparkinsonismo inducido en ratas mediante la inyección de 

6-OHDA en el cuerpo estriado. 
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HIPÓTESIS 

 

La administración de Lactobacillus rhamnosus LGG y Bifidobacterium lactis BB-

12 tiene un efecto neuroprotector manifestado por la reducción de la activación 

de la microglía, una reducción de la pérdida de neuronas dopaminérgicas y 

atenuando las alteraciones motoras causadas por la inyección de 6-OHDA en el 

estriado. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Se usaron ratas Wistar machos, adultas de 2 a 3 meses de edad, con pesos entre 

250 a 300 gramos (el día de la cirugía), adquiridas del bioterio del Centro de 

Investigaciones Regionales (CIR) “Dr. Hideyo Noguchi” de la Universidad 

Autónoma de Yucatán (CIR-UADY). Fueron alojadas de manera individual en 

jaulas de policarbonato de 430 mm de largo x 220 mm de ancho x 210 mm de 

altura. Las ratas se mantuvieron en un cuarto a una temperatura controlada (25 

± 2 °C) con ciclos de luz-oscuridad de 12 x 12 h (las luces se encendían a las 7 

horas).  

Todos los procedimientos estuvieron acordes a la Norma Oficial Mexicana NOM-

062-ZOO-1999, "Especificaciones técnicas para la producción, cuidado y uso de 

los animales de laboratorio", el reglamento de la Ley General de Salud en Materia 

de Investigación para la Salud y el protocolo fue aprobado por el Comité de Ética 

de la Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Yucatán, clave del 

proyecto: FMED-2019-0001(se adjuntan los documentos en la sección anexos). 

Se detectó la presencia de helmintos intestinales del género Syphacia en las 

ratas del Bioterio del CIR y se tomaron las medidas necesarias para controlar 

esta parasitosis; el día en que las ratas eran llevadas al laboratorio se les realizó 

una prueba de Graham para determinar si estaban o no infestadas. Considerando 

que esta prueba puede dar falsos negativos, durante el período de habituación a 

todos los animales se les administró fenbendazol (12 mg/kg) por vía oral durante 

10 días, lo cual se ha reportado que erradica los helmintos adultos y mata sus 

huevos.87 El fenbendazol carece de toxicidad en ratas y se ha documentado que 

la administración de estas dosis no modifica el comportamiento de esta especie 

en diversas pruebas conductuales.88 

Para asegurar que el fenbendazol haya sido eliminado totalmente al momento de 

iniciar los tratamientos, desde la última dosis del antiparasitario se dejó transcurrir 

al menos 3 días antes de iniciar el tratamiento con probióticos. Desde el día en 

que se llevaron al laboratorio se inició un registro de la ganancia de peso de las 
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ratas, dos veces a la semana, con la finalidad de proyectar la fecha en que 

alcanzarían el peso adecuado para iniciar las dos semanas de tratamiento y 

programar la cirugía. La dieta proporcionada fue LabDiet® 5001 de la marca 

Purina. El alimento y el agua potable para beber se administraron ad libitum.  

 

 

Figura 6. Metodología general. Se trabajó en grupos de 6 a 12 ratas, se consideró el 

día de cirugía como referencia para las actividades a realizarse en cada ciclo 

experimental. AG: Aceite de girasol, PE: Pasarela elevada, Hemi: Hemiesfera, Cx: 

Cirugía estereotáxica, Sx: Sacrificio, IHQ: Inmunohistoquímica. 

 

Grupos experimentales 

Las ratas fueron distribuidas aleatoriamente en 4 grupos experimentales (Tabla 

1), de acuerdo a si se les inyectó 6-OHDA o solución salina 0.9% + ácido 

ascórbico al 0.2% (falsa lesión) y si se administró la suspensión de probióticos 

(Microbiot pediátrico ®) o el placebo constituido de aceite de girasol (AG) + 

alimento estándar. 

 

Tabla 1. Distribución de los grupos experimentales. 

 

 

 

 

 

Grupo Tratamientos Código 

1 Lesión con 6-OHDA + Probióticos 6-OHDA + Prob 

2 Lesión con 6-OHDA + Placebo 6-OHDA + AG 

3 Falsa lesión con solución salina + Probióticos Sal + Prob 

4 Falsa lesión con solución salina + Placebo Sal + AG 
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Probióticos 

El tratamiento con probióticos consistió en la administración diaria de 300 L de 

Microbiot pediátrico®, que contiene 1 x 109 UFC de Lactobacillus rhamnosus 

LGG y 1 x 109 UFC de Bifidobacterium Lactis BB-12, los cuales están 

suspendidos en 215 L de aceite de girasol adicionado con 0.19 mg de vitamina 

E (-tocoferol). Esta cantidad se determinó con base en ensayos preliminares 

para garantizar la administración de 250 mg del producto, considerando el peso 

de este volumen, el residuo que permanece en la cánula y las posibles pérdidas 

durante el consumo voluntario. 

 

Placebo 

El placebo consistió en la administración de 300 L de una mezcla de alimento 

estándar para roedor pulverizado y suspendido en aceite de girasol marca 

Campo Vivo®, al cual se le adicionó -tocoferol (E-FERTOC vitae®) a la misma 

concentración que la declarada en la etiqueta de Microbiot pediátrico®. La 

concentración del alimento (10 % m/v) en el aceite de girasol fue la misma que la 

proporción del residuo sólido de Microbiot pediátrico®. La mezcla con el alimento 

estándar se realizó para mejorar la palatabilidad y aceptación del tratamiento, sin 

alterar el experimento, ya que es el mismo alimento que los animales consumían.  

 

Tabla 2. Contenido nutrimental del placebo (preparado para semejar las 
características señaladas en Microbiot pediátrico®) 

 

 

 

 

 

Se ha reportado que el tratamiento con vitamina E durante un mes, a la dosis de 

50 UI/Kg/día tiene un efecto neuroprotector contra la inyección intraestriatal de 6-

Nutrimento En 10 mL 

Alimento estándar pulverizado 1 g 

Vitamina E 7.455 mg (-tocoferol) 

Aceite de girasol Aforar a 10 mL 
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OHDA; esta dosis corresponde a 33 mg/Kg/día, la cual es muy superior a la que 

fue administrada (0.81 mg/Kg/día) con los probióticos o el placebo, por lo que no 

se espera que haya influido en los resultados del presente estudio.89,90 

 

Cirugía estereotáxica 

Las ratas fueron anestesiadas con 50 mg/kg i.p. de pentobarbital sódico 

(Pisabental®) y en caso de necesitar una segunda dosis, se administraron 15 

mg/kg (aproximadamente 45 min después de la primera). Para inhibir las 

secreciones bronquiales por efecto de la anestesia se administró 0.1 mg/kg de 

atropina (Atro Ofteno 1 %®) por vía i.m. Cuando la rata quedó sedada se le depiló 

la zona superior de la cabeza. Antes de iniciar la cirugía siempre se verificó la 

profundidad de la anestesia pellizcando la cola y cuando la rata ya no la retiraba, 

se procedió a inmovilizar la cabeza del animal en el equipo estereotáxico (figura 

7A), con las barras auriculares en los conductos auditivos óseos y la barra de los 

incisivos situada a una altura de -3.3 mm.91 

Seguidamente se colocó un campo estéril sobre el cuerpo del animal, con una 

abertura a nivel de la zona depilada, sobre la cual se aplicó una solución 

antiséptica (benzalconio). Hecho lo anterior, se realizó un corte sagital en la piel 

para exponer el cráneo y visualizar el punto donde convergen las suturas óseas 

sagital y coronal (Bregma), el cual sirvió como referencia para calcular las 

coordenadas: anteroposterior (AP = +0.2 mm) y lateral (L = -3.5 mm) para ubicar 

el sitio para trepanar el cráneo. Hecho lo anterior, se hizo descender la aguja 

hasta tocar la superficie de la duramadre y se calculó la coordenada dorsoventral 

(DV = -4.0 mm) para introducir la punta de la aguja Hamilton® en la región 

dorsolateral del estriado derecho.  

El atlas del cerebro de la rata albina de Paxinos y Watson91 se usó para identificar 

las coordenadas óptimas para realizar la inyección en el estriado dorsolateral, el 

cual se eligió intencionalmente por que se ha reportado que en esa zona (figura 

7B) se localizan las neuronas estriatales que disparan potenciales de acción 
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cuando la rata camina.92 Lo anterior fue para aumentar las posibilidades de 

producir deficiencias motoras con  la 6-OHDA, lo cual en efecto sucedió. Una vez 

que la punta de la aguja estuvo situada en las coordenadas deseadas, 

manualmente se inyectaron 3.5 µL de la solución de 6-OHDA conteniendo 2.5 

µg/µL de la base libre (D-014, Biochemical Research Inc. RBI, Lot LX-III-09) o del 

vehículo (solución salina 0.9 % + ácido ascórbico al 0.2 %), a una velocidad de 

0.05 µL cada 5 segundos; al terminar se dejó en posición la aguja durante 5 

minutos para permitir la difusión de la solución en el tejido cerebral.  

En total se inyectaron 8.75 µg de 6-OHDA, dosis que fue seleccionada porque un 

estudio reportó que inyectándola en el estriado produjo una denervación 

dopaminérgica suficiente para que la administración de apomorfina causara una 

conducta de giro contralateral.93 Después de extraer la aguja se limpió la herida 

con un hisopo esterilizado y se suturó con catgut crómico (calibre 2-0), después 

de lo cual se aplicó nuevamente la solución antiséptica de benzalconio. Para 

evitar la hipotermia se dejó al animal en recuperación bajo una lámpara 

incandescente, colocada a 20 cm de distancia, hasta que el animal recuperó la 

consciencia.93  

 

Figura 7. Cirugía estereotáxica y selección del área de lesión. (A) Montaje para la 

cirugía estereotáxica y la inyección en el estriado. (B) Diagrama ilustrando la zona del 

estriado (delimitada en rojo) donde las neuronas disparan potenciales de acción 

cuando la rata camina. 

A) 

 

B) 
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Pruebas conductuales empleadas para valorar la lesión dopaminérgica 

La conducta implica una respuesta integrada y compleja que refleja el 

intercambio de información entre los conjuntos de neuronas del sistema nervioso 

central (SNC) que están involucradas en la ejecución de un comportamiento 

particular. Constituye un parámetro útil y económico de medición para las 

alteraciones motoras causadas por la lesión de las neuronas dopaminérgicas 

nigroestriatales. Para evitar sesgos durante estas mediciones, se tomaron las 

medidas necesarias para minimizar los factores que pudieran modificar el 

comportamiento de las ratas durante el experimento, de manera que los datos 

obtenidos fueran los más confiables. Considerando lo anterior, el día de las 

pruebas conductuales se permitió que las ratas se adaptaran al menos 30 

minutos al entorno del cuarto de experimentación (que es distinto al cuarto de 

alojamiento). Se evitaron los ruidos y los olores intensos y los animales fueron 

manipulados con gentileza para evitar estresarlos. Todas las pruebas se hicieron 

en el mismo orden: caminata en la pasarela estrecha, uso de las extremidades 

anteriores en el cilindro y conducta de giro inducido por apomorfina (hemiesfera) 

y fueron realizadas por la misma persona, en un horario comprendido entre las 9 

y las 14 horas.  

Se usaron 3 pruebas para evaluar las alteraciones motoras; la pasarela estrecha 

elevada realizó los días -14, -1, +7, +14 y +21; el cilindro los días -14, -1, +10 y 

+21 y la conducta de giro en la hemiesfera los días -1, +7, +14 y +21, todas ellas 

con respecto al día de la cirugía estereotáxica (día 0).  Cada una se describe con 

más detalle en las secciones siguientes. 
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Prueba de la pasarela estrecha elevada 

Esta prueba conductual se fundamenta en el instinto natural de la rata para 

alejarse de lugares abiertos hacia una zona segura, en este caso representada 

por su jaula de alojamiento. Se esperaba que las ratas sanas realizaran esta tarea 

en forma rápida y sin contratiempos, mientras que las hemiparkinsonianas 

tendrían dificultades para abandonar la plataforma inicial o disminución de su 

velocidad para completar el recorrido.94 

La pasarela estrecha elevada consistió en un travesaño de madera de 100 cm 

de longitud, 2 cm de ancho y 5 cm de altura, el cual estaba suspendido a un metro 

de altura sobre el piso. En cada extremo había plataformas de 12 cm de longitud, 

7.5 cm de ancho y 5 cm de grosor (Fig. 8). Una de las plataformas era 

considerada de salida donde se depositaba a la rata y la otra era la plataforma 

meta, la cual estaba próxima a su jaula de alojamiento habitual. Para evitar que 

la rata se lesionara en caso de caerse de la pasarela, al nivel del piso se colocó 

una colchoneta de hule espuma de 10 cm de espesor para amortiguar el impacto. 

 

 

Figura 8. Ejemplo de recorrido normal en la prueba de la pasarela estrecha 

elevada 
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El procedimiento para a realizar la prueba fue el siguiente:  
 

1. En un día determinado, la prueba consistió en 5 intentos consecutivos, en los que 

la rata atravesara la pasarela sin interrupción, desde la salida hasta la meta. 

2. Todos los intentos fueron filmados para su posterior análisis, con la cámara 

orientada para filmar el lado hemiparkinsoniano del cuerpo, en este caso el 

izquierdo (Fig. 8); de esta forma fue posible apreciar mejor los fallos durante el 

recorrido. 

3. Cada intento iniciaba al liberar a la rata en la plataforma de salida, con su hocico 

apuntando en dirección contraria a la plataforma meta. 

