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Resumen  
La enfermedad de Parkinson (EP) es el segundo trastorno neurodegenerativo más 
común que se caracteriza por alteraciones del comportamiento motor y no motor, 
degeneración del sistema dopaminérgico nigroestriatal, agregación y diseminación de 
α-sinucleína y neuroinflamación acompañada de la ruptura de la barrera 
hematoencefálica (BBB). Recientemente, logramos reproducir estas marcas patológicas 
en la rata mediante una administración única y unilateral de β-sitosterol β-D-glucósido 
(BSSG) en la sustancia negra (SN). La interrupción de la BBB en este modelo ofrece una 
oportunidad única para probar la administración sistémica de nanofármacos 
antiparkinsonianos al cerebro. Anteriormente demostramos que las nanopartículas 
NTS-polyplex con el gen humano del factor neurotrófico derivado de la glía (NPs-
hGDNF) inyectadas intranigralmente ejercen un poderoso efecto neurorregenerador en 
el modelo parkinsoniano por 6-OHDA, que no genera agregados de α-sinucleína. Esta 
tesis exploró si las NPs-hGDNF administrado por vía intraarterial podría transfectar 
neuronas dopaminérgicas nigrales en ratas parkinsonianas mediante una inyección 
intranigral de BSSG (6 µg/µL de dimetilsulfóxido; DMSO). Usamos ratas 
parkinsonianas, un grupo de control con DMSO y un grupo de control sano (n = 3 ratas 
por grupo). Nuestros resultados de la administración a través de la vena caudal o la 
arteria carótida interna (ACI) del colorante azul de Evans (69 kDa) sugieren la ruptura 
de la BHE en los días 4 y 7 después de su administración. Además, la administración a 
través de ICA no desencadena alteraciones sensoriomotoras. Interesantemente, 
demostramos la expresión de hGDNF en células similares a neuronas en ambas SNs de 
ratas parkinsonianas al día cinco después de la inyección a través de ICA de 40 μL de 
NPs-hGDNF. Se obtuvieron resultados similares con la administración intranigral de 1 
μL de NPs-hGDNF. Sin embargo, la cantidad de células hGDNF (+) fue mayor en la 
administración de ACI que en la inyección local, y la forma sana de las células sugiere el 
comienzo de la recuperación neuronal. Por el contrario, no se produjo expresión de 
hGDNF en los controles negativos utilizando ambas vías de administración. Nuestros 
resultados demuestran por primera vez la capacidad de las nanopartículas NTS-
polyplex para administrar genes terapéuticos vía sistémica a las neuronas 
dopaminérgicas. Este avance es muy prometedor para la nanomedicina de la EP. 

Palabras clave: enfermedad de Parkinson, β-sitosterol β-D-glucósido, barrera 
hematoencefálica, administración, arteria carótida interna, azul de Evans. 



Abstract 
Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative disorder 
characterized by motor and non-motor behavioral disturbances, nigrostriatal 
dopaminergic system degeneration, aggregation and spreading of pathological α-
synuclein, and neuroinflammation accompanied by blood-brain barrier (BBB) 
breakdown. We recently succeeded in reproducing these pathological marks in the rat 
by a single and unilateral administration of β-sitosterol β-D-glucoside (BSSG) in the 
substantia nigra (SN). The BBB disruption in this model offers a unique opportunity to 
test the systemic delivery of antiparkinsonian nanodrugs to the brain. We previously 
demonstrated that NTS-polyplex nanoparticles with the human gene for glia-derived 
neurotrophic factor (NPs-hGDNF) intranigrally injected exerts a powerful 
neuroregenerative effect in the parkinsonian model by 6-OHDA, which does not 
generate α-synuclein aggregates. This thesis explored whether intra-arterially 
administered NPs-hGDNF could transfect nigral dopaminergic neurons in parkinsonian 
rats by BSSG (6 µg / µL of dimethyl sulfoxide; DMSO). We used parkinsonian rats, a 
DMSO control group, and a healthy control group (n=3 rats per group). Our results of 
the administration via the caudal vein or internal carotid artery (ICA) of Evans blue dye 
(69 kDa) suggest the rupture of the BBB at days 4 and 7 post-administration. Besides, 
the administration via ICA did not elicit sensorimotor disturbances. Interestingly, we 
demonstrated hGDNF expression in neuron-like cells in both SNs of parkinsonian rats 
on day five after injection via ICA of 40 μL of NPs-hGDNF. Similar results were obtained 
with the intranigral administration of 1 μL of NPs-hGDNF. However, the amount of 
hGDNF (+) cells was higher in ACI administration than in local injection, and the healthy 
cellular shape suggests the beginning of neuronal recovery. In contrast, no hGDNF 
expression occurred in the negative controls using both routes of administration. Our 
results demonstrate for the first time the ability of NTS-polyplex nanoparticles to 
deliver therapeutic genes systemically to dopaminergic neurons. This advancement 
holds great promise for the nanomedicine of PD. 

Keywords: Parkinson's disease, β-sitosterol β-D-glucoside, blood-brain barrier, 
administration, internal carotid artery, Evans blue. 
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1. Introducción 
La enfermedad de Parkinson (EP) es el segundo trastorno neurodegenerativo más 

común y afecta a alrededor de 10 millones de personas en el mundo y se estima que en 

los próximos 30 años su prevalencia se duplicará, debido al incremento en la esperanza 

de vida (1, 2). La incidencia de esta enfermedad aumenta con la edad, generalmente 

después de los 45 años, y tiene un mayor impacto en la población masculina (3, 4). En 

México, la tasa de incidencia de la EP fue de 37.92 por cada 100,000 habitantes en el 

período 2014-2017 (5). Los síntomas motores característicos de la EP son 

bradiquinesia, temblor (de intensión o de reposos), rigidez e inestabilidad postural, los 

cuales están asociados con la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en la 

substantia nigra pars compacta (SNpc) (6). Generalmente, los síntomas aparecen 

cuando hay una pérdida del 50% de neuronas dopaminérgicas en la SNpc y el 80% de 

la dopamina en el núcleo estriado, hasta el momento se siguen debatiendo los 

mecanismos que dan lugar a esta muerte neuronal (6, 7). Por otra parte, los síntomas 

no motores pueden manifestarse en el transcurso de la enfermedad, tales como 

ansiedad, depresión, alteración en los patrones de sueño, disfunción autonómica y 

cognitiva. Estos síntomas son resultado de la degeneración de los sistemas 

dopaminérgicos, noradrenérgicos, serotoninérgicos y colinérgicos en diferentes 

estructuras cerebrales (8, 9).  