4. Si la rata se caía antes de abandonar la plataforma de salida, durante el recorrido 

o regresaba a la plataforma de salida antes de concluir el recorrido, el intento se 

consideraba inválido y se repetía. 

5. En una etapa posterior los videos fueron analizados para cuantificar dos variables 

de interés: (a) el tiempo de recorrido, definido como los segundos transcurridos 

desde que la rata ponía una de sus extremidades anteriores sobre la pasarela 

estrecha hasta que apoyara cualquiera de sus extremidades anteriores sobre la 

plataforma meta y (b) los fallos cometidos al realizar el recorrido, los cuales fueron 

definidos como: el apoyo claramente identificable de cualquiera de las 

extremidades contralaterales anteriores o posteriores (izquierdas) de la rata, 

sobre el costado lateral de la pasarela estrecha (lado ancho de 5 cm) (Fig 9).95 

6. Si el observador veía que la rata asentaba una de sus extremidades anteriores 

sobre la pasarela estrecha, pero inmediatamente regresaba a la plataforma de 

salida, se reiniciaba el conteo del tiempo de recorrido, de acuerdo a los criterios 

anteriores. 
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Figura 9. Ejemplos de fallos en la extremidad izquierda durante el recorrido en la 

pasarela estrecha. 

 
 
De acuerdo a la bibliografía, una sesión de entrenamiento es suficiente para 

asegurar el óptimo desempeño en esta prueba,94 por lo que el día -15 se realizó 

el entrenamiento, consistente en hacer que la rata realizara el número de intentos 

necesarios hasta lograr que recorriera completamente la pasarela 5 veces. Para 

facilitar el aprendizaje y condicionar su desplazamiento hacia la meta, durante el 

entrenamiento algunas ratas fueron liberadas a la mitad de la pasarela estrecha 

con el hocico orientado hacia la meta. Posterior a la cirugía, durante los intentos 

en la pasarela algunas ratas no abandonaban la plataforma de salida; en estos 

casos, para estimular la caminata fue suficiente levantar ligeramente la cola del 

animal; se evitaron estímulos más fuertes, como pellizcar la cola o empujarla, 

puesto que la rata se podría estresar y comprometer los resultados obtenidos. 
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Prueba del cilindro 

Cuando una rata es confinada en un espacio limitado su tendencia natural es 

explorarlo, desplegando una conducta de exploración vertical, la cual consiste en 

erguirse sobre sus patas traseras mientras que apoya sus patas delanteras sobre 

las paredes del cilindro, con las cuales realiza movimientos de desplazamiento 

lateral que requieren un cambio en el punto de apoyo de su peso, similar al 

desplazamiento de los pies durante la marcha en los humanos. En esta prueba 

se valora el porcentaje de asimetría según el número de veces que la rata apoya 

las extremidades anteriores (derecha, izquierda o ambas) en las paredes del 

cilindro durante la exploración vertical mediante la siguiente fórmula: 

 

% de asimetría = 
(Ipsi+(

Ambas

2
))

Apoyos totales
∗ 100 

 

En ratas normales el número de veces que apoyan las patas derecha e izquierda 

en las paredes del cilindro es similar (simetría), mientras que en las ratas 

hemiparkinsonianas se reduce el uso de la pata contralateral al lado lesionado 

con 6-OHDA, y aumenta el número de apoyos con la pata ipsilateral, es decir, se 

produce una asimetría en el uso de las patas anteriores.96  Para evaluar esta 

conducta se empleó un cilindro de acrílico transparente de 20 cm de diámetro y 

30 cm de altura. 

 

El procedimiento para a realizar la prueba fue el siguiente:  

1. La rata fue liberada dentro del cilindro y desde arriba se filmó su 

comportamiento durante al menos 10 minutos.  

2. Durante la prueba la rata exploró hacia arriba, apoyando las extremidades 

delanteras de manera individual, o de manera simultánea, debiendo ocurrir un 

mínimo de 20 contactos en la pared para que la prueba se considere válida.96 
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Para contabilizar el apoyo de las extremidades anteriores se consideraron los 

siguientes criterios (Fig.10): 

1. El conteo se inició cuando una pata hizo contacto con el cilindro. 

2. Si un movimiento fue ambiguo (no se pudo determinar con precisión la 

extremidad empleada) no consideró en el conteo (Fig. 10A). 

3. Después de que una pata hacía contacto, la colocación retardada (al menos 

0.5 segundos) de la otra extremidad se consideró un movimiento adicional y 

se contabilizó como un evento simultáneo para ambas extremidades. 

4. Si una pata hacia múltiples contactos, separando y apoyando sin usar la otra 

extremidad, todos los movimientos de la pata apoyada se consideraron como 

contactos independientes, hasta que apoyó simultáneamente la otra 

extremidad, lo que se contabilizó como una medición para ambas patas o que 

la exploración se detuvo. 

5. Si una extremidad permanecía apoyada en la pared mientras que con la otra 

hacía múltiples contactos, se consideró como una única medición para ambas 

extremidades. 

6. Si durante la exploración de la pared del cilindro la rata se desplazaba 

lateralmente, alternando las dos extremidades, se consideraron como eventos 

simultáneos para ambas patas. 

7. Si al concluir la exploración la rata descendía alternando las extremidades 

delanteras para recargar su peso en las paredes del cilindro, cada 

combinación de las patas delanteras, se consideró como eventos simultáneos 

para ambas patas. 

8. Si la rata descendió y reanudó inmediatamente la exploración de la pared del 

cilindro se contabilizó como un nuevo evento, de acuerdo a los criterios 

anteriores. 

9. Si ambas extremidades estaban en contacto con la pared y retiró una de ellas 

durante más de 0.5 segundos, se consideró como otro evento y se contabilizó 

un apoyo para la extremidad que permanecía en contacto. 
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Figura 10. Ejemplos de la actividad exploratoria en la prueba del cilindro. (A) 

Contacto ambiguo, en el que no se puede asegurar si la extremidad izquierda está 

haciendo o no contacto con las paredes del cilindro (estos contactos fueron 

descartados); (B) Contacto de la extremidad contralateral (pata izquierda marcada con 

una cruz azul), (C) contacto de ambas extremidades, (D) contacto de la extremidad 

ipsilateral (pata derecha marcada con una cruz roja). 

  

(A) 

(C) 

(D) 

(B) 
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Giro inducido por apomorfina 

Esta prueba, a diferencia de las otras, no se basa en una conducta espontánea, 

sino que es inducida farmacológicamente. Los animales con lesión unilateral de 

la vía nigroestriatal muestran una conducta de rotación en dirección contraria 

(contralateral) al lado de la lesión cuando reciben agonistas de los receptores 

dopaminérgicos, como la apomorfina. Esta rotación contralateral se atribuye a un 

incremento del número de receptores dopaminérgicos en el estriado ipsilateral a 

la lesión como consecuencia de la pérdida de inervación dopaminérgica, 

fenómeno conocido como supersensibilidad por denervación.97 Para facilitar la 

conducta, las ratas fueron colocadas dentro de una hemiesfera de 40 cm de 

diámetro (Fig. 11) y su comportamiento se filmó durante los 5 minutos previos y 

los 60 minutos posteriores a la inyección subcutánea de apomorfina (0.25 mg/kg) 

en la base del cuello. 

 

 

Figura 11. Giro contralateral inducido por apomorfina en una rata con 

denervación dopaminérgica en el estriado derecho. 
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El procedimiento para a realizar la prueba fue el siguiente:  

 

1. Se realizaron dos grabaciones, la primera de 5 minutos tuvo como objetivo 

ver si la rata realizaba giros espontáneos, antes de inyectar la apomorfina, 

los cuales no se contabilizaron en el total. 

2. Concluida la primera grabación se administró apomorfina (0.25 mg/kg, 

s.c.) e inmediatamente se grabaron otros 60 minutos. 

 

Los giros se contabilizaron de la siguiente manera: 

1) Al liberar a la rata en la hemiesfera se ubicó la orientación de su hocico como 

punto inicial de referencia. 

2) Se consideró una vuelta completa cuando a partir del punto de referencia la 

rata efectuó un giro de 360°, sin cambiar de dirección. 

3) Si la rata se detuvo durante el giro y tomó una dirección contraria, el punto en 

el que detuvo su hocico se consideró como la nueva referencia para 

contabilizar un giro completo, siempre y cuando la rata haya girado al menos 

90° en dirección contraria hacia la que estaba girando previamente. 

4) Se consideraron giros contralaterales aquellos realizados en dirección 

opuesta al hemisferio cerebral donde se inyectó la 6-OHDA o el vehículo (en 

este estudio siempre se inyectó en el hemisferio derecho) y giros ipsilaterales 

los realizados hacia el hemisferio cerebral donde se aplicó la inyección.98 
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Fijación del cerebro mediante perfusión por vía intracardiaca 

Concluidas las pruebas conductuales, el día +22 se administró a las ratas una 

sobredosis de barbital sódico (580 mg/kg i.p.) y una vez que estuvieron 

completamente anestesiadas se procedió a realizar la perfusión intracardiaca con 

250 mL de PBS 0.1 M (pH 7.4) a 4 °C, seguido inmediatamente por 200 mL de 

una solución de paraformaldehído al 4%, en PBS a 4 °C. Al finalizar la perfusión 

se extrajo el cerebro, el cual se mantuvo en esta misma solución a temperatura 

ambiente durante 24 horas más. Posteriormente se sumergió el cerebro en una 

solución de sacarosa al 15 % en PBS durante al menos 12 horas.99 Cuando por 

algún motivo no se hicieron de inmediato los cortes histológicos, los cerebros se 

mantuvieron a 4 °C en la solución de sacarosa, a la cual se le añadió azida de 

sodio al 0.2% para prevenir el crecimiento microbiano. 

 

Obtención de cortes de estriado y sustancia nigra 

Transcurridas las 12 horas, cuando el cerebro ya había embebido la solución de 

sacarosa, se procedió a realizar cortes coronales de 70 µm de grosor, empleando 

un Vibratomo 1000 plus® (Peleo Instruments, USA). Para ello primero se separó 

la porción anterior del cerebro haciendo un corte coronal a 8 mm por delante del 

cerebelo. El bloque anterior del cerebro (con el estriado) se fijó a la platina del 

vibratomo con pegamento de cianoacrilato, con la corteza cerebral orientada 

hacia la navaja. Para poder diferenciar entre los hemisferios derecho e izquierdo, 

con una aguja de grueso calibre se realizó una muesca en la corteza cerebral del 

hemisferio izquierdo (Fig. 12). 

 

Para que el tejido se endureciera más la platina se llenó con solución PB 0.1 M a 

4 °C, el cual se reemplazaba periódicamente con nueva solución fría. Antes de 

empezar a colectar las rebanadas, primero se removieron 3.5 mm del polo 

cerebral anterior, empezando desde el bulbo olfatorio hasta que fue visible el polo 

frontal del estriado. Se recolectaron 24 cortes de 70 µm del estriado, 
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colocándolos por pares y en forma seriada en pocillos de recolección conteniendo 

1 mL de PB con azida de sodio (0.2%) a temperatura ambiente. El mismo 

procedimiento se realizó con el bloque posterior del cerebro, excepto que los 

cortes se hicieron en sentido caudal-rostral, removiendo primero el cerebelo y el 

tallo cerebral para dejar únicamente el mesencéfalo donde se localiza la 

sustancia nigra (Fig. 13); el hemisferio izquierdo de este bloque se marcó 

haciendo una muesca lateral al acueducto de Silvio. 

 

 

Figura 12. Obtención de cortes para la IHQ. El bloque del tejido cerebral se 

adhería a la platina del vibratomo y se marcaba el hemisferio no lesionado con 

una muesca en la corteza. 

 
La caja de los pocillos fue etiquetada con el código de la rata, las fechas de la 

perfusión y en que se realizaron los cortes, la cual se mantuvo en refrigeración a 

4 °C hasta el momento en que se realizó la inmunohistoquímica (IHQ). 
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Figura 13. Regiones del cerebro de la rata. Ubicación del estriado y el mesencéfalo 

donde se localiza la SNpc, regiones que fueron cortadas y procesados para la IHQ 

anti-TH y anti-Iba1.  

 

Inmunohistoquímica. 

Se realizó la inmunohistoquímica para detectar a las neuronas que expresan la 

tirosina hidroxilasa (TH+) o la microglía, que cuando está activada aumenta su 

expresión de la molécula adaptadora de unión al calcio ionizado 1 (lba1+; la 

metodología se describe a continuación: 

 

1. Se inspeccionaban microscópicamente las rebanadas de estriado para 

seleccionar un par de cortes adyacentes, en los cuales fuera visible la 

trayectoria de la lesión mecánica de la inyección. Para la sustancia nigra 

se seleccionaron pares de cortes seriados de sus regiones rostral, medial 

o caudal, de acuerdo al atlas del cerebro de la rata de Paxinos y Watson.91 

2. De cada par de cortes del estriado o de la sustancia nigra, uno fue 

asignado para realizar la IHQ de TH para medir el área de inervación 

dopaminérgica en el estriado o contabilizar a las neuronas dopaminérgicas 

en la SNpc y el otro corte, adyacente al anterior, para el inmunomarcaje 

de Iba1 para cuantificar la microglía. 