Además de la pérdida de neuronas dopaminérgicas, otra marca patognomónica de esta 

enfermedad son la presencia de los denominados cuerpos de Lewy y neuritas de Lewy, 

compuestos principalmente de agregados proteicos de α-sinucleína (10). Los 

agregados insolubles de dicha proteína se pueden encontrar en diferentes patologías 

tanto en las neuronas como en la glía, adjudicándole el término de α-sinucleinopatías, 

siendo la EP la más común de estas (11). De manera interesante, se ha propuesto que 

los agregados patológicos de α-sinucelína ocasionan neuroinflamación, la cual es 

considerada como la tercera marca patológica de la EP. La neuroinflamación se 

caracteriza por la liberación de mediadores inflamatorios, y la presencia de microglía 

activa y astrocitos reactivos, donde estas células gliales se encargan de vigilar el 

microambiente y mantener la homeostasis cerebral, entre otras funciones (12). 
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Diversos estudios han demostrado que los agregados extracelulares insolubles de α-

sinucleína inducen la producción de citocinas pro-inflamatorias en la microglía (13).  

De esta manera, se ha sugerido que la α-sinucleína patológica puede contribuir a 

aumentar la permeabilidad de la barrera hematoencefálica (BHE), la cual es una barrera 

física que bajo condiciones fisiológicas limita el paso de sustancias presentes en el 

torrente sanguine al encéfalo. Sin embargo, bajo condiciones patológicas como es la 

presencia de agregados de α-sinucleína, la BHE puede permitir la infiltración de 

linfocitos de la circulación periférica al parénquima cerebral (6). Actualmente, no se 

sabe si el ambiente crónico neuroinflamatorio es una causa o consecuencia de la 

neurodegeneración. Sin embargo, se propone que la neuroinflamación crónica 

promueve la degeneración progresiva de las neuronas dopaminérgica (2, 6, 14, 15).  

En cuanto a los tratamientos actualmente disponibles para la EP, se encuentra la 

estimulación cerebral profunda y algunos fármacos que reemplazan la pérdida de 

dopamina como levodopa (L-DOPA) o agonistas dopaminérgicos. No obstante, estos 

tratamientos no detienen la progresión de la enfermedad y solo alivian 

transitoriamente los síntomas motores (10, 16). Por lo tanto, es necesario desarrollar 

terapias más efectivas que atiendan las deficiencias actuales. En los últimos años, los 

ensayos clínicos y abordajes terapéuticos se han enfocado en el uso de factores 

neurotróficos. Los factores neurotróficos son biomoléculas que intervienen en la 

proliferación y supervivencia de neuronas dopaminérgicas durante el desarrollo 

cerebral y juegan un papel crucial en la supervivencia neuronal y en la plasticidad 

sináptica del cerebro adulto (17, 18). Para esta tesis, es de interés el GDNF por su acción 

en el mantenimiento y regeneración de neuronas dopaminérgicas, y su supuesto efecto 

anti-inflamatorio (disminución de la activación de microglía, astrocitos y algunas 

citocinas pro-inflamatorias) (19-22). En estudios preclínicos de terapia génica usando 

GDNF se demostró que regenera el sistema dopaminérgico nigroestriatal (90 ± 8% en 

el estriado  y 50 ± 4% en la SN), reduce la neuroinflamación y disminuye las alteraciones 

motoras (21, 23-25). Sin embargo, estos abordajes preclínicos no representan 

fidedignamente la EP porque se ensayaron en modelos animales que no generan 

agregados patológicos de α-sinucleína. Además, la terapia génica que emplea NPs como 
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el NTS-poliplex con el gen para hGDNF (NPs-hGDNF) se realiza inyectándolas 

directamente en la SN, debido a que hasta el momento estas NPs no pueden atravesar 

la BHE, por consiguiente, la BHE representa una limitante para la entrega de fármacos 

dirigidos al cerebro mediante el torrente sanguíneo (23, 26, 27). Por lo tanto, la 

utilización de un modelo animal de la EP que presente apertura de la BHE y la 

generación de agregados de α-sinucleína, sería de gran utilidad para explorar la 

administración sistémica de las NPs-hGDNF. 

 

1.1 El papel de la α-sinucleína en la enfermedad de Parkinson 

La α-sinucleína es una proteína de 140 aminoácidos (14 kDa) codificada por el gen 

SNCA y se expresa principalmente en la neocorteza, hipocampo, SN, tálamo y cerebelo 

(28). Se localiza en las terminales presinápticas, cerca de las vesículas sinápticas, por lo 

que se sugiere que puede participar en el tráfico vesicular, reciclamiento y liberación 

de neurotransmisores (29).  Otras funciones atribuidas a esta proteína son la supresión 

de la apoptosis en neuronas dopaminérgicas, regulación de los niveles de glucosa y 

ácidos grasos poliinsaturados, modulación de la actividad de la calmodulina, 

comportamiento de chaperona molecular, regulación de la biosíntesis de dopamina, 

entre otras (28). 

En la EP, se han reconocido mutaciones puntuales del gen SCNA (A53T, A30P, E46K, 

G51G, y H50Q), multiplicaciones del gen completo y la presentación de variantes 

polimórficas (factor de riesgo para el desarrollo de la EP idiopático) que darían lugar al 

mal plegamiento de la proteína, ocasionando que la proteína forme agregados de α-

sinucleína principalmente, oligómeros y fibrillas. Las fibrillas de α-sinucleína son un 

componente clave de los cuerpos de Lewy y neuritas de Lewy (30-33). De manera 

interesante, estas marcas patológicas se encuentran en otras regiones del cerebro y en 

el sistema nervioso periférico, lo cual contribuye a la aparición de los síntomas no 

motores de la EP. Por lo tanto, se ha sugerido que el aumento gradual en la patología de 

Lewy se debe a la propagación tipo prion de los agregados de α-sinucleína en otras 

células y regiones del cuerpo (10). 
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Estudios en cerebros post mortem de pacientes con la EP mostraron que la patología de 

Lewy no era un proceso aleatorio y que hay regiones específicas que se afectan primero, 

tal es el caso del bulbo olfatorio y el sistema nervioso entérico (34). Por consiguiente, 

se propusieron los estadios de Braak que permiten clasificar la progresión de la EP. En 

el estadio 1, los cuerpos de Lewy y neuritas de Lewy se encuentran en el núcleo motor 

dorsal del nervio glosofaríngeo (IX)/ nervio vago (X) y el núcleo olfatorio anterior. En 

el estadio 2, se presentan en el núcleo del rafé y locus coeruleus. Mientras que en el 

estadio 3, se localizan en la SNpc. En el estadio 4, se ubican en la región CA2 del 

hipocampo y la mesocorteza temporal. Finalmente, en los estadios 5 y 6, se localizan en 

cortezas sensoriales y motoras primarias de orden superior (10, 35). Por lo tanto, Braak 

y colaboradores sugirieron que la patología de α-sinucleína inicia en el bulbo olfatorio 

y en el intestino, y se propagan a otras regiones del cerebro que se encuentran 

interconectadas (36). Otros estudios reportan evidencias que fundamentan la 

propagación bidireccional trans-sináptica de los agregados patológicos de α-sinucleína 

a través del nervio vago, que va del duodeno al tallo encefálico al estómago (37).    