3. Los cortes fueron distribuidos en los pocillos de placas de recolección con 

1 mL de PBS 0.1 M (pH 7.4), colocando el corte de estriado y la nigra 
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medial en un pozo y las nigras rostral y caudal en otro. Se usaron pocillos 

diferentes para los inmunomarcajes de TH e Iba1 

4. Se realizaron tres lavados de 10 minutos c/u con 1 mL de PB 0.1 M a 

temperatura ambiente. Entre cada uno de los siguientes pasos intermedios 

del procedimiento también se realizaron estos lavados, para eliminar el 

excedente de peróxido de hidrogeno (H2O2), solución de bloqueo o de 

anticuerpo no unido. 

5. Posteriormente, para inhibir la actividad de peroxidasa endógena, se 

incubaron durante 60 minutos en 0.3 mL de solución BLOXALL (Vector 

Labs. Cat. No: SP-6000).  

6. Las rebanadas fueron incubadas en 0.3 mL de solución de bloqueo (suero 

de caballo al 10 % + Tritón X-100 al 0.5% + azida de sodio 0.1 %, en PB 

pH 7.4), durante 2 horas en agitación continua, a temperatura ambiente. 

7. Posteriormente las rebanadas se incubaron en 0.3 mL de solución de 

bloqueo con el anticuerpo primario anti-TH [rabbit policlonal IgG, Cat. # sc-

14007, Santa Cruz, USA], a una dilución 1:3000, durante 48 horas en 

agitación continua, a 4 °C. 

8. Los siguientes pasos se realizaron con reactivos del Universal Quick kit de 

Vector (Cat. PK-7800). 

9. Incubación durante 10 minutos con el suero de bloqueo prediluido (0.3 mL 

por poza), en agitación a temperatura ambiente.  

10. Incubación durante 2 h con el Ab secundario universal biotinilado (0.3 mL 

por poza), en agitación a temperatura ambiente.  

11. Incubación durante 30 minutos con la solución de estreptavidina 

conjugada con peroxidasa de rábano (HRP, 0.3 mL por poza), en agitación 

a temperatura ambiente. 

12. Para el revelado se añadió a cada pocillo 0.5 mL de la solución DAB con 

H2O2, procurando que cubriese por completo las rebanadas, dejando 

incubar en agitación continua a temperatura ambiente durante el tiempo 
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necesario para obtener una buena marca (aproximadamente 8 minutos de 

tiempo de revelado); cuando ocurrió lo anterior la reacción se detuvo 

retirando la solución de DAB y añadiendo PB frío. 

13. Posterior al revelado se realizaron tres lavados con PB 0.1 M por 5 minutos 

cada uno. 

 
El protocolo de inmunomarcaje para Iba1 fue el mismo anteriormente descrito 

(Fig. 14), excepto que el anticuerpo primario usado fue anti-lba1 [rabbit policlonal 

IgG, Cat. # 019-19471, Wako, Japón] a una dilución de 1:5000 y el tiempo de 

revelado fue máximo de 10 minutos. 

 

Al finalizar la IHQ las rebanadas fueron colocadas en laminillas gelatinizadas, 

dejándolas secar al menos 24 horas para obtener una máxima adherencia. 

Posteriormente fueron cubiertas con medio de montaje Permount™, se les colocó 

un cubreobjetos y se les dejó secar al menos 48 horas antes de retirar el 

excedente del medio de montaje y limpiarlas para su posterior fotografía. 

 

Figura 14. Fundamento de la técnica ABC para la IHQ. El anticuerpo primario 

reconoce a la proteína de interés, en este caso TH o Iba1, el anticuerpo secundario está 

conjugado con biotina y se une al primario. La estraptavidina está conjugada con 

peroxidasa de rábano. La estreptavidina tiene una gran afinidad por la biotina, y al unirse 

sirve como puente entre el anticuerpo secundario y la enzima encargada de formar el 

cromóforo. 
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Plan de procesamiento, análisis de datos y presentación de resultados 

Los videos de las pruebas conductuales fueron analizados en cámara lenta, 

usando el programa Windows Movie Maker 12; los datos del análisis de conducta 

de cada rata fueron registrados en hojas de cálculo del programa Microsoft Excel 

2010. 

 

Para el análisis de la IHQ de TH e Iba1 de los cerebros, los cortes inmunoteñidos 

se fotografiaron con una cámara digital de 16 megapíxeles, en un microscopio 

Olimpus SZ-PT o uno Motic B3 Professional Series. Para garantizar la 

uniformidad en los tonos de color de las imágenes fotográficas de los cortes de 

una misma región del cerebro (estriado o nigra) y procesadas con idéntica IHQ 

(TH o Iba1), las fotografías de los cortes procedentes de distintas ratas fueron 

tomadas en una sola sesión, utilizando los mismos valores para el brillo, foco y 

aumento del microscopio utilizado. Para capturar las imágenes del estriado se 

empleó un aumento de 1.8X en el microscopio Olympus SZ-PT, manteniendo 

siempre en 10 la potencia de la iluminación, 

 

Análisis de la inmunorreactividad a TH en las rebanadas cerebrales 

El software FIJI 1.52P se usó para analizar las fotografías, las cuales fueron 

primero transformadas a imágenes de 8 bits, en tonos de color gris. Con la 

finalidad de evitar sesgos en la medición del área TH+ en el estriado, en todos los 

cortes de esta región se seleccionó un área fija, delimitada por una línea recta 

horizontal trazada desde el vértice inferior del ventrículo cerebral correspondiente 

a cada hemisferio hasta el cuerpo calloso y luego una línea curva bordeando el 

cuerpo calloso y el ventrículo cerebral (Fig. 15A); el área del estriado así 

seleccionada en cada hemisferio (derecho e izquierdo) fue guardada en el 

programa FUI como una región de interés (RDI). Posteriormente, en la RDI se 

seleccionó el umbral de inmunodetección (imagen binaria en blanco y negro) 

verificando visualmente que hubiese buena concordancia de los pixeles oscuros 
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en la zona del estriado delimitada en el hemisferio izquierdo (sano) con la imagen 

original a color; el valor de este umbral también fue registrado. Para cada rata se 

calcularon las áreas TH+ en ambos estriados utilizando el número de pixeles en 

la RDI que estaban por arriba del umbral seleccionado; para ello, el valor del 

estriado izquierdo (sano) se consideró como el 100% y el valor del estriado 

derecho (que recibió la inyección) se expresó como un porcentaje del lado sano. 

Finalmente, sacando la diferencia entre ambos porcentajes se obtuvo el 

porcentaje de pérdida de inervación dopaminérgica en el estriado derecho (Fig. 

15B).93 

 

 

Figura 15. Análisis de la inmunohistoquímica para TH en el estriado. A) Selección 

del área inmunorreactiva a TH en el estriado. B) Imágenes binarias de las fotografías en 

las que las zonas oscuras representan los pixeles arriba del umbral de inmunodetección. 

La línea roja en el hemisferio izquierdo delimita los pixeles oscuros del estriado sano 

correspondientes a la zona TH+, que sirvió como referencia (100%) para calcular el 

porcentaje de pixeles coloreados remanentes en el estriado derecho, delimitado por la 

línea roja. Calculando la diferencia de esos valores se obtuvo el porcentaje de pérdida 

dopaminérgica en el estriado derecho que recibió la inyección de 6-OHDA o salina. 
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Para el análisis de TH en la sustancia nigra, ésta se fotografió con un aumento 

de 10X y posteriormente, mediante el software ImageJ, se realizó el conteo 

manual de los somas inmunorreactivos a TH+ en las regiones rostral, medial y 

caudal de la SNpc de ambos hemisferios (Fig. 16A) mediante los siguientes 

criterios: 

1. Se consideraron exclusivamente los somas localizados la SNpc, 

excluyendo los del área tegmental ventral y de la sustancia nigra reticulata, 

mediante referencias anatómicas señaladas en el atlas del Paxinos y 

Watson (1986).  

2. Cuando se observaron varios somas agrupados, si los bordes de cada 

célula eran identificables se contabilizaron por separado, pero si sus 

límites no se podían apreciar, se contabilizaron como si fuera una sola 

neurona.  

3. Fragmentos celulares o somas claramente de menor tamaño que el resto 

no fueron considerados para el cómputo final. 

 

El número de somas del lado izquierdo (sano) se consideró como el 100% y a 

partir de éste se calculó el porcentaje remanente en el lado derecho y, mediante 

una diferencia, se obtuvo el porcentaje de pérdida de neuronas TH+ en las 

diferentes regiones de la SNpc de cada rata (Fig. 16B). 
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Figura 16. Análisis de la inmunohistoquímica para TH en la sustancia nigra. A) 

Diagramas de cortes mesencefálicos mostrando en color café los límites de la SNpc, en 

sus regiones rostral, medial y caudal donde se realizó el conteo de los somas 

dopaminérgicos (TH+). B) Fotografías representativas de cortes a nivel de la sustancia 

nigra medial y procesados por IHQ de TH. Las zonas de color café representan los 

cúmulos de somas TH+ que fueron contabilizados para calcular el porcentaje de 

neuronas dopaminérgicas que se perdió en la sustancia nigra derecha, que inerva al 

estriado donde se realizó la inyección de 6-OHDA o solución salina. C) Ampliación de 

una foto mostrando un ejemplo de la forma de conteo (no todos los somas están 

numerados) 
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Análisis de la inmunorreactividad a Iba1 en las rebanadas cerebrales 

Para el análisis de la inmunorreactividad a Iba1 en el estriado se seleccionaron 3 

zonas circulares de 500 µm de diámetro. Éstas se ubicaron a una distancia de 

500 µm del sitio más profundo de la lesión mecánica ocasionada por la aguja, 

una en dirección medial (hacia la línea media), otra en dirección ventral (hacia la 

base del cerebro) y otra en dirección lateral (hacia el cuerpo calloso); estas tres 

zonas se fotografiaron con un aumento de 40X con el microscopio Motic B3 

Professional Series. En el hemisferio izquierdo se seleccionaron tres zonas en 

posiciones equivalentes, calculando las distancias usando una escala 

micrométrica y la escala integrada en el vernier de la platina del microscopio y 

tomando como referencia el cuerpo calloso (Fig. 17). 
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Figura 17. Análisis de la inmunohistoquímica para Iba1 en el estriado. A) Fotografía 

de un corte cerebral a nivel del estriado e inmunoteñido para Iba1 en donde se señalan 

los sitios de referencia para seleccionar las áreas del estriado para contabilizar la 

microglía Iba1+. La cabeza de flecha roja señala el sitio más profundo de la lesión 

mecánica causada por la aguja de inyección, CC = cuerpo calloso. B) Ampliacion de la 

region del estriado derecho con l alesion mecánica de la aguja, mostrando las zonas 

medial (M), ventral (V) y lateral (L) seleccionadas. C) Fotos de las tres zonas 

seleccionadas del hemisferio derecho, tomadas con un aumento de 40X. 
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El conteo de células Iba1+ se realizó teniendo en consideración los siguientes 

criterios:  

1. Las células consideradas en el conteo tenían una morfología similar a 

alguna de las que se muestran en la Fig. 18: 

 

 

 

 

 

Figura 18. Clasificación morfológica de los estados de activación de la 
microglía38 

 

2. Se contaron únicamente los somas completos de la microglía; los 

fragmentos de células, las proyecciones dendríticas aisladas o el 

agrupamiento de éstas no se contabilizaron. 

3. Los cuerpos celulares contabilizados debían tener un tamaño similar entre 

sí (aprox. 5 µm). 

4. Las células que se encontraban en los bordes del campo fotografiado se 

contabilizaron solo cuando más de la mitad del soma fue visible e 

identificable. 

5. Células completamente fuera de foco (profundas), cuyas proyecciones o 

bordes no podían diferenciarse, fueron excluidas. 

6. En un agrupamiento de células si la separación entre estas no estaba bien 

definida, se contabilizó al menos una célula.  

 

Para cada rata, el número de somas contabilizados en alguna de las áreas (M, V 

o L) del lado izquierdo (sano) se consideró como el 100% y a partir de este valor, 

se calculó el porcentaje de incremento de células lba1+ en las zonas 

correspondientes del estriado derecho.  

El conteo de células inmunorreactivas a Iba1 en las regiones rostral, medial y 

caudal de la SNpc de ambos hemisferios se realizó en áreas circulares de 500 

µm de diámetro, fotografiadas con un aumento de 40X. 
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Debido a la irregularidad de la SNpc y a que el inmunomarcaje de Iba1 no 

proporciona referencias claras para seleccionar las zonas correspondientes 

donde se encuentran los somas TH+ (entre ratas), en las rebanadas pares 

inmunomarcadas para TH se ubicó la zona de mayor pérdida de somas 

dopaminérgicos; a partir de la cual se midió la distancia (en µm) hacia la línea 

media y luego, en un ángulo de 90°, la distancia hacia el acueducto de Silvio (Fig. 