Estos agregados de α-sinucleína se puede encontrar tanto en el soma de las neuronas 

como en la periferia, donde interactúa con otras células como la microglía y los 

astrocitos. Por lo tanto, los agregados de α-sinucleína  pueden actuar como iniciadores 

de la neuroinflamación en la EP, debido a que los agregados de α-sinucleína liberados 

de las neuronas ejercen una respuesta inflamatoria en la microglía, astrocitos y 

monocitos circundantes (13, 38). 

 

1.2 Neuroinflamación en la enfermedad de Parkinson 

Estudios recientes demuestran que la neuroinflamación es la tercera marca patológica 

de la EP y es determinante en la progresión de la enfermedad, aunque falta aclarar si es 

su causa o consecuencia (2, 6, 39). La neuroinflamación se relacionó por primera vez 

con la EP al encontrar un aumento de microglía reactiva fagocítica, el antígeno común 

de leucocitos y el receptor de interleucina-2 (IL-2) en especímenes de pacientes 

analizados post mortem (40).  Estos hallazgos condujeron a considerar a la 

neuroinflamación en procesos neurodegenerativos (no infecciosos) y que se abordara 
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con los principios de la inmunología clásica derivada de procesos infecciosos (41). 

Recientemente, se ha encontrado que la microglía secreta interleucina-1α (IL-1α), el 

factor de necrosis tumoral α (TNF-α) y el subcomponente q (C1q) que inducen un 

cambio en el fenotipo de los astrocitos, convirtiéndolos en astrocitos reactivos 

neurotóxicos A1 que liberan toxinas que inducen la muerte neuronal y de la glía (42).  

1.2.1 Activación microglial en la enfermedad de Parkinson 

Las células de la microglía son los macrófagos residentes del sistema nervioso central 

(SNC), y, forman parte de la respuesta inmune innata al actuar como células 

presentadoras de antígenos y con actividad fagocítica. La población de microglía 

representa entre el 5-10% de las células totales del cerebro (39, 43). Estas células del 

sistema inmune son altamente dinámicas, adoptando cambios morfológicos para los 

distintos estados en los que se encuentra el SNC, actuando como un indicador celular 

de daño (44). En condiciones fisiológicas, la microglía se denomina homeostática 

(microglía en reposo, ramificada o quiescente) y en estados patológicos sus cambios 

morfológicos están acompañados de cambios funcionales (39, 45). En la EP, la microglía 

se activa y realiza distintas funciones como fagocitosis de desechos, detectan la 

patología y secretan de factores pro- y anti-inflamatorios, que pueden exacerbar o 

disminuir la progresión de la enfermedad (46). Dicha microglía activada puede adoptar 

una morfología ameboide, preparada para el estrés (stress-primed), oscura o distrófica  

y ser del tipo pro-inflamatorio (fenotipo M1) o anti-inflamatorio (fenotipo M2) (39, 45). 

La identificación de cada uno de estos fenotipos se realiza a través de los marcadores 

cúmulo de diferenciación-14 (CD14), CD16, CD32, CD40, CD86 y complejo mayor de 

histocompatibilidad II (MHCII) para M1. Mientras que para M2, son CD206 y CD163. Sin 

embargo, la presencia de los marcadores mencionados anteriormente no es suficiente 

para diferenciar la microglía de los macrófagos periféricos, para esto se requiere de 

analizar la presencia de otros marcadores como son CD44 y CD169, los cuales se 

encuentran presente únicamente en los macrófagos periféricos (47).  

En cuanto a la interacción de la microglía con la α-sinucleína extracelular, se ha 

reportado que existen receptores específicos dependiendo del estado de agregación de 

la α-sinucleína. Por ejemplo, los oligómeros de α-sinucleína extracelulares actúan como 
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agonistas endógenos del receptor 2 tipo Toll (TRL2) para inducir la activación de la 

respuesta inflamatoria de la microglía y su fenotipo neurotóxico (48, 49). También se 

ha observado que el receptor 4 tipo Toll (TLR4) media la fagocitosis de los agregados 

de α-sinucleína, la liberación de citocinas pro-inflamatorias y la producción de especies 

reactivas de oxígeno (EROs). Además, el receptor “scavenger” clase B (CD36) junto con 

el receptor Fc gamma (FcγR) regulan la captura microglial de α-sinucleína mal plegada 

(oligómeros y fibrillas, respectivamente), activan la vía de señalización de las proteínas 

cinasas activadas por mitógenos (MAP cinasas) y el factor nuclear kappa B (NF-κB) 

promoviendo la transcripción de los componentes del inflamasoma NLRP3 y la 

secreción de moléculas pro-inflamatorias (50). Otros receptores microgliales 

involucrados en la unión de oligómeros son el receptor 2 de prostaglandina E2 (EP2) y 

el purinoceptor 7 P2X (P2X7R) que activan distintas vías de señalización que dan lugar 

a la secreción de prostanglandina E2 e interleucina-1β (IL-1β), respectivamente (22). 

Finalmente, los oligómeros y fibrillas de α-sinucleína se unen al receptor antígeno de 

macrófago-1 (CD11b) activando al inflamosoma NLRP3 (Figura 1b). En estudios in vitro 

se ha demostrado que este receptor contribuye a la muerte de neuronas 

dopaminérgicas inducida por la microglía (51). Por consiguiente, se puede sugerir que 

los agregados de α-sinucleína inducen el fenotipo pro-inflamatorio de la microglía 

mediante la interacción con receptores inmunes innatos clásicos activando sus vías de 

señalización (43).  Esta activación microglial puede ocasionar la secreción de algunas 

citocinas pro-inflamatorias como la interleucina-1α (IL-1α), el factor de necrosis 

tumoral α (TNF-α) y el subcomponente q (C1q) que inducen un cambio en el fenotipo 

de los astrocitos (Figura 1a) (42).  



 

 7 

 

Figura 1. Interacción de los agregados patológicos de α-sinucleína con las células gliales, y su 

comunicación con las neuronas dopaminérgicas en la enfermedad de Parkinson. a) Activación 

de células gliales por lo agregados de α-sinucleína patológica; b) Vías de señalización en 

microglía y astrocitos activadas por la interacción con diferentes estados de agregación de la α-

sinucleína. Abreviaturas: ATP, Adenosín trifosfato; C1q, Subcomponente q; CD11b, Receptor 

antígeno de macrófago-1; CD36, Receptor scavenger clase B; COX, ciclooxigenasa; EP2, 

Receptor 2 de prostaglandina E2; ERK2, Cinasa 2 regulada por señales extracelulares, EROs, 

Especies reactivas de oxígeno; FcγR, Receptor Fc gamma; H2O2, peróxido de hidrógeno; IL, 

Interleucina; MAP cinasas, Proteínas cinasas activadas por mitógenos; MHC, Complejo mayor 

de la histocompatibilidad; NF-κB, Factor nuclear kappa B; P2X7R, Purinoceptor 7 P2X; PGE2, 

Prostaglandina E2; PI3K, Fosfatidilinositol 3 cinasa, TLR, Receptor tipo Toll; TNF-α, Factor de 

necrosis tumoral α. Esta figura fue creada con BioRender.com y modificada de (22).  
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1.2.2 Activación astrocítica en la enfermedad de Parkinson  

Los astrocitos, del griego astron, estrella,  debido a su forma característica de estrella 

presentan largos procesos que se conectan con otros tipos de células y son las células 

gliales especializadas más abundantes del SNC (43, 52). La función de los astrocitos es 

variada, contribuyen en el mantenimiento de la BHE, regulan la transmisión sináptica y 

el flujo sanguíneo cerebral. También se encargan de la producción de factores 

neurotróficos como GDNF (53). 

Recientemente, se ha observado que los astrocitos presentan un cambio de fenotipo de 

atrocitos A2 (neurotróficos) a astrocitos reactivos A1(neurotóxicos) en cultivos y 

muestras de pacientes con la EP. Se ha propuesto que este cambio fenotípico es 

inducido por IL-1α, TNF-α y C1q liberados por la microglía activa que permite a los 

astrocitos A1 producir y secretar lípidos saturados (fosfatidilcolina con cadenas de 

acilo de ácidos grasos de cadena muy larga y ácidos grasos libres saturados de cadena 

larga) que inducen la muerte rápida de neuronas y oligodendrocitos (42, 54) (Figura 

1a). Para identificar las poblaciones de astrocitos A1, se ha utilizado el marcador 

estructural de la proteína ácida fibrilar (GFAP) y el componente 3 de la cascada del 

complemento (C3). También se ha evidenciado que estos astrocitos son positivos para 

C3 y la proteína B de unión al calcio S100 (S100β), esta última es considerada como una 

proteína pro-inflamatoria, debido a que promueve la liberación de mediadores pro-

inflamatorios como óxido nítrico y citocinas (Figura 1a) (55, 56). 

Con respecto a la interacción de α-sinucleína monomérica, al igual que en la fagocitosis 

microglial, la fagocitosis astrocítica es dependiente de TLR4 e induce una respuesta 

inflamatoria con la liberación de citocinas pro-inflamatorias (48, 57). También se 

sugiere que este receptor podría estar involucrado en la interacción con α-sinucleína 

oligomérica y fibrilar (58). Por otra parte, los astrocitos internalizan los oligómeros de 

α-sinucleína vía lisosomas, sin embargo, la degradación incompleta de estos depósitos 

intracelulares ocasiona la disfunción mitocondrial (59). Además, se ha reportado que 

astrocitos humanos tratados con α-sinucleína fibrilar exhiben un fenotipo de células 

presentadoras de antígeno y alteración de la respiración mitocondrial, pero no inducen 

la liberación de citocinas pro-inflamatorias (Figura 1b) (60). 
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1.2.3 Mediadores inflamatorios  

Las citocinas y las quimiocinas son los mediadores inflamatorios que promueven la 

respuesta inflamatoria y juegan un papel importante en la patogénesis de la EP (61). 

El TNF-α es un potente citotóxico en casi todos los tejidos. Fue la primera citocina en 

reportarse en el cuerpo estriado y líquido cefalorraquídeo (LCR) de pacientes con la EP 

en concentraciones 4 veces mayores que en pacientes control (62). En el mismo año, se 

reportó la presencia de otras citocinas y factores de crecimiento como IL-1β, IL-6, factor 

de crecimiento epidérmico (EGF) y factor de crecimiento transformante alfa (TGF-α) en 

el núcleo caudado, putamen y corteza cerebral de pacientes con la EP. Se encontró que 

en las regiones del estriado la concentración de dichos factores y citocinas era más 

elevado que en la corteza cerebral. Los autores llegaron a la conclusión de que la 

liberación de citocinas y factores de crecimiento pro-inflamatorios en las regiones 

dopaminérgicas podrían ocurrir en algunos estadios de la enfermedad durante la 

progresión de la neurodegeneración (63).  

En los últimos años, se ha reportado que el incremento de dichas citocinas pro-

inflamatorias tanto en modelos experimentales como en pacientes con la EP, 

contribuyen a la remodelación de la BHE comprometiendo su integridad e induciendo 

un aumento en su permeabilidad (64-66).  

 

1.3 La neuroinflamación afecta la funcionalidad de la barrera hematoencefálica 

en la enfermedad de Parkinson 

La BHE es una barrera física compuesta por células endoteliales microvasculares que 

se encuentran sostenidas por pericitos, cubiertos por la lámina basal, y los pies 

terminales de astrocitos que crean la unidad neurovascular con las neuronas 

adyacentes (67, 68). Dicha barrera regula el transporte selectivo de diversas sustancias 

desde el lumen de los vasos hacia el interior del cerebro y se caracteriza principalmente 

por la presencia de proteínas de unión entre las células endoteliales (67-69). Estas 

proteínas de unión se dividen en proteínas de uniones estrechas (zonula occludens, 

ocludina, moléculas de adhesión de unión (JAM), claudinas), adherentes (VE-cadherina, 
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E-cadherina) y gap (conexinas) (69). Los mecanismos de transporte detectados en la 

BHE son variados y entre ellos se encuentran los siguientes (Figura 2) (69-72): 

a) Transporte paracelular: a través de las proteínas de unión que limita el 

transporte de compuestos solubles en agua, incluyendo medicamentos polares. 

b) Difusión pasiva: transporte de compuestos solubles en lípidos con un peso 

molecular menor a 400 Da, como antidepresivos, nicotina, alcohol, entre otros.  

c) Transportadores específicos: transporte de moléculas pequeñas con un peso 

molecular menor a 600 Da, como glucosa, aminoácidos, nucleósidos, alcaloides, 

ciclosporina A, entre otros. 

d) Endocitosis mediada por receptor: mediante la unión de ligandos específicos 

a receptores se transportan ciertas proteínas como insulina, transferrina e 

interleucinas. 

e) Endocitosis mediada por adsorción: mediante la unión de sustancias 

policatiónicas a cargas negativas en la membrana plasmática se transportan 

proteínas plasmáticas como la albumina.  

f) Transportadores de eflujo: restringen la entrada de moléculas al cerebro 

mediante la liberación luminal de dichos compuestos. Algunos mecanismos de 

eflujo son la glicoproteína-P, los transportadores ABC y las proteínas multidroga 

resistentes (MDR). 
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Figura 2. Mecanismos de transporte de la barrera hematoencefálica bajo condiciones 

fisiológicas. a) Transporte paracelular, b) Difusión pasiva, c) Transportadores específicos, d) 

Endocitosis mediada por receptor, e) Endocitosis mediada por adsorción, y d) Transportadores 

de eflujo. Esta figurada fue creada con BioRender.com y modificada de (73). 