19A); usando estas medidas como referencia, en las rebanadas procesadas para 

Iba1 se ubicó el área equivalente a la zona de mayor pérdida de somas TH+ en 

la SNpc del hemisferio derecho y su contraparte en el izquierdo (Fig. 19B). De 

manera similar al análisis en el estriado, el número de células Iba1+ en la SNpc 

del hemisferio izquierdo se consideró como el 100%, a partir del cual se calculó 

el porcentaje de incremento de la microglía en el lado derecho. 
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Figura 19. Selección de las áreas para el conteo de microglía lba1+ en la SNpc. A) 

En las rebanadas de la sustancia nigra procesadas para TH, se midió la distancia desde 

el centro del área de mayor pérdida de somas dopaminérgicos en el lado derecho hasta 

la línea media y de ahí hasta el acueducto de Silvio. B) Las distancias anteriores se 

usaron para ubicar las áreas correspondientes de la SNpc derecha e izquierda en las 

rebanadas pares procesadas para Iba1. Este procedimiento se realizó para cada rata en 

ambos grupos con lesión verdadera (6-OHDA). Para ubicar las zonas de conteo de 

células Iba1+ en la sustancia negra de los grupos con falsa lesión se utilizaron los 

promedios de las distancias calculadas en cada grupo de tratamiento (AG o Prob) de los 

animales que fueron lesionados con 6-OHDA. 
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Análisis estadístico 

Tanto para las pruebas de conducta como para el análisis de las 

inmunohistoquímicas se realizaron las pruebas de D'Agostino y Pearson para 

evaluar la Normalidad y la de Brown-Forsythe para verificar la homogeneidad de 

varianzas. Debido a la alta variabilidad en los valores absolutos de las variables 

medidas en la prueba de la pasarela estrecha, los datos de cada día se 

expresaron como porcentajes del promedio de los valores medidos en los 

ensayos prelesión. Para la prueba del cilindro, el porcentaje de asimetría para 

cada día se calculó como se describió en los métodos, en apego a lo reportado 

en la literatura. Para analizar los giros inducidos por apomorfina se usaron los 

valores absolutos. 

Para analizar los datos de las pruebas conductuales se utilizó ANOVA de dos 

vías y la prueba post hoc de Tukey; para analizar los cambios de las variables a 

lo largo del tiempo dentro de cada grupo de tratamiento se empleó ANOVA de 

una vía de medidas repetidas, seguida de la prueba post hoc de Dunnett y 

considerando el día -1 como referencia para la comparación. 

Los resultados de IHQ se expresaron en porcentajes relativos al hemisferio no 

lesionado, para TH se calculó la reducción del área inmunorreactiva en el estriado 

y la disminución de somas dopaminérgicos en las tres zonas de la SNpc; para 

Iba1 se calculó el porcentaje de aumento del número de células en las tres zonas 

del estriado y de la sustancia nigra. Para analizar los datos obtenidos de las 

inmunohistoquímicas se empleó ANOVA de dos vías con la prueba post hoc de 

Bonferroni. Para determinar la posible asociación entre los resultados de las IHQ 

de TH e Iba1 en el estriado, se realizó un análisis de correlación lineal de 

Pearson. Para todas las pruebas estadísticas, se consideró significativo un valor 

p < 0.05. Los resultados en las gráficas y tablas se expresan como la media ± 

EE. 
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RESULTADOS 

 

Inmunohistoquímica para tirosina hidroxilasa en el estriado. 

En la figura 20 se muestran fotografías de cortes cerebrales a nivel del estriado 

que fueron procesados para revelar la inmunorreactividad a la tirosina hidroxilasa 

(TH+), las cuales fueron obtenidos de ratas representativas de cada uno de los 

cuatro grupos experimentales. Las zonas TH+ aparecen de un color pardo más 

intenso y abarcan, de arriba hacia abajo, el estriado, el núcleo accumbens y las 

islas de Calleja, los cuales son ricos en plexos de axones procedentes de las 

neuronas dopaminérgicas localizadas en el mesencéfalo. 

 

Figura 20. Los probióticos L. rhamnosus LGG y B. lactis BB-12 reducen la pérdida 

de inmunorreactividad a TH en el estriado dorsolateral lesionado con 6-OHDA. IHQ 

a los 22 días de la inyección de 3.5 µL de solución salina (falsa lesión) o de 8.75 µg de 

6-OHDA en el mismo volumen (aumento 1.8X). Se puede observar que en los cortes de 

ratas con falsa lesión el área TH+ a nivel del estriado es prácticamente idéntica en los 

dos hemisferios, mientras que en los de las ratas lesionadas con 6-OHDA hay una zona 

de pérdida alrededor de la lesión mecánica donde se inyectó la neurotoxina 

dopaminérgica, cuya área es menor en el corte de la rata tratada con probióticos. 

Probióticos 

Falsa 

lesión 

6-OHDA 

Aceite de girasol 
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Como se describió en los Métodos, el área TH+ residual del hemisferio derecho 

(con lesión verdadera o falsa) se expresó como porcentaje del área TH+ del 

estriado izquierdo sano (considerado como el 100%) y después de sacar la 

diferencia entre ambos hemisferios, se obtuvo el porcentaje de pérdida en el lado 

derecho. En la figura 21 se muestran los promedios de los cuatro grupos 

experimentales. Se puede observar que en los animales tratados con probióticos 

se redujo significativamente la pérdida de TH en el cuerpo estriado lesionado con 

6-OHDA. El ANOVA de dos vías señaló diferencias significativas para el factor 

lesión: F(1,26) = 212.1, p < 0.0001; pero no para los factores tratamiento: F(1,26) 

= 1.463, p = 0.237 o la interacción de ambos factores: F(1,26) = 2.385, p = 0.135.  

Sin embargo, en los animales que recibieron 6-OHDA, la prueba post hoc de 

Bonferroni manifestó diferencias significativas entre los grupos tratados con 

probióticos y aceite de girasol (AG) (ver pie de la figura 21). Los grupos 

inyectados con solución salina tuvieron una pérdida de - 0.780 ± 1.86% para el 

grupo tratado con AG y de 0.720 ± 2.61% para el grupo de probióticos. Los grupos 

inyectados con 6-OHDA tuvieron una pérdida de 71.35 ± 4.73% para el grupo 

que recibió AG, mientras para el grupo tratado con probióticos fue de 59.02 ± 

3.74%. 
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Figura 21. Pérdida de área TH+ en el cuerpo estriado con verdadera o falsa lesión. 

Cada barra representa el promedio ± EE del número de animales indicado entre 

paréntesis. ANOVA de dos vías, post hoc Bonferroni (*p = 0.0493). En esta y las demás 

gráficas: Prob = probióticos, AG = aceite de girasol, Sal = solución salina. 

 

Inmunohistoquímica para tirosina hidroxilasa en la sustancia nigra. 

El tratamiento con probióticos no produjo un efecto significativo en la pérdida de 

somas TH+ en la región rostral de la SNpc del hemisferio cerebral derecho. 

El análisis en la SNpc se realizó por zonas (rostral, medial, caudal) y también de 

manera global. El número de somas TH+ del hemisferio derecho fueron 

expresados como porcentaje de los contabilizados en el hemisferio izquierdo 

sano (100%) y sacando la diferencia se calculó el porcentaje de pérdida en la 

SNpc derecha. El ANOVA de dos vías señaló diferencias significativas para el 

factor lesión: F(1,26) = 7.45, p = 0.011; pero no para los factores tratamiento: 

F(1,26) = 0.166, p = 0.687 o la interacción de ambos factores: F(1,26) = 0.016, p 

= 0.901. La prueba post hoc de Bonferroni no encontró diferencias entre los 
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grupos que recibieron la inyección con 6-OHDA (ver pie de la figura 22). La 

pérdida de somas para el grupo inyectado con 6-OHDA que recibió aceite de 

girasol fue de 34.93 ± 9.13% y para el grupo de probióticos fue de 25.52 ± 5.42%, 

los valores para los grupos inyectados con solución salina fueron -15.31 ± 30.62% 

y -20.26 ± 35.20% para el aceite de girasol y probióticos respectivamente (en esta 

y las demás zonas, los valores negativos indican mayor número de somas en la 

SNpc derecha). 
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Figura 22. Porcentaje de pérdida de somas TH+ en la región rostral de la sustancia 

nigra pars compacta del hemisferio lesionado. Cada barra representa el promedio ± 

EE del número de animales indicado entre paréntesis. 
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El tratamiento con probióticos no produjo un efecto significativo en la pérdida de 

somas TH+ en la región medial de la SNpc.  

El ANOVA de dos vías señaló diferencias significativas para el factor lesión: 

F(1,26) = 9.0, p = 0.006; pero no para los factores tratamiento: F(1,26) = 0.936, 

p = 0.342 o la interacción de ambos factores: F(1,26) = 0.074, p = 0.788. La 

prueba post hoc de Bonferroni no encontró diferencias entre los grupos que 

recibieron la inyección con 6-OHDA (ver pie de la figura 23). La pérdida de somas 

para el grupo inyectado con 6-OHDA que recibió AG fue de 37.99 ± 5.74% y para 

el grupo de probióticos fue 27.87 ± 5.18%, los valores para los grupos inyectados 

con solución salina fueron -1.63 ± 32.02% y -19.63 ± 23.11% para el AG y 

probióticos, respectivamente. 
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Figura 23. Porcentaje de pérdida de somas TH+ en la región medial de la sustancia 

nigra pars compacta del hemisferio lesionado.  Cada barra representa el promedio ± 

EE del número de animales indicado entre paréntesis. 
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El tratamiento con probióticos no produjo un efecto significativo en la pérdida de 

somas TH+ en la región caudal de la SNpc. Para el análisis de esta zona se 

excluyó a un animal del grupo inyectado con salina y tratado con AG, pues la 

inmunorreactividad en los somas del hemisferio de referencia (izquierdo) fue 

anormalmente baja afectando el cálculo de la denervación. El ANOVA de dos 

vías no señaló diferencias significativas para los factores lesión: F(1,25) = 3.87, 

p = 0.060; tratamiento: F(1,25) = 3.49, p = 0.074 o la interacción de ambos 

factores: F(1,25) = 0.02 p = 0.895. La prueba post hoc de Bonferroni no encontró 

diferencias entre los grupos que recibieron la inyección con 6-OHDA (ver pie de 

la figura 24). La pérdida de somas para el grupo inyectado con 6-OHDA que 

recibió AG fue de 47.38 ± 5.96% y para el grupo de probióticos fue 31.64 ± 8.86%, 

mientras que para los grupos inyectados con solución salina fueron 30.74 ± 

9.49% y 12.57 ± 8.14% para los grupos de AG y probióticos, respectivamente. 
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Figura 24. Porcentaje de pérdida de somas TH+ en la región caudal de la 

sustancia nigra pars compacta del hemisferio lesionado. Cada barra representa el 

promedio ± EE del número de animales indicado entre paréntesis. 
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En el análisis global se encontró que el tratamiento con probióticos no produjo un 

efecto significativo en la pérdida de somas TH+ en la SNpc del hemisferio 

lesionado. El ANOVA de dos vías señaló diferencias significativas para el factor 

lesión: F(1,26) = 10.09, p = 0.004; pero no para el tratamiento: F(1,26) = 0.375, p 

= 0.546 o la interacción de ambos factores: F(1,26) = 0.09 p = 0.772. La prueba 

post hoc de Bonferroni no encontró diferencias entre los grupos que recibieron la 

inyección con 6-OHDA (ver pie de la figura 25). La pérdida de somas para el 

grupo inyectado con 6-OHDA que recibió AG fue de 40.10 ± 4.33% y para el 

grupo de probióticos fue 28.36 ± 5.35%; los valores para los grupos inyectados 

con solución salina fueron -4.95 ± 29.29% y -9.10 ± 19.76% para los grupos de 

AG y probióticos, respectivamente. 
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Figura 25. Porcentaje global de pérdida de somas TH+ en la sustancia nigra pars 

compacta del hemisferio lesionado. Se presenta el promedio de los porcentajes de 

disminución de los somas TH+ en las regiones rostral, medial y caudal de la SNpc del 

hemisferio derecho. Cada barra representa el promedio ± EE del número de animales 

indicado entre paréntesis. 
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Inmunohistoquímica para Iba1 en el estriado. 

En la figura 26 se muestran fotografías de cortes cerebrales que fueron 

procesados para revelar la inmunorreactividad a la molécula adaptadora de unión 

a calcio ionizado (Iba1+), las cuales fueron obtenidos de ratas representativas de 

los cuatro grupos experimentales.  Esta proteína se encuentra en el citosol de la 

microglía; para poder realizar el conteo se seleccionaron tres zonas cercanas al 

sitio de inyección como se describió anteriormente. 

 

Figura 26. Los probióticos L. rhamnosus LGG y B. lactis BB-12 reducen la 

inmunorreactividad a Iba1 en el estriado dorsolateral lesionado con 6-OHDA. IHQ 

a los 22 días de la inyección de 3.5 µL de solución salina (Falsa lesión) o de 8.75 µg de 

6-OHDA en el mismo volumen (aumento 40X). Se puede observar que en los cortes de 

ratas con falsa lesión el número de células Iba1+ por campo es prácticamente idéntico 

en los dos hemisferios, mientras que en los de las ratas lesionadas con 6-OHDA hay un 

mayor número de células en los campos correspondientes al hemisferio derecho, siendo 

menor en el corte de la rata tratada con probióticos (los cambios en la coloración se 

deben al autofoco de la cámara móvil).  
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Los probióticos redujeron el aumento de la microglía Iba1+ en el estriado donde 

se inyectó la 6-OHDA.  

Se contabilizaron los somas de células Iba1+ en áreas equidistantes al sitio más 

profundo de la lesión mecánica como se describe en la metodología. Se calculó 

el incremento porcentual de la microglía Iba1+ respecto al hemisferio izquierdo 

(sano). En el estriado medial, el ANOVA de dos vías señaló diferencias 

significativas para el factor lesión: F(1,26) = 8.504, p = 0.0072 y para el factor 

tratamiento: F(1,26) = 8.656, p = 0.0068, pero no para la interacción de ambos 

factores: F(1,26) = 0.6185, p = 0.4387. La prueba post hoc de Bonferroni 

manifestó diferencias significativas entre los grupos que recibieron 6-OHDA (ver 

pie de la figura 27). El incremento para el grupo inyectado con 6-OHDA que 

recibió AG fue de 73.71 ± 6.61% y para el grupo de probióticos fue 42.64 ± 6.88%; 

los valores para los grupos inyectados con solución salina fueron 42.86 ± 12.73% 

y 24.90 ± 5.52% para los grupos de AG y probióticos, respectivamente. 