 

En condiciones patológicas como la EP, diversos autores han demostrado que se afecta 

la permeabilidad de la BHE. El primer estudio fue el de Kortekaas y colaboradores 

(2005) que evaluaron la actividad de la glicoproteína-P mediante la captura del fármaco 

[11C]-verapamilo. Dicha glicoproteína actúa como una bomba de eflujo molecular que 

bajo condiciones fisiológicas remueve el verapamilo del cerebro. Sin embargo, los 

pacientes con EP mostraron una concentración elevada del fármaco en el mesencéfalo 

(18%), contrario a lo esperado, lo cual puso en evidencia la disrupción de la BHE en la 

EP (74). Años más tarde, por medio de marcadores histológicos de proteínas séricas, 

hierro y extravasación de eritrocitos se confirmó la alteración de la permeabilidad de 

la BHE estriatal en pacientes con la EP (65) (Figura 3). Por otro lado, Al-Bachari y 

colaboradores (2020) mostraron mediante el uso de resonancia magnética que la BHE 

de pacientes con la EP se encuentra comprometida específicamente en la SN, la materia 

blanca y las regiones corticales posteriores (75).   
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En distintos modelos in vitro e in vivo de neuroinflamación, se ha encontrado que la 

liberación de citocinas pro-inflamatorias induce cambios en la estructura y función de 

la BHE.  En un estudio in vitro de la interacción entre la microglía activada por 

lipopolisacáridos (LPS) y la BHE, se asoció la disminución de la expresión de las 

proteínas de las uniones estrechas zonula occludens-1 (ZO-1) y ocludina con el 

aumento de IL-1β, TNFα, IL-1α y proteína inflamatoria de macrófagos-1α (MIP-1α). Por 

lo tanto, estas cuatro citocinas/quimiocinas podrían ser las responsables de aumentar 

la permeabilidad de la BHE a través del transporte paracelular (76). Mientras que en 

las fases tempranas de la neuroinflamación, la microglía activa expresa claudina-5 y 

envía prolongaciones a través de la lámina basal para contactar las células endoteliales 

para formar uniones estrechas que protejan la integridad de la BHE (77). Por otra parte, 

en un modelo murino de la EP inducido con 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina 

(MPTP) se encontró una mayor infiltración de albumina marcada con isocianato de 

fluoresceína (FITC) en la BHE estriatal, y la disminución de las proteínas ZO-1 y 

ocludina-1 (78). La disminución en la expresión de las proteínas de las uniones 

estrechas también se observó en el núcleo subtalámico de cerebros post mortem de 

pacientes con la EP (79). Además, se detectó una reducción en el inmunomarcaje para 

claudina-5 y VE-cadherina, las cuales son proteínas claves en el mantenimiento de la 

barrera vascular y en el establecimiento de las interacciones célula-célula de las células 

endoteliales vasculares, respectivamente. Por consiguiente, la disminución en la 

expresión de las proteínas de uniones estrechas y adherentes aumenta la 

permeabilidad de la BHE tal y como se observa en la EP (79) (Figura 3). 

Recientemente, en un modelo de la EP inducido por β-sitosterol β-D-glucósido (BSSG) 

se encontró que la destrucción de la BHE es necesario para que exista infiltración de 

leucocitos de la circulación periférica a la SNpc (Figura 3) (80). Esta nueva 

comunicación entre el cerebro y la periferia ofrece una ventaja para la administración 

no invasiva de nuevos tratamientos para la EP, como el uso de NPs (73). Sin embargo, 

para obtener resultados prometedores de estos nuevos agentes terapéuticos es 

necesario tener modelos experimentales apropiados que replique las cuatro marcas 

patológicas de la EP (81). 
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Figura 3. Alteraciones de la barrera hematoencefálica en la enfermedad de Parkinson. 

Disminuye la actividad en la glicoproteína-P, extravasación de eritrocitos, proteínas séricas, se 

reduce la expresión de las proteínas de las unión estrechas y adherentes que permiten la 

infiltración de linfocitos en el parénquima cerebral, Existe un aumento de especies reactivas de 

oxígeno, óxido nítrico y citocinas pro-inflamatorias que contribuyen al aumento de la 

permeabilidad de la BHE. Esta figura fue hecha en BioRender.com. Abreviaturas: EROs, 

Especies reactivas de oxígeno; ON, Óxido nítrico.  

 

1.4 Neuroinflamación en modelos experimentales de la enfermedad de 

Parkinson 

Los modelos animales empleados para estudiar el proceso neuroinflamatorio en la EP, 

se clasifican en: inflamatorios, basados en neurotoxinas y genéticos (82). Sin embargo, 

no todos presentan las cuatro marcas características de la EP; esto es, neuroinflamación 

asociada a astrocitos reactivos neurotóxicos A1, agregados patológicos de α-sinucleína, 

neurodegeneración dopaminérgica nigroestriatal, y alteraciones de la conducta motora 

y no motora (Tabla 1). Por consiguiente, la falta de modelos experimentales apropiados, 

repercuten de manera negativa en los resultados obtenidos en los estudios en fase 

clínica (81, 83).  
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El modelo inflamatorio más conocido es el inducido por el LPS, endotoxina de la 

membrana externa de las bacterias gram negativas, que ocasiona una respuesta 

inflamatoria mediante la activación del TLR4. Sin embargo, la EP no es una 

complicación neurológica común en individuos sépticos con alto contenido de LPS (82, 

84). Experimentalmente, la administración de LPS en la SNpc de ratas, activa a la 

microglía, aumenta los astrocitos reactivos y la producción de citocinas (pro-

inflamatorias y anti-inflamatorias), y disminuye el fenotipo dopaminérgico, sugiriendo 

que la neuroinflamación aguda puede conducir a la neurodegeneración dopaminérgicas 

(15). Es importante aclarar que en este modelo no se ha investigado la disrupción de la 

BHE, a diferencia de la administración sistémica de LPS, donde no aumenta la 

permeabilidad de la BHE (85). Sin embargo, al combinar el modelo de LPS inyectado vía 

intraperitoneal con el modelo basado en la neurotoxina MPTP, se detectó un aumento 

de la inmunoglobulina G (IgG) en el estriado y SN, indicando que la BHE se encuentra 

comprometida (86).  

Los modelos basados en potentes neurotoxinas tales como el de MPTP, 6-

hidroxidopamina (6-OHDA), y rotenona inducen la muerte preferencialmente de 

neuronas dopaminérgicas, posteriormente causan activación microglial y astrogliosis 

reactiva, se infiere que esta activación podría ser para remover los detritus celulares. 

Sin embargo, la desventaja de estos modelos basados en toxinas radica en que no 

desarrollar agregados patológicos de α-sinucleína. Por el contrario, la neurotoxina 

BSSG aislada de la harina elaborada a partir de semillas de la planta cícada (Cycas 

micronesica), origina la EP en las personas que la consumen habitualmente como 

sucedió con la población de chamorros nativa de la isla de Guam (87). Se ha sugerido 

que otras neurotoxinas contenidas en la planta cícada, son las responsables de causar 

la esclerosis lateral amiotrófica (ELA) y la enfermedad de Alzheimer (EA) en los indios 

chamorros. El conjunto de estas neuropatologías se conoce como la triada ELA/EP/EA. 

Dicha triada fue replicada en ratones que fueron alimentados con “pellets” 

suplementados con la harina de cícada (87). De manera semejante, las ratas 

alimentadas con “pellets” suplementados sólo con BSSG replicaron las cuatro marcas 

características de la EP en 8 meses después del inicio de la administración (10, 88). Sin 
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embargo, en este modelo a pesar de que se demostró el desarrollo de agregados 

patológicos de α-sinucleína de acuerdo con los estadios de Braak descritos para el 

humano, no se pudo demostrar la propagación tipo prion de dichos agregados. 

Tampoco se evaluó la inducción de los astrocitos reactivos neurotóxicos A1, pero sí la 

activación microglial (10, 88).  

Recientemente, nuestro equipo de trabajo demostró que la administración unilateral 

de BSSG (6 μg BSSG/ 1 μL de dimetil sulfóxido, DMSO) en la SN, reprodujo las cuatro 

marcas de la EP en la rata, entre estas la generación de agregados patológicos de α-

sinucleína en las neuronas dopaminérgicas de la SN del lado inyectado (89), (90). De 

manera interesante, los agregados patológicos de α-sinucleína invadieron las neuronas 

dopaminérgicas nigrales del lado contralateral asociándose con la neurodegeneración 

dopaminérgicas nigroestriatal. Además, estos agregado patológicos se propagaron a 

otras regiones cerebrales del mismo lado tales como bulbo olfatorio, hipocampo, 

corteza, locus coeruleus, SN y estriado (90). La afectación del bulbo olfatorio y de la 

corteza cerebral explican el desarrollo de alteraciones no motoras incluyendo la 

hiposmia, característica en la EP (89). Por otro lado, la administración de BSSG indujo 

a la neuroinflamación característica en la EP; esto es, activación microglial, liberación 

de citocinas proinflamatorias y la activación de astrocitos reactivos neurotóxicos A1, 

eventos también asociados a la progresión de la neurodegeneración del sistema 

nigroestriatal dopaminérgico (80). De interés para esta tesis, la neuroinflamación 

inducida por BSSG ocasiona apertura local de la BHE demostrada por la presencia de 

azul de Evans (AE; colorante que en condiciones fisiológicas no atraviesa la BHE), y la 

infiltración de linfocitos (80). 

Finalmente, los modelos genéticos de la EP incluyen animales transgénicos y animales 

transfectados por vectores virales basados en genes relacionados con la forma familiar 

de la EP (Konnova & Swanberg, 2018). Estos modelos tampoco exhiben la fisiopatología 

observada en la EP y no están completamente caracterizados (91, 92). Incluso, los 

animales transgénicos con mutaciones en los genes asociados con la EP familiar como 

SNCA, LRRK2, PINK1, DJ-1 y ATP13A2, no producen suficiente neurodegeneración nigral 

y síntomas típicos (93). Sin embargo, la participación de la neuroinflamación se ha 
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reportado en ratones transgénicos con la mutación A53T en el gen SNCA, la cual 

ocasiona la agregación de α-sinucleína, el deterioro de la señalización dopaminérgica y 

la plasticidad sináptica estriatal (94).  Con respecto a los animales transfectados con 

virus adeno-asociados (AAV, por sus siglas en inglés)-α-sinucleína, se ha encontrado 

que la sobrexpresión de α-sinucleína ocasiona la disminución de la expresión de RET 

dependiente de Nurr1 y en consecuencia bloquea la señalización de GDNF de las 

neuronas dopaminérgicas nigrales (95). Por el contrario, Su y colaboradores (2017) 

refutan esta posibilidad al mostrar que la presencia de los agregados de α-sinucleína no 

comprometía la señalización de GDNF en los modelos murinos y en muestras de 

pacientes con la EP, sugiriendo que el déficit se debe al modelo experimental empleado 

(96). Por lo tanto, estos resultados inconclusos encontrados en los distintos modelos 

experimentales deben interpretarse con precaución para evitar errores al trasladarse 

a ensayos clínicos (83).  

Tabla 1. Comparación entre las características de los modelos experimentales de la 

enfermedad de Parkinson. 

 Tipo de modelo 

Características LPS 6-

OHDA 

MPTP Rotenona BSSG Ratones 

transgénicos 

A53T 

Ratas con 

AAV-α-

sinucleína 

Progresivo No No No No Sí No No 

Alteraciones 

motoras 

Sí Sí Sí Sí Sí Sí Sí 

Alteraciones no 

motoras 

Sí Sí Sí Sí Sí Sí Sí 

Neurodegeneración Sí Sí Sí Sí Sí Sí Sí 

Agregados de α-

sinucleína 

No No No Sí Sí Sí Sí 

Neuroinflamación Sí No No No Sí Sí No 

Disrupción de la 

BHE 

No Sí Sí No Sí No Sí 
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Referencias (15, 

97) 

(98, 

99) 

(78) (100) 

(101) 

(80, 

90) 

(102) (103, 

104) 

Abreviaciones: 6-OHDA, 6-hidroxidopamina; BHE, Barrera hematoencefálica; BSSG, β-
sitosterol β-D-glucósido; LPS, Lipopolisacáridos; MPTP, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 
tetrahidropiridina; AAV, Virus adeno-asociado. 
 