AG + Sal
(n=5)

Prob + Sal
(n=5)

AG + 6-OHDA
(n=10)

Prob + 6-OHDA
(n=10)

0

20

40

60

80

100

120

In
c

re
m

e
n

to
 d

e
 m

ic
ro

g
lí

a
 I

b
a

1
+

e
n

 e
l 
e

s
tr

ia
d

o
 m

e
d

ia
l 

(%
)

**

 

Figura 27. Incremento porcentual de microglía Iba1+ en la zona medial al sitio de 

inyección en el estriado. Cada barra representa el promedio ± EE del número de 

animales indicado entre paréntesis. ANOVA de dos vías, post hoc Bonferroni (**p = 

0.0067).  
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En el estriado ventral, el ANOVA de dos vías señaló diferencias significativas 

para el factor lesión: F(1,26) = 7.061, p = 0.0133 y para el factor tratamiento: 

F(1,26) = 7.741, p = 0.0099, pero no para la interacción de ambos factores: 

F(1,26) = 0.2532, p = 0.6190. La prueba post hoc de Bonferroni manifestó 

diferencias significativas entre los grupos que recibieron 6-OHDA (ver pie de la 

figura 28). El incremento para el grupo inyectado con 6-OHDA que recibió AG fue 

de 81.21 ± 11.42% y para el grupo de probióticos fue 47.10 ± 7.89%; los valores 

para los grupos inyectados con solución salina fueron 48.38 ± 7.06% y 24.70 ± 

4.41% para los grupos de AG y probióticos, respectivamente. 
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Figura 28. Incremento porcentual de microglía Iba1+ en la zona ventral al sitio de 

inyección en el estriado. Cada barra representa el promedio ± EE del número de 

animales indicado entre paréntesis. ANOVA de dos vías, post hoc Bonferroni (*p = 

0.0171).  
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En el estriado lateral, el ANOVA de dos vías señaló diferencias significativas para 

el factor lesión: F(1,26) = 21.34, p <  0.0001 y para la interacción de ambos 

factores: F(1,26) = 8.420, p = 0.0099, pero no para el factor tratamiento: F(1,26) 

= 3.489, p = 0.0731. La prueba post hoc de Bonferroni manifestó diferencias 

significativas entre los grupos que recibieron 6-OHDA (ver pie de la figura 29). El 

incremento para el grupo inyectado con 6-OHDA que recibió AG fue de 93.74 ± 

10.06% y para el grupo de probióticos fue 53.47 ± 5.08%; los valores para los 

grupos inyectados con solución salina fueron 30.24 ± 3.10% y 38.97 ± 6.06% 

para los grupos de AG y probióticos, respectivamente. 
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Figura 29. Incremento porcentual de microglía Iba1+ en la zona lateral al sitio de 

inyección en el estriado. Cada barra representa el promedio ± EE del número de 

animales indicado entre paréntesis. ANOVA de dos vías, post hoc Bonferroni (***p = 

0.0007).  
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Para el análisis global (promedio de todas las zonas), el ANOVA de dos vías 

señaló diferencias significativas para los factores lesión: F(1,26) = 25.70, p <  

0.0001 y tratamiento: F(1,26) = 17.98, p = 0.0002; pero no para la interacción de 

ambos factores: F(1,26) = 3.581, p = 0.0696. La prueba post hoc de Bonferroni 

manifestó diferencias significativas entre los grupos que recibieron 6-OHDA (ver 

pie de la figura 30). El incremento para el grupo inyectado con 6-OHDA que 

recibió AG fue de 82.88 ± 4.95% y para el grupo de probióticos fue 47.73 ± 4.96%; 

los valores para los grupos inyectados con solución salina fueron 42.98 ± 7.13% 

y 29.52 ± 3.60% para los grupos de AG y probióticos, respectivamente. 
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Figura 30. Incremento porcentual global de microglía Iba1+ en el cuerpo estriado 

derecho (lesionado). Se presenta el promedio de incremento de la microglía en las 3 

zonas seleccionadas del estriado. Cada barra representa el promedio ± EE del número 

de animales indicado entre paréntesis. ANOVA de dos vías, post hoc Bonferroni (****p < 

0.0001). 
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Inmunohistoquímica para Iba1 en la sustancia nigra. 

El tratamiento con probióticos no produjo un efecto significativo en el numero de 

la microglía Iba1+ en la SNpc.   

Se contabilizaron los somas de células Iba1+ en las áreas de mayor pérdida de 

somas dopaminérgicos (TH+), identificadas en las rebanadas adyacentes, como 

se describió en la metodología. Se calculó el cambio porcentual de la microglía 

Iba1+ respecto al hemisferio izquierdo (sano). El análisis se realizó por zonas 

(rostral, medial, caudal) y también de manera global. En la SNpc rostral, el 

ANOVA de dos vías no señaló diferencias significativas para los factores lesión: 

F(1,26) = 0.320, p = 0.5763, tratamiento: F(1,26) = 0.875, p = 0.3582 o la 

interacción de ambos factores: F(1,26) = 1.225, p = 0.2784. La prueba post hoc 

de Bonferroni no encontró diferencias entre los grupos que recibieron la inyección 

con 6-OHDA (ver pie de la figura 31). El incremento para el grupo inyectado con 

6-OHDA que recibió AG fue de 14.49 ± 9.71% y para el grupo de probióticos fue 

12.56 ± 10.18%; los valores para los grupos inyectados con solución salina fueron 

8.39 ± 3.80% y 31.42 ± 14.01% para los grupos de AG y probióticos, 

respectivamente. 
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Figura 31. Incremento porcentual de microglía Iba1+ en la SNpc rostral del 

hemisferio lesionado. Cada barra representa el promedio ± EE del número de 

animales indicado entre paréntesis. 
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En la SNpc medial, el ANOVA de dos vías no señaló diferencias significativas 

para los factores lesión: F(1,26) = 3.861, p = 0.0602, tratamiento: F(1,26) = 1.452, 

p = 0.2391 o la interacción de ambos factores: F(1,26) = 0.2116, p = 0.6494. La 

prueba post hoc de Bonferroni no encontró diferencias entre los grupos que 

recibieron la inyección con 6-OHDA (ver pie de la figura 32). El incremento para 

el grupo inyectado con 6-OHDA que recibió AG fue de 16.81 ± 8.48% y para el 

grupo de probióticos fue 39.85 ± 15.77%; los valores para los grupos inyectados 

con solución salina fueron -4.02 ± 10.77% y 6.29 ± 10.07% para los grupos de 

AG y probióticos, respectivamente. 
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Figura 32. Incremento porcentual de microglía Iba1+ en la SNpc medial del 

hemisferio lesionado. Cada barra representa el promedio ± EE del número de 

animales indicado entre paréntesis.  
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En la SNpc caudal, el ANOVA de dos vías no señaló diferencias significativas 

para los factores lesión: F(1,26) = 0.0001, p = 0.9914, tratamiento: F(1,26) = 

0.237, p = 0.6303 o la interacción de ambos factores: F(1,26) = 0.0359, p = 

0.8511. La prueba post hoc de Bonferroni no encontró diferencias entre los 

grupos que recibieron la inyección con 6-OHDA (ver pie de la figura 33). El 

incremento para el grupo inyectado con 6-OHDA que recibió AG fue de 8.88 ± 

6.54% y para el grupo de probióticos fue 11.63 ± 7.87%; los valores para los 

grupos inyectados con solución salina fueron 7.028 ± 14.30% y 13.28 ± 7.96% 

para los grupos de AG y probióticos, respectivamente. 
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Figura 33. Incremento porcentual de microglía Iba1+ en la SNpc caudal del 

hemisferio lesionado. Cada barra representa el promedio ± EE del número de 

animales indicado entre paréntesis.  
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Para el análisis global (promedio de todas las zonas), el ANOVA de dos vías no 

señaló diferencias significativas para los factores lesión: F(1,26) = 0.699, p = 

0.4107, tratamiento: F(1,26) = 1.626, p = 0.2135 o la interacción de ambos 

factores: F(1,26) = 0.0940, p = 0.7616. La prueba post hoc de Bonferroni no 

encontró diferencias entre los grupos que recibieron la inyección con 6-OHDA 

(ver pie de la figura 34). El incremento para el grupo inyectado con 6-OHDA que 

recibió AG fue de 13.39 ± 7.18% y para el grupo de probióticos fue 21.34 ± 8.04%; 

los valores para los grupos inyectados con solución salina fueron 4.01 ± 6.64% y 

17.00 ± 4.17% para los grupos de AG y probióticos, respectivamente. 
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Figura 34. Incremento porcentual de microglía Iba1+ en la SNpc global del 

hemisferio lesionado. Cada barra representa el promedio ± EE del número de 

animales indicado entre paréntesis.  
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Correlación entre la activación de la microglía y la denervación 

dopaminérgica  

El aumento de células Iba1+ no se correlaciona con la pérdida de área TH+ en el 

estriado en ningún grupo de tratamiento. (ver pie de figura 35).   
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Figura 35. Correlación entre la denervación dopaminérgica (pérdida de 

inmunorreactividad a TH+) y la activación microglial (incremento de la microglía 

Iba1+) en el estriado lesionado. Cada punto representa la intersección de los valores 

de una rata inyectada con 6-OHDA y tratada con aceite de girasol (A) o probiótico (B); 

o inyectada con solucion salina y tratada con aceite de girasol (C) o probiótico (D). El 

número de animales se encuentra entre paréntesis. Correlación de Pearson (A) r = 

0.561; p = 0.058; (B) r = 0.333; p = 0.193; (C) r = 0.3776; p = 0.2655; (D) r = -0.0129; p 

= 0.4918.  
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Pruebas conductuales 

 

Pasarela estrecha elevada 

El tratamiento con probióticos inhibe la bradicinesia causada por la lesión con 6-

OHDA, preservando el tiempo de recorrido en la pasarela estrecha elevada. 

Los resultados se presentan en porcentaje, para lo cual se consideró el promedio 

de los días -14 y -1 como el 100% y los tiempos de todos los días se expresaron 

en función de este valor. El ANOVA de dos vías señaló diferencias significativas 

para los factores tratamiento: F(3, 130) = 6.052, p = 0.0007 y día: F(4,130) = 

5.103, p = 0.0008; pero no para la interacción de ambos factores: F(12,130) = 

1.162, p = 0.3173. La prueba post hoc de Tukey manifestó diferencias en el 

tiempo de recorrido entre los grupos AG+ 6-OHDA y Prob + 6-OHDA los días 7 y 

14 (p < 0.05). El día 21 hubo diferencias entre los grupos AG + 6-OHDA vs. Prob 

+ 6-OHDA y los grupos AG + 6-OHDA vs. AG + Salina (p < 0.05) (Fig. 36). El 

valor porcentual del tiempo de recorrido previo a la lesión para el grupo AG + 6-

OHDA fue de 100 ± 4.6%, el cual incrementó a 188.6 ± 22.4%, 198.5 ± 40.1% y 

205.4 ± 38.0% los días 7, 14 y 21, respectivamente. Para el grupo Prob + 6-OHDA 

el valor previo a la lesión fue de 100 ± 3.2%, aumentando a 112.2 ± 10.6%, 121.4 

± 16.4% y 123.1 ± 14.5% los días 7, 14 y 21, respectivamente. 
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Figura 36. Tiempos de recorrido de la pasarela estrecha elevada expresados en 

porcentaje. Se presenta el promedio ± EE del número de animales indicado entre 

paréntesis. Los asteriscos denotan diferencias significativas (*p < 0.05) de acuerdo a la 

prueba post hoc de Tukey.  
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En cada grupo, se realizó un ANOVA de medidas repetidas de una vía para 

comparar los cambios porcentuales en el tiempo de recorrido durante el 

desarrollo de la lesión dopaminérgica con respecto al día -1, previo a la cirugía 

de lesión o falsa lesión. El análisis del grupo AG + 6-OHDA señaló diferencias 

significativas: F(4,36) = 5.190, p = 0.002. La prueba post hoc de Dunnett indicó 

diferencias en los días 14 (p < 0.05) y 21 (p < 0.05), en comparación con el día -

1 (Fig. 37A). No se encontraron diferencias en el tiempo de recorrido para los 

demás grupos (Fig. 37B, C y D).  