1.5 GDNF: estructura, receptores y vías de señalización 

GDNF es una proteína de 134 aminoácidos que forma parte de la familia de ligandos de 

GDNF (GFLs, por su abreviación en inglés). En 1993, se aisló de un cultivo de astrocitos 

de rata y se identificó como un factor neurotrófico promotor de la supervivencia y 

diferenciación de neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo. Desde entonces ha sido 

propuesto como un candidato terapéutico de la EP  (19, 105). La expresión de GDNF 

aumenta durante el desarrollo embrionario y disminuye en la etapa adulta, 

restringiéndose a ciertas zonas del cerebro como corteza, hipocampo, estriado, SN, 

tálamo, cerebelo y medula espinal (106, 107). Desafortunadamente, existe una 

desregulación en la producción de GDNF asociada a cambios patológicos, por ejemplo, 

en pacientes con la EP se ha reportado una reducción significativa de GDNF nigral de 

dos a ocho veces en comparación con otros factores neurotróficos (108).  

La forma activa de GDNF consiste en un homodímero estabilizado por un enlace 

disulfuro y se une preferentemente al receptor alfa-1 de la familia de receptores a GDNF 

(GFRα1, por sus siglas en inglés), sin embargo, puede llegar a interactuar con GFRα2 y 

GFRα3. Una vez que GDNF está unido a GFRα1, forma un complejo el GDNF-GFRα1-RET 

con dos moléculas del receptor tirosina quinasa (RET). La formación del complejo 

ocasiona la transfosforilación de residuos de tirosina específicos (Y905, Y1015, Y1062 y 

Y1096) y activa dos vías de señalización: MAP cinasas y fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) 

/AKT. Ambas vías se encargan de promover la proliferación, migración, diferenciación, 

mantenimiento y supervivencia neuronal (109). Tanto GFRα1 como RET se expresan 

ampliamente en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (alrededor de 10,000-15,000 

neuronas dopaminérgicas) (110, 111). 

Por otra parte, GDNF puede tener una señalización vía independiente de RET, donde 

GDNF se une a GFRα1 y a la molécula de adhesión celular neural (NCAM) formando el 
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complejo GDNF-GFRα1-NCAM. Dicho complejo activa la vía de señalización de la cinasa 

de adhesión focal (FAK)/fyn que promueve la migración de células de Schwann, el 

crecimiento axonal, la adhesión celular y el crecimiento de neuritas. A su vez, la 

interacción directa entre NCAM y GDNF no activa la señalización intracelular, y en 

ausencia de GDNF, GFRα1 se une a NCAM inhibiendo la adhesión celular (105). También 

se ha observado que GDNF puede unirse a sindecan-3 y activar a la Src cinasa e inducir 

el crecimiento de neuritas y la propagación celular (105, 112).   

 

1.5.1 Disminución de GDNF en la enfermedad de Parkinson  
En los pacientes con la EP, se ha encontrado que el GDNF disminuye en regiones del 

sistema nigroestriatal, como la SNpc y el núcleo putamen (113). De la misma forma, 

existe una reducción significativa en los niveles de proteína de GDNF en el hipocampo, 

lo cual se asocia con el deterioro cognitivo incluso en ausencia de la pérdida neuronal 

(114). Por lo tanto, GDNF podría desempeñar acciones fisiológicas en la 

neurotransmisión del hipocampo similares a las del factor neurotrófico derivado del 

cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés) (115). Sin embargo, en otras áreas del cerebro 

como la corteza frontal y el cerebelo, no se alteran los niveles de proteicos de GDNF 

(113). 

Por otra parte, ha surgido un interés especial en los efectores de señalización de GDNF. 

En las neuronas nigrales con inclusiones de α-sinucleína de pacientes con la EP los 

niveles de proteína para el receptor RET y su molécula de señalización río abajo, 

proteína S6 fosfo-ribosomal (p-rpS6), se encuentran disminuidas significativamente. 

Estos resultados fueron recapitulados en un modelo de primates no humados que 

sobre-expresaban a la α-sinucleína humana mutante A53T. No obstante, la expresión 

remanente de RET en las neuronas nigrales es suficiente para activar a p-rpS6, y la 

presencia de la sinucleinopatía no es un impedimento para que GDNF ejerza su efecto 

trófico (116). 
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1.6 Efecto neuroregenerador y anti-neuroinflamatorio de GDNF en la 

enfermedad de Parkinson 

Los resultados de ensayos clínicos fase 1 y 2 utilizando la infusión crónica de GDNF en 

el putamen o intraventricular, no han sido alentadores (83, 117, 118). Debido a que no 

se han reportado efectos benéficos, pero sí efectos adversos severos en algunos 

pacientes como anorexia, pérdida de peso, hiponatremia, parestesia, fenómeno de 

Lhermitte y eventos adversos relacionados a la implantación de dispositivos (catéteres 

para la infusión de GDNF) (83). Por consiguiente, se ha propuesto el uso de terapia 

génica como una alternativa (83). Esta propuesta ha sido apoyada por los resultados 

favorables utilizando vectores lentivirales para transducir el transgén GDNF en el 

núcleo estriado de ratas lesionadas con 6-OHDA (119, 120). Incluso, se ha logrado 

neuroprotección y neuroregeneración con el trasplante de las células troncales 

mesenquimales derivadas de adipocitos (hAMSCs, por sus siglas en inglés) y 

genéticamente modificadas por vectores virales para producir GDNF (25). El trasplante 

de estas células en el estriado de ratones lesionados con 6-OHDA aumentó el número 

de neuronas dopaminérgicas en la SN y disminuyó los síntomas motores (25). Con el 

propósito de aplicar tratamientos menos invasivos, se ha probado la administración 

intravenosa de macrófagos genéticamente modificados para producir GDNF en el ratón 

transgénico Parkina Q311X(A), el cual presenta un curso lento y progresivo de la 

enfermedad con inflamación cerebral moderada, ocasionada por la mutación del gen 

PARKIN. Este abordaje disminuyó la neurodegeración inducida por la expresión de 

PARKIN mutada y disminuyó la microgliosis y astrogliosis, sugiriendo un efecto anti-

neuroinflamatorio adicional (21). En el modelo de ratas lesionadas con 6-OHDA, se ha 

confirmado este efecto anti-neuroinflamatorio utilizando microburbujas de GDNF 

administradas en el estriado, donde los niveles de la citocina pro-inflamatoria TNF-α 

disminuyeron significativamente (121). Además, otros autores han reportado este 

efecto anti-neuroinflamatorio de GDNF en la EP (Tabla 2) y un posible efecto anti-α-

sinucleína (22).  
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Tabla 2. Efecto anti-neuroinflamatorio de GDNF en la enfermedad de Parkinson. 