 

Figura 37. Curso temporal de los porcentajes de los tiempos de recorrido en la 

prueba de la pasarela estrecha elevada. Se presenta el promedio ± EE del número 

de animales indicado entre paréntesis para los grupos AG + 6-OHDA (A), Prob + 6-

OHDA (B), AG + Sal (C) y Prob + Sal (D). Los asteriscos denotan diferencias 

significativas (*p < 0.05) con respecto al día -1 (señalado con a) considerado como el 

grupo de referencia para la prueba post hoc de Dunnett.  
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El tratamiento con probióticos atenúa la incoordinación motora causada por la 

lesión con 6-OHDA, disminuyendo el número de fallos en el recorrido en la 

pasarela estrecha elevada. Considerando que entre los animales de un mismo 

grupo hubo una gran variabilidad en el número de fallos en la pasarela en los 

ensayos previos a la lesión, los resultados de todos los días fueron expresados 

en porcentaje, considerando el promedio de los días -14 y -1 como el 100%. El 

ANOVA de dos vías señaló diferencias significativas para los factores 

tratamiento: F(3,130) = 8.015, p < 0.0001 y día: F(4,130) = 4.135, p = 0.0035, no 

así para la interacción de ambos factores: F(12,130) = 1.640, p = 0.0882. La 

prueba post hoc de Tukey manifestó diferencias entre los grupos AG + 6-OHDA 

y Prob + Salina el día 7 (p < 0.05); entre el grupo AG + 6-OHDA y todos los demás 

grupos el día 14 (p < 0.05), así como entre el grupo AG + 6-OHDA y ambos 

grupos a los que se administró solución salina (p < 0.05) en el día 21 (Fig. 38). El 

valor porcentual de los fallos cometidos en el recorrido de la pasarela elevada 

antes de la lesión para el grupo AG + 6-OHDA fue de 100 ± 6.4% aumentando a 

290.6 ± 52.5%, 320.7 ± 88.7% y 297.6 ± 74.5% los días 7, 14 y 21, 

respectivamente. El porcentaje de fallos prelesión del grupo Prob + 6-OHDA fue 

de 100 ± 11.4%, que aumentó a 240.4 ± 40.6%, 151.9 ± 21.7% y 173.5 ± 20.8% 

los días 7, 14 y 21, respectivamente. 
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Figura 38. Fallos en el recorrido de la pasarela estrecha elevada expresados en 

porcentaje. Se presenta el promedio ± EE del número de animales indicado entre 

paréntesis. Los asteriscos denotan diferencias significativas (*p < 0.05) de acuerdo a la 

prueba post hoc de Tukey. 

 

En cada grupo, se realizó un ANOVA de medidas repetidas de una vía para 

comparar los cambios porcentuales en los fallos durante el desarrollo de la lesión 

dopaminérgica con respecto al día -1, previo a la cirugía de lesión o falsa lesión. 

El analisis resultó significativo para los grupos AG + 6-OHDA: F(4,36) = 6.604, p 

= 0.0004, Prob + 6-OHDA: F(4,36) = 6.798, p = 0.0003 y Prob + Sal: F(4,16) = 

3.310, p = 0.0372. Considerando el día -1 como referente, la prueba post hoc de 

Dunnett, reveló diferencias significativas en el grupo AG + 6-OHDA (Fig. 39A) en 

los días 7 (p < 0.05), 14 (p < 0.01) y 21 (p < 0.01); en el grupo Prob + 6-OHDA 

(Fig. 39B) sólo en el día 7 (p < 0.001) y en el grupo Prob + Sal (Fig. 39D) en el 

día -14 (p < 0.05). 
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Figura 39. Curso temporal de los fallos en el recorrrido expresados en porcentaje 

en la pasarela elevada. Se presenta el promedio ± EE del número de animales 

indicado entre paréntesis para los grupos AG + 6-OHDA (A), Prob + 6-OHDA (B), AG + 

Sal (C) y Prob + Sal (D). Los asteriscos denotan diferencias significativas (*p < 0.05, 

**p < 0.01, ***p < 0.001), en comparación con el día -1 (señalado con la letra a), de 

acuerdo a la prueba post hoc de Dunnett.   
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Cilindro 

El tratamiento con probióticos no tuvo efecto en el desarrollo de la asimetría en 

el uso de las patas delanteras, en los animales con hemiparkinsonismo inducido 

con 6- OHDA en el estriado derecho. Para calcular el porcentaje de la asimetría 

motora se consideró el número de contactos de las extremidades anteriores y se 

empleó la siguiente fórmula: [(Apoyos de las extremidades ipsilaterales + (Apoyo 

de ambas extremidades/2)] x 100; un resultado cercano a 50 % implica el uso 

indistinto (simétrico) de las extremidades, a medida que el valor se hace superior 

a 50 % supone una mayor dependencia de la extremidad anterior ipsilateral a la 

lesión. El ANOVA de dos vias señaló diferencias significativas para el factor 

tratamiento: F(3,104) = 4.868, p = 0.0033 y día: F(3,104) = 5.017, p = 0.0027, no 

así para la interacción de ambos factores: F(9,104) = 2.316, p = 0.0204. La 

prueba post hoc de Tukey indicó diferencias significativas entre el grupo AG + 

Salina vs. Los dos grupos lesionados con 6-OHDA (p < 0.05) en los dias 10 y 21; 

la diferencia en el porcentaje de asimetría tambien fue significativa el día 21 para 

los grupos Prob + 6-OHDA y Prob + Sal (p < 0.05) (Fig. 40). El porcentaje de 

asimetría en la prueba del cilindro para el grupo AG + 6-OHDA fue de 49.0 ± 

8.9%, 50.3 ± 9.5%, 66.6 ± 14.5% y 65.3 ± 15.9% para los días -14, -1, 10 y 21, 

respectivamente. Para el grupo Prob + 6-OHDA el porcentaje de asimetría fue 

53.5 ± 8.1%, 55.5 ± 11.6%, 66.7 ± 10.1% y 71.4 ± 12.4% para los días -14, -1, 10 

y 21, respectivamente.  
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Figura 40. Porcentaje de asimetría en el uso de las patas delanteras en la prueba 

del cilindro. La línea punteada horizontal en el eje de las ordenadas representa el uso 

equitativo de ambas extremidades anteriores. Los asteriscos denotan diferencias 

significativas (p < 0.05) de acuerdo a la prueba post hoc de Tukey. 

 

En cada grupo, se realizó un ANOVA de medidas repetidas de una vía para 

comparar los cambios porcentuales en la asimetría motora durante el desarrollo 

de la lesión dopaminérgica con respecto al día -1, previo a la cirugía de lesión o 

falsa lesión. El ANOVA de medidas repetidas para el grupo AG + 6-OHDA resultó 

significativa: F(3,27) = 5.309, p = 0.0052. En comparación con el día -1, la prueba 

post hoc de Dunnett indicó diferencias significativas en el grupo AG + 6-OHDA 

(Fig. 41A) en los dias 10 y 21 (p < 0.05) y en el grupo Prob + 6-OHDA en los dias 

10 (p < 0.01) y 21 (p < 0.001) (Fig. 41B). 



79 

 

 

Figura 41. Curso temporal de los porcentajes de asimetria en la prueba del 

cilindro. Se presenta el promedio ± EE del número de animales indicado entre 

paréntesis para los grupos AG + 6-OHDA (A), Prob + 6-OHDA (B), AG + Sal (C) y Prob 

+ Sal (D). La línea punteada horizontal en el eje de las ordenadas representa el uso 

simétrico de ambas extremidades anteriores. Los asteriscos denotan diferencias 

significativas (*p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001) en comparación con el día -1 

(señalado con la letra a), de acuerdo a la prueba post hoc de Dunnett. 
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Giro inducido por apomorfina 

Comparado con el grupo AG + 6-OHDA, el tratamiento con probióticos aumentó 

el número de giros contralaterales inducidos por apomorfina en las pruebas 

realizadas después de la lesión con 6-OHDA. El ANOVA de dos vías señaló 

diferencias significativas para los factores tratamiento: F(3,104) = 49.10, p < 

0.0001, día: F(3,104) = 20.62, p < 0.0001 y la interacción de ambos factores 

F(9,104) = 6.947, p < 0.0001. La prueba post hoc de Tukey indicó diferencias 

significativas entre los grupos lesionados con 6-OHDA y solución salina en todos 

los días (p < 0.01). Para los grupos AG + 6-OHDA y Prob + 6-OHDA la diferencia 

fue significativa el día 14 (p < 0.05) (Fig. 42). El número giros contralaterales 

postlesión para el grupo AG + 6-OHDA fue de 4.8 ± 1.6, 76.1 ± 18.3, 106.8 ± 17.8 

y 138.2 ± 17.5 para los días -1, 7, 14 y 21, respectivamente. Para el grupo Prob 

+ 6-OHDA fue de 4.9 ± 1.8, 100.1 ± 12.6, 154.4 ± 14.1 y 163.3 ± 15.4 para los 

días -1, 7, 14 y 21, respectivamente. 
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Figura 42. Giros contralaterales inducidos por apomorfina (0.25 mg/kg 

s.c.). Se realizó un ensayo previo a la cirugía estereotáxica y tres posteriores a 

ésta a intervalos semanales. Se presenta el promedio ± EE del número de 

animales indicado entre paréntesis. Los asteriscos denotan diferencias 

significativas (p < 0.05) entre los grupos lesionados con 6-OHDA de acuerdo a 

la prueba post hoc de Tukey. 

 

En cada grupo, se realizó un ANOVA de medidas repetidas de una vía para 

comparar los cambios en el total de giros inducidos por apomorfina durante el 

desarrollo de la lesión dopaminérgica con respecto al día -1, previo a la cirugía 

de lesión o falsa lesión. El ANOVA de medidas repetidas resultó significativa para 

los grupos AG + 6-OHDA F(3,27) = 18.03, p < 0.0001 y Prob + 6-OHDA F(3,27) 

= 57.48, p < 0.0001. Al comparar con los giros del día -1, la prueba post hoc de 

Dunnett señaló diferencias en los días 7, 14 y 21, tanto en el grupo AG + 6-OHDA 

(Fig. 43A) como en el grupo Prob + 6-OHDA (Fig. 43B). En los grupos con falsa 
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lesión, la administración de apomorfina no indujo aumentos significativos en el 

total de giros contralaterales con respecto al día -1 (Fig. 43C y 443D). 

 

Figura 43. Curso temporal de los giros inducidos por apomorfina. Se presenta el 

promedio ± EE del número de animales indicado entre paréntesis para los grupos AG + 

6-OHDA (A), Prob + 6-OHDA (B), AG + Sal (C) y Prob + Sal (D). Los asteriscos 

denotan diferencias significativas (**p < 0.01, ****p < 0.0001), en comparación con el 

día -1 (señalado con la letra a), de acuerdo a la prueba post hoc de Dunnett. 
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DISCUSIÓN 

 

Los probióticos reducen la degeneración dopaminérgica y la neuroinflamación 

en el estriado, pero no en la sustancia nigra. 

Los resultados obtenidos señalan que la administración crónica de los probióticos 

L. rhamnosus LGG y B. lactis BB12 a ratas Wistar ejerce un efecto neuroprotector 

en el estriado lesionado con 6-OHDA, reduciendo la pérdida del área 

inmunorreactiva a TH y disminuyendo el reclutamiento de la microglía Iba1+, lo 

cual concuerda con hallazgos en otros modelos de EP.  

En un estudio en ratones a los que se administró MPTP o rotenona, los grupos 

que recibieron durante 30 días el tratamiento con una mezcla de probióticos 

administrada en el agua de beber y constituida de L. rhamnosus GG, B. animalis 

lactis y L. acidophilus, a una cantidad aproximada de 2x106 UFC de cada uno, 

tuvieron una menor pérdida de células TH+ en la SNpc y de sus axones en el 

estriado, al igual que un menor reclutamiento de microglía Iba1+ en la SNpc; los 

investigadores no reportaron Iiba1+ en el estriado 85.  

En un estudio más reciente realizado por Hsieh et al. (2020), en ratones 

modificados genéticamente mediante la eliminación del factor de transcripción 

mitocondrial A (Tfam) en las neuronas dopaminérgicas, que produce una 

deficiencia de la cadena respiratoria mitocondrial emulando el desarrollo 

progresivo de la EP, se encontró que el tratamiento desde la octava semana de 

edad con una mezcla de probióticos constituida por B. Bifidum, B. longum, L. 

rhamnosis, L. rhamnosus GG, L. plantarum LP28, Lactococus lactis sub. Lactis, 

1x1010 UFC en total, durante 16 semanas administrados mediante una dieta 

líquida, también disminuyó la pérdida de somas TH+ en la SNpc, en comparación 

del grupo tratado con placebo; en esta investigación no se reportaron marcadores 

de activación glial. 86 
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Es importante señalar que las investigaciones de Hsieh et al. (2020), Srivastav et 

al. (2019) y el presente trabajo, tienen en común la administración de la cepa 

Lactobacillus rhamnosus LGG, a la cual se le han atribuido los principales efectos 

neuroprotectores, manifestados por una menor pérdida de dopamina en el 

estriado, una reducción en el reclutamiento de microglía Iba1 y un aumento en 

los factores neurotróficos, como el BDNF y el GDNF85.  

Se ha sugerido que esta actividad neuroprotectora está relacionada a la 

producción de metabolitos bioactivos entre los que destacan los AGCC, en 

particular el acetato, el propionato y el butirato.  

Estudios en modelos de EP han manifestado el efecto neuroprotector del butirato 

proponiendo que su mecanismo incluye la reducción en la expresión genética de 

intermediarios inflamatorios, como el TNFα o la IL-1β100, lo que contribuiría a 

explicar el menor número de células Iba1+ en el estriado de las ratas que 

recibieron el tratamiento con L. rhamnosus LGG y B. lactis BB-12 en esta 

investigación.  

Se ha demostrado que el butirato atenúa la producción y secreción de citoquinas 

proinflamatorias en macrófagos estimulados con lipopolisacárido.101 La reducción 

de la producción de estos mediadores se atribuye al efecto inhibitorio sobre la vía 

de señalización del NF-κB o mediante su efecto inhibitorio sobre las HDAC.102 

En líneas celulares de colon se ha reportado la reducción en la actividad de NF-

κB a través de la activación del receptor GPR109a mediante el butirato; esto 

ocurre mediante la acción de β arrestina que evita la fosforilación y degradación 

de IκBα, lo que resulta en la inhibición de NF-κB.103,104  

Considerando que las células de la microglía son macrófagos residentes del 

SNC,7,36  las cuales se han reportado que poseen receptores GPR109a 102 y que 

el butirato es capaz de atravesar la barrera hematoencefálica,105 es posible que 
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la inhibición de NF-kB limite el proceso inflamatorio y la neurodegeneración 

(Figura 44).102,104 

Por otra parte, se ha demostrado que el butirato tiene una actividad moduladora 

en la acetilación de las histonas, una modificación postraduccional que influye en 

la propensión de un gen para ser transcrito o reprimido.106 Este efecto se debe a 

su capacidad de inhibir a las HDAC,75,100 un grupo de enzimas encargadas de la 

eliminación de grupos acetilo en residuos de lisina de las histonas, lo que resulta 

en condensación de la cromatina y disminución de la transcripción de genes.107  

En humanos se han descrito 18 enzimas con actividad HDAC (numeradas 

convencionalmente HDAC1 a la 18), las cuales se han agrupado en 4 clases 

divididas en 2 categorías basado en análisis filogenético molecular de sus 

estructuras primarias, su ubicación en la célula y su homología con las enzimas 

de levadura RPD3 y HDA1. La primera categoría, también llamada clásica se 

compone de las clases I, II y IV, cuya actividad depende de iones de Zinc (Zn+2); 

la segunda categoría también conocida como sirtuinas, incluye a la clase III cuya 

función depende del dinucleótido de adenina y nicotidamida (NAD+).108–110 

Se ha demostrado que el butirato es capaz de inhibir las HDAC clase I y II. Las 

HDCA1 y 2 pertenecen la clase I y se localizan en el núcleo de células de diversos 

tejidos.111,112 Entre las funciones descritas de las  HDAC1 y 2 están el desarrollo 

y función de la neuroglía, las neuronas y las sinapsis; también participan en la 

proliferación celular y en la respuesta al daño del DNA.109  

En la microglía, la inhibición de las HDAC mediante el butirato aumenta la 

acetilación del residuo de la lisina en la posición de la Histona 3 (H3K9ac), dando 

como resultado un aumento en la producción de mediadores antinflamatorios 

como IL-10 y causando una reducción de la transcripción de genes 

proinflamatorios como Stat1 y Tnf-α (Figura 44).113 
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Figura 44. Efectos del butirato en la regulación de la actividad inflamatoria en la 
microglía. El butirato es capaz de atravesar la barrera hematoencefálica y ejercer un 
efecto directo sobre la microglía y, mediante diversos mecanismos, limitar la respuesta 
inflamatoria.103,104,112,113 

 

El efecto neuroprotector del butirato también se ha observado en cultivos de 

células dopaminérgicas derivadas de humano y de rata, donde inhibió la muerte 

celular inducida con la neurotoxina dopaminérgica MPP+, mediante el aumento 

de la acetilación de histonas.114 En el modelo de EP inducido con rotenona en 

Drosophila, el butirato evitó la reducción de dopamina en el cerebro, inhibió la 

disfunción motora y la mortalidad temprana.111 En el modelo de EP inducido con 

6-OHDA en ratas, la inyección intraperitoneal de butirato de sodio (300 mg/kg) 

durante 14 días evitó las disfunciones motoras y, comparados con el grupo que 
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recibió el placebo, disminuyó la pérdida de axones dopaminérgicos en el estriado; 

inhibió la reducción de las concentraciones de DA y BDNF a causa de la 

neurotoxina; además de aumentar la acetilación de la histona H3.75 Por otra parte 

se ha demostrado que la α-SYN puede reducir la acetilación de esta histona y 

que este efecto tóxico es reducido por inhibidores de la HDAC, como el 

butirato.115 

Otro grupo de evidencias plantean un mecanismo neuroprotector alternativo del 

butirato, mediante su capacidad para inducir un aumento en la producción de  

factores neurotróficos, como el BDNF y el GDNF.75,85,100 Mediante la acción 

regulatoria del butirato para aumentar la acetilación alrededor de los promotores 

de factores neurotróficos, por lo tanto, aumentar su transcripción.116–118  

El BDNF participa en la supervivencia y función correcta de las neuronas de los 

ganglios basales, éste factor neurotrófico se sintetiza en el cuerpo celular de las 

neuronas de la SNpc y es transportado de manera anterógrada al estriado, donde 

contribuye a la potenciación a largo plazo, modula el transporte de mRNA, su 

traducción en la sinapsis, además de regular las fases de iniciación y elongación 

en la síntesis de proteínas.119,120 

El BDNF activa a la proteína de unión al elemento de respuesta al AMPc (CREB) 

por fosforilación mediante al menos dos vías de señalización, la proteína quinasa 

tipo IV dependiente de calcio / calmodulina y mediante la vía Ras.121 La 

fosforilación del CREB aumenta la síntesis de múltiples proteínas, entre ellas la 

tirosina hidroxilasa,122 lo cual podría explicar la mayor inmunorreactividad a TH 

en el estriado de las ratas tratadas con probióticos encontrado en este trabajo 

(Figura 45).  
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Figura 45. Efectos del butirato en la preservación de las neuronas dopaminérgicas. 
Se ha reportado que el butirato aumenta la síntesis de BDNF, el cual es capaz de activar 
vías de señalización que favorecen la supervivencia celular y aumentan la síntesis de 
TH. 121,122  
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Las cepas L. rhamnosus GG y B. lactis BB12 no se consideran especies 

productoras de butirato porque no poseen los genes buk y but  que codifican a 

las enzimas que se usan habitualmente como marcadores de cepas 

butirogénicas;123 sin embargo, existe evidencia que señala a los L. rhamnosus 

como posibles potenciadores del crecimiento de cepas butirogénicas.124 Por su 

parte B. lactis BB12 podría contribuir a la producción de butirato mediante los 

productos de su metabolismo, principalmente acetato y lactato, los cuales 

podrían ser empleados por las cepas que tienen la capacidad de sintetizar 

butirato a partir de éstos.125,126 

Se ha reportado que la mayor parte del butirato producido se debe a las 

interacciones dentro del ecosistema microbiano en el intestino, en donde los 

intermediarios producidos por el metabolismo de lactobacilos y bifidobacterias 

empleados en esta investigación servirían de sustratos para que otras cepas del 

filo Firmicutes como Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium rectale, Roseburia 

spp. Eubacterium spp Anaerostipes spp. y Butyricicoccus pullicaecorum,125 

sinteticen butirato mediante la condensación de acetil CoA y la actividad de las 

enzimas butirato quinasa y butiril-CoA transferasa.123,127,128 

En el estudio de Srivastav et al.85 los animales tratados con probióticos tuvieron 

mayores concentraciones de butirato en el cerebro, y de histona H3 acetilada; en 

este mismo estudio se administró butirato por vía oral a los ratones, lo que resultó 

en una menor pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SNpc y de su 

correspondiente inervación estriatal causados por el MPTP, también se redujo la 

activación de la microglía y la astroglía en la SNpc, pero no se reportaron efectos 

de la activación glial en el estriado.85 Los factores neurotróficos BDNF y GDNF 

también aumentaron en los grupos que recibieron el tratamiento con butirato 85. 

En apoyo de esta idea, en un estudio previo se demostró que la administración 

de butirato de sodio vía intraperitoneal protegió a las ratas de los déficit cognitivos 

causados por la inyección intraestriatal de 6-OHDA, en la etapa previa a las 

alteraciones motoras 129.  
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Otros autores han demostrado que L. rhamnosus LGG inhibe la apoptosis 

inducida por citoquinas mediante el bloqueo de la quinasa MAP p38, lo cual es 

producido también por otras cepas de lactobacilos, pero esta capacidad es mayor 

en L. rhamnosus LGG.130 En estudios posteriores se aislaron mediante SDS-

PAGE dos proteínas del sobrenadante del L. rhamnosus LGG, L. casei 334, L. 

casei 393 y L. acidophilus en el medio de cultivo Lactobacillus MRS; estas 

proteínas ejercían un efecto antiapoptótico y fueron denominadas proteínas de 

secreción mayor 1 y 2 (Msp1 y Msp2) por las discrepancias en sus pesos 

moleculares, 75 kDA y 40 kDA, respectivamente.131,132 Cada una de estas 

proteínas demostró promover el crecimiento de células epiteliales intestinales 

humanas y de ratón, reducir la inflamación crónica en un modelo de colitis 

inducida con oxazolona y causar la fosforilación del receptor para el factor de 

crecimiento epidérmico promoviendo la activación de Akt (vía de señalización 

intracelular que promueve la supervivencia y el crecimiento celular.131,132 Sin 

embargo, hasta la fecha aún no hay evidencias de que Msp1 y Msp2 viajen por 

la sangre y penetren al SNC, por lo que si contribuyen al mecanismo 

neuroprotector de los probióticos, éste podría deberse a una atenuación de la 

respuesta inmune inflamatoria a nivel intestinal, que indirectamente inhibiría la 

activación glial y la muerte de neuronas en el SNC. 

Cabe destacar que existe información que propone que la modificación de la 

microbiota hacia cepas productoras de butirato podría ser de mayor utilidad para 

los pacientes con EP, en lugar de la administración oral del butirato, ya que 

además de su efecto protector sobre el SNC, se obtendrían beneficios deseables 

en la regulación de la permeabilidad intestinal, la respuesta inflamatoria y la 

liberación de hormonas enteroendocrinas.133 

Similar a los estudios realizados por Hsieh et al. (2020) y Srivastav et al. (2019) 

en los que se evalúa el efecto neuroprotector de los probióticos en modelos de 

EP en ratones,85,86 en la sustancia nigra hubo en promedio una menor pérdida 



91 

 

de somas dopaminérgicos en el grupo tratado con probióticos y lesionado con 6-

OHDA, sin embargo, esta diferencia no fue significativa.  

El efecto de la inyección intraestriatal de 6-OHDA depende de la dosis y el sitio 

de lesión.48 Al administrarse la neurotoxina 6-OHDA en el estriado, causa la 

lesión retrógrada de los somas dopaminérgicos, emulando las etapas tempranas 

de la EP,93 en los que la extensión de la degeneración de los somas en la SNpc 

podría ser limitada si la lesión estriatal fue pequeña.134 

Un hallazgo importante del presente estudio fue el aumento significativo en la 

microglía Iba1+ en tres regiones localizadas a 500 µm del punto del estriado 

donde se inyectó la 6-OHDA, lo cual concuerda con un estudio previo el cual 

muestra una imagen donde se puede apreciar el aumento de la microglía Iba1+ 

alrededor de la trayectoria de la aguja con la cual se inyectó 6-OHDA en el 

estriado, excepto que las células no se cuantificaron.135 En esta investigación, la 

activación microglial cercana al sitio de aplicación de la 6-OHDA fue de menor 

magnitud en las ratas que consumieron crónicamente los probióticos L. 

rhamnosus LGG y B. Lactis BB-12. Aunque no investigamos si la 6-OHDA causó 

también activación de la astrología (GFAP+), Kitamura et al.135 si proporcionaron 

evidencia de que eso ocurre, por lo que faltaría estudiar si los probióticos son 

capaces de inhibir su activación inducida por la neurotoxina. 

En cuanto a la activación de microglía Iba1+ en la SNpc, no encontramos 

diferencias entre los grupos lesionados con 6-OHDA y los controles, lo cual 

contrasta con los hallazgos de un estudio en ratas Wistar realizado por Kitamura 

et al. (2010), a las cuales se les inyectó 6-OHDA en tres regiones del estriado (3 

µg por sitio) encontrando que 10 días después ocurrió un aumento significativo 

de la microglía Iba1+ en la SNpc.135 Lo anterior pudo deberse a que la lesión 

abarcó una zona mayor en el estriado y que los marcadores de activación glial 

fueron medidos 10 días después de la administración de 6-OHDA, tiempo en el 

cual la respuesta inflamatoria causada por esta neurotoxina sigue activo,49,54,136 
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mientras que en este trabajo la fijación del cerebro para realizar la 

inmunohistoquímica de Iba1 se realizó 22 días después de la administración de 

la neurotoxina, momento en el cual la respuesta inflamatoria microglial en la SNpc 

pudo haber disminuido.49 

Los probióticos reducen las alteraciones motoras en las pruebas de la pasarela 

elevada, pero no la asimetría en la exploración vertical en el cilindro 

Lesiones unilaterales del sistema dopaminérgico nigroestriado ocasionan una 

marcada asimetría en el desempeño motor. En roedores esto se manifiesta como 

bradicinesia, incoordinación motora y dificultad en el uso de las extremidades 

contralaterales a la lesión.137 El tratamiento con L. rhamnosus LGG y B. Lactis 

BB12 redujo la bradicinesia (tiempo de recorrido) y la incoordinación motora 

(fallos) que las ratas manifestaron en la pasarela estrecha elevada después de 

la lesión con 6-OHDA, lo cual probablemente se debió a la menor pérdida de 

inervación dopaminérgica en el estriado observada en el presente estudio.94 Lo 

anterior concuerda con el efecto protector de la combinación de L. rhamnosus 

LGG, B. animalis lactis y L. acidophilus que atenuaron las deficiencias motoras 

de los ratones a los que se les indujo parkinsonismo con MPTP o rotenona.85 

En el trabajo realizado por Srivastav et al. (2019), se observó que los ratones con 

parkinsonismo inducido con MPTP realizaron un menor número de exploraciones 

verticales de las paredes del cilindro, efecto que fue inhibido en el grupo que 

recibió tratamiento con probióticos. En contraste, en el presente estudio, las ratas 

tratadas con probióticos no mostraron reducción de la asimetría motora en la 

prueba del cilindro posterior a la denervación dopaminérgica unilateral. Esta 

aparente discrepancia podría deberse al hecho de que en el presente trabajo se 

indujo una lesión dopaminérgica unilateral en un área restringida del estriado de 

las ratas y la variable medida fue la asimetría en el uso de la pata ipsilateral a la 

lesión, mientras que en el estudio de Srivastav et al.85 la lesión dopaminérgica 

fue bilateral y generalizada a todas las neuronas dopaminérgicas del cerebro de 

los ratones, por lo que en vez de medir la asimetría motora se cuantificó el 
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número de eventos de exploración vertical con las dos patas anteriores en las 

paredes del cilindro. 