Modelo experimental/ 

Tipo de terapia con GDNF  

Resultados relevantes  Mecanismo propuesto Ref. 

Cultivos microgliales del 

mesencéfalo de rata 

activados por Zymozan A/ 

Terapia con GDNF derivado 

de astrocitos. 

GDNF disminuyó la 

activación microglial en 

un modelo de 

neuroinflamación in 

vitro.  

Activación del complejo 

GFRα1-RET y la 

inhibición de la vía de 

señalización FAK.  

(20) 

Ratón knockdown GDNF+/- 

(12 meses de edad)/ 

Inyección estereotáxica 

bilateral de GDNF (10 μg de 

GDNF por cada hemisferio) 

en el estriado. 

GDNF atenuó del 

deterioro motor y los 

niveles de dopamina 

nigroestriatal. 

Reducción de la 

expresión de COX-2 y 

aumento de SOD-2 en la 

SN, lo que sugiere la 

disminución de la 

activación microglial.  

(122) 

 

Cultivo microglial de rata 

activado por LPS/ Terapia 

con rhGDNF (50 ng/mL, 

antes de administrar LPS). 

rhGDNF  atenuó la 

síntesis de ON y iNOS, y 

la expresión de COX-2, 

IL-6, IL-1β, y TNF-α. 

Inhibición de la 

activación microglial por 

la reducción en la 

fosforilacion de p38.  

(123) 

 

Modelo de 6-OHDA en rata/ 

Liberación intraestriatal de 

GDNF por LCM (1.5 mg/k, 3 

días después de la inyección 

de 6-OHDA). 

GDNF redujo los niveles 

de caspasa-3 y TNF-α, y 

activación de la 

microglía.  

Reducción de la 

activación de la 

microglía al disminuir la 

expresión de MMP-9 y 

MHCII. 

(121) 

Inyección intercutánea de 6-

OHDA en ratón/ Macrófagos 

transfectados con GDNF (i.v. 

1x106 células/ 100 μl, 2 días 

después de 6-OHDA).  

El tratamiento 

disminuyó la microglía 

activa en la SNpc.  

Los macrófagos 

migraron al sitio de 

inflamación y 

modularon la activación 

de las células gliales. 

(124) 

Inyección intraperitoneal de 

MPTP en ratón/ 

Administración IN de GDNF 

GDNF disminuyó la 

microglía activa. 

Reducción de la 

microglía activa al 

modular la 

neuroinflamación.  

(24) 
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en un nanovector de lípidos 

conjugado con péptidos.  

Ratón transgénico Parkina 

Q311X(A) (4 meses de 

edad)/ Administración de 

GDNF-macrófagos (i.v. 2 x 

106 células/100 μl/ratón, 

una vez por semana por 3 

semanas) 

El tratamiento 

disminuyó de la 

microgliosis y 

astrogliosis. 

Efecto anti-

neuroinflamatorio al 

modular la activación 

microglial. 

(21) 

Inyección intraperitoneal de 

MPTP 2 veces por semana 

por 3 semanas/ Entrega de 

GDNF vía sistema UTMD (3.6 

x 108 MBs/mL, dos veces por 

3 semanas, 1 día después de 

administrar MPTP) 

GDNF redujo la 

apoptosis y la 

astrogliosis. 

Reducción en la 

liberación de iones de 

calcio y la expresión de 

la proteína apoptótica 

caspasa-3.  

(125) 

Abreviaturas: 6-OHDA, 6-hidroxidopamina; COX-2, Ciclooxigenasa 2; GDNF, Factor 

neurotrófico derivado de la glía; GFRα1, Receptor alfa-1 de la familia GDNF; i.v., intravenoso; IL, 

Interleucina; IN, Intranasal; iNOS, Óxido nítrico sintasa; LPS, Lipopolisacáridos; MBs, 

Microburbujas; MHCII, Complejo mayor de histocompatibilidad 2; MMP-9, Metaloproteinasa-9; 

MPTP, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina; ON, Óxido nítrico; p38, Proteína cinasa 

activada por mitógenos; RET, Receptor tirosina quinasa; rhGDNF, GDNF - Factor neurotrófico 

derivado de la glía humano recombinate; SNpc, Substantia nigra pars compacta; SOD-2, 

Superóxido dismutasa 2; TNF-α, Factor de necrosis tumoral α; UTMD, Destrucción de 

microburbujas dirigido por ultrasonido. 

 

1.7 Nanopartículas de GDNF como tratamiento para la enfermedad de Parkinson 

El surgimiento de la nanobiotecnología ha favorecido la utilización de NPs de 1-100 nm 

como vehículos prometedores versátiles para el envío de genes como alternativa a los 

vectores virales (126). En el modelo de lesión con 6-OHDA, se demostró que la 

administración intravenosa de GDNF encapsulado en NPs conjugadas con angiopep, 

péptido que utiliza la transcitosis de la proteína 1 relacionada con el receptor de 
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lipoproteínas de baja densidad (LRP1), promovió la recuperación del fenotipo 

dopaminérgico (127). Resultados semejantes se obtuvieron con la administración 

intravenosa del plásmido de GDNF encapsulado en NPs formadas a partir de la 

congulación de polietilenimina (PEI) y polietilenglicol, y con aplicación de ultrasonido 

focalizado (128). 

Otro tipo de nanovector empleado para terapia génica es el NTS-poliplex, sistema de 

nanopartículas compuesto por un vector de neurotensina y un complejo péptido 

cariofílico-plásmido (ADNp). El vector de neurotensina es el conjugado de neurotensina 

y péptido fusogénico con poli-L-lisina. Mientras que el complejo péptido cariofílico-

ADNp, se forma por la unión electrostática del péptido cariofílico y el gen de interés 

GDNF con el promotor NBRE3X. Cada uno de los componentes del NTS-poliplex 

desempeñan una función importante para internalizarse en las células (27). El ligando 

neurotensina activa la endocitosis mediada por receptor en las células que presenten el 

receptor de neurotensina 1 (NTSR1, por sus siglas en inglés), el cual se encuentra 

densamente expresado en las neuronas dopaminérgicas nigrales (129). Por otra parte, 

el péptido fusogénico permite el escape oportuno de la endosoma y el péptido 

cariofílico direcciona el gen al núcleo. El gen se transcribe únicamente en las neuronas 

dopaminérgicas, debido la alta densidad de NTSR1 y al promotor NBRE3X, específico 

para esas neuronas (Figura 4)(27, 130).   

Ensayos preclínicos de terapia génica con el gen GDNF contenido