Los probióticos aumentan los giros inducidos por apomorfina 

La prueba de giros inducidos por apomorfina se usa comúnmente para evaluar 

la magnitud de la pérdida de neuronas dopaminérgicos en el sistema 

nigroestriatal de ratas y ratones.138 Sin embargo es importante señalar que la 

intensidad del comportamiento giratorio es un mal predictor de la disfunción 

motora; esto se explica debido a variaciones individuales de la lesión, a 

conductas compensatorias que desarrollan los animales posteriores a la lesión 

dopaminérgica y a variaciones neuroanatómicas únicas de cada rata.139 

Existe evidencia que señala que la rotación está determinada por la 

supersensibilidad de los receptores dopaminérgicos D2, que a su vez depende 

de la magnitud de la denervación dopaminérgica del estriado.97 El sitio del cuerpo 

estriado en el que se produce la pérdida de inervación dopaminérgica es un factor 

que influye en la intensidad de los giros inducidos con apomorfina, siendo la zona 

dorsolateral la más determinante, mientras que la extensión de la lesión a otras 

zonas como el estriado ventral o el núcleo accumbens podría contribuir, aunque 

no de la misma manera.137 

En concordancia con lo anterior, nosotros encontramos que la lesión 

dopaminérgica en el estriado dorsolateral causada por la 6-OHDA condicionó que 

la apomorfina produjese giros contralaterales en comparación con aquellas ratas 

que recibieron solución salina; sin embargo, contrario a lo que predice la teoría, 

el tratamiento con probióticos favoreció un aumento del número de giros 

inducidos por apomorfina, a pesar de que la denervación dopaminérgica en el 

estriado fue menor en este grupo.  

Para explicar este hallazgo hay que considerar que tras la interrupción de la 

comunicación dopaminérgica a causa de la inyección unilateral de 6-OHDA existe 

una mayor expresión del receptor D2 y un mejor acoplamiento entre éste y las 
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proteínas G, lo que contribuye a explicar el desarrollo de la supersensibilidad 

dopaminérgica.140,141  

Hay evidencia de que en ratas Sprague-Dawley lesionadas unilateralmente con 

6-OHDA, la estimulación de los receptores dopaminérgicos D2 con quinpirol 

causa giros contralaterales y activa la cascada de quinasas reguladas por 

señales extracelulares (ERK) en el cuerpo estriado lesionado.142 En esta misma 

investigación se demostró que la inhibición selectiva de la señalización de ERK 

redujo el número de giros contralaterales inducidos con quinpirol. Los autores 

concluyeron que el desequilibrio en la señalización de la vía ERK entre ambos 

hemisferios del cerebro es un paso necesario para que se manifieste la 

hiperactividad locomotora que ocasiona el comportamiento rotatorio inducido por 

la activación del receptor D2.142  En base a lo anterior, cabe la posibilidad de que 

el tratamiento con L. rhamnosus y B. Lactis pudo ejercer una acción facilitadora 

de la vía de señalización ERK mediada por los receptores dopaminérgicos D2 

supersensibilidados por la denervación dopaminérgica, la cual solo se atenuó 

parcialmente por el tratamiento con los probióticos. En apoyo a esta idea, se 

encuentra documentado que los probióticos en particular L. rhamnosus, son 

capaces de incrementar la síntesis de BDNF en el cerebro.85 Así, al unirse este 

factor neurotrófico con su receptor activaría la vía de señalización RAS-ERK a 

través de las MAP kinasas.143–146 Con base a lo anterior, se puede proponer la 

hipótesis de que el tratamiento con probióticos aumenta la síntesis de BDNF, 

favoreciendo la señalización de la vía RAS-ERK en los receptores D2 

supersensibles, lo que aumentaría los giros inducidos por apomorfina en el grupo 

tratado con probióticos, incluso cuando el área de la denervación dopaminérgica 

en el estriado haya sido menor que en el grupo tratado con el placebo (aceite de 

girasol). Esta hipótesis amerita verificación en futuros estudios. 

En el estriado cerca del 90% de las neuronas son GABAérgicas y por su 

morfología se conocen como neuronas espinosas medianas (SPN). Las SPN 

participan en la regulación de la conducta motora, a través de las sinapsis que 
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sus axones establecen con distintos núcleos del circuito de los ganglios de la 

base.147 Aproximadamente el 50% de las SPN expresan preferentemente 

receptores dopaminérgicos de tipo D1 y utilizan sustancia P como co-transmisor; 

estas neuronas proyectan sus axones en la llamada vía directa, que hace 

sinapsis con las neuronas de la sustancia nigra pars reticulata y el segmento 

interno del del globo pálido.148 La otra mitad de las SPN expresan principalmente 

receptores dopaminérgicos D2 y emplean encefalina como co-transmisor; estas 

neuronas forman la vía indirecta que hace sinapsis con el segmento interno del 

globo pálido.148 Ambos conjuntos de SPN disparan potenciales de acción ante el 

estímulo del glutamato, neurotransmisor excitador liberado por las aferentes de 

neuronas corticales y talámicas.148 Sin embargo, la excitación glutamatérgica de 

las SPN se modulan contrariamente por la dopamina, dependiendo del tipo de 

receptores que predominan en cada una; en las SPN de la vía directa la 

activación de los receptores D1 (acoplado a una proteína Gs/olf) favorece la 

excitabilidad mediada por el glutamato, mientras que en las SPN de la vía 

indirecta la activación de los receptores D2 (acoplados a proteínas Gi/0 y Gq) 

inhibe la excitabilidad inducida por glutamato. 147,149 A pesar de que la dopamina 

produce acciones opuestas en las SPN de las vías directa e indirecta, sus efectos 

globales en el control motor son sinérgicos, es decir, permite que los movimientos 

voluntarios se realicen de manera ordinaria y fluida.148 La pérdida de inervación 

dopaminérgica desencadena cambios neuroplásticos que alteran la forma de 

codificación de la información en el circuito de los ganglios de la base, que se 

traducen en las alteraciones motoras típicas de la EP.148 

En el modelo empleado en esta investigación, tras la lesión dopaminérgica 

intraestriatal, la reducción de DA causa alteraciones en la excitabilidad intrínseca 

y las conexiones sinápticas, que en las primeras 3 semanas se observan 

principalmente en las SPN de la vía indirecta; sin embargo, dado que no se 

administraron los probióticos por un plazo mayor no se evaluó su influencia sobre 

la respuesta homeostática a largo plazo (más de dos meses) en que la 
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adaptación se manifiesta en ambas vías (directa e indirecta) reduciendo el 

desequilibrio entre éstas y minimizando la fisiopatología que se considera 

subyace a los síntomas hipocinéticos, permitiendo observar mejorías en el 

desempeño motor.149 

 

Efectos del tratamiento con probióticos en pacientes con EP 

La información de los efectos de la suplementación con probióticos en pacientes 

con EP es bastante limitada. Durante el curso de la presente investigación se 

publicaron dos ensayos clínicos aleatorizados doble ciego, en los que a los 

pacientes con EP se les dio tratamiento diariamente con una mezcla de B. 

bifidum, L. acidophilus, L. reuteri, y L. fermentum (2x 109 UFC de cada uno) 

durante 12 semanas. En el primer estudio la suplementación con probióticos 

redujo la expresión de IL-1, IL-8 y TNF-α; además aumentó el factor de 

crecimiento transformante beta (TGF-β) y el receptor gamma activado por 

proliferador de peroxisoma (PPAR-γ), todos los anteriores en células 

mononucleares de sangre periférica.82 

En el segundo reporte disponible, la suplementación con los mismos probióticos 

y a las mismas dosis logró reducir los trastornos del movimiento (The Movement 

Disorders Society-Unified Parkinson's Disease Rating Scale), así como los 

marcadores inflamatorios (proteína C reactiva) y de estrés oxidativo 

(malondialdehido); a la vez que aumentó los niveles de antioxidantes (glutatión) 

en el plasma.83 

Es importante señalar que, en contraste con estos ensayos clínicos, los estudios 

preclínicos para evaluar el efecto neuroprotector de los probióticos se realizaron 

en modelos animales que suelen emular las etapas tempranas del desarrollo de 

la EP, y su administración inició de manera previa a la aplicación de la 

neurotoxina usada para inducir la degeneración dopaminérgica.  
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Tomando en conjunto los resultados obtenidos en este trabajo, los dos estudios 

en roedores85,86 y los estudios clínicos antes citados,82,83 se puede sugiere que 

los probióticos son capaces de reducir los trastornos del movimiento, aumentar 

los factores de crecimiento, la reducir la inflamación y el estrés oxidativo en la 

EP.82,83,85,86  

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo surgen una serie de 

cuestionamientos para continuar la investigación, los cuales podrían ayudar a 

dilucidar los posibles mecanismos del efecto neuroprotector observado, por 

ejemplo: 

 

• ¿Qué cambios ocurren en la composición de la microbiota intestinal y su 

metabolismo con el tratamiento individual de L. rhamnosus LGG o B. lactis 

BB-12? 

• ¿Existen otros mecanismos inexplorados que pudieran estar mediando la 

actividad antiinflamatoria y neuroprotectora, por ejemplo, proteínas 

producidas por la microbiota que sean capaces de activar a los receptores 

de tirosina quinasa? 

• ¿La actividad neuroprotectora de los probióticos está mediada 

primordialmente por vías neuronales o humorales? ¿Puede la 

modificación de alguna de estas vías influir sobre la composición de la 

microbiota? 

• ¿Qué cambios ocurren sobre el fenotipo y la actividad metabólica de otras 

células relacionadas con la fisiopatología de la EP, como los astrocitos y 

las SPN? 

• ¿Qué modificaciones ocurren a nivel intestinal en el metabolismo de la 

dopamina, la serotonina, el mantenimiento de la función de barrera, la 

reducción de la inflamación local y el control del crecimiento de cepas 

patógenas que pudieran causar una disbiosis? 
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• ¿Los probióticos ejercen su efecto neuroprotector en etapas previas a la 

degeneración dopaminérgica, o son capaces de reducir la 

neurodegeneración una vez que ésta ya ha empezado? 

 
 

Limitaciones 

 
 

El modelo ideal de EP debe imitar sus características patológicas y clínicas, 

involucrar los sistemas dopaminérgicos del sistema nervioso central y del sistema 

nervioso periférico; además de la sintomatología motora y no motora. Debería 

ser capaz de reflejar el inicio dependiente de la edad y la progresión de la 

neurodegeneración a través de un periodo de tiempo considerable, de manera 

que emule a lo observado en la EP. Sin embargo, ningún modelo animal (ya sea 

genético o neurotóxico) cuenta con todas estas características. El modelo de 

hemiparkinsonismo inducido con 6-OHDA carece de los efectos progresivos y 

dependientes del envejecimiento, además de no formar agregados de α-SYN, sin 

embargo, permite ajustar la dosis y los volúmenes de inyección en distintas áreas 

de la vía nigroestriada, siendo quizás la inyección en el estriado la más relevante 

para probar terapias neuroprotectoras. 

En este proyecto se administraron probióticos en un periodo de tiempo previo a 

la lesión y posterior a ésta por lo que no es posible dilucidar cuál es la 

temporalidad necesaria para ejercer neuroprotección en este modelo. 
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CONCLUSIONES 

 

En el modelo de hemiparkinsonismo inducido en ratas macho adultas mediante 

la inyección de 6-OHDA en el estriado dorsolateral, la administración crónica de 

los probióticos Lactobacillus rhamnosus LGG y Bifidobacterium lactis BB-12:  

1. Disminuyó la pérdida de inervación dopaminérgica en el estriado, pero no 

tuvo efecto en la disminución los somas dopaminérgicos en la sustancia 

nigra.  

2. Disminuyó el reclutamiento de microglía lba1+ en el estriado, sin embargo, 

no tuvo efecto en el reclutamiento microglial en la sustancia nigra. 

3. La activación de la microglía no se correlaciona con la denervación 

dopaminérgica en el estriado. 

4. Inhibió el aumento del tiempo de recorrido y de los fallos en la prueba 

conductual de la pasarela estrecha elevada, indicativos de menor 

bradicinesia e incoordinación motora, pero no evitó el desarrollo de 

asimetría motora en el uso de las extremidades anteriores en la prueba 

del cilindro. 

5. No atenuó el número de giros contralaterales inducidos por apomorfina 

posterior a la lesión con 6-OHDA. 

 

Se concluye que el tratamiento crónico con Lactobacillus rhamnosus LGG y 

Bifidobacterium lactis BB-12 ejerce un efecto neuroprotector en el modelo de 

hemiparkinsonismo inducido con 6-OHDA en ratas, manifestado por una 

reducción del área de denervación dopaminérgica, una menor activación de la 

microglía en el estriado y una reducción de la bradicinesia e incoordinación 

motora durante la caminata.   
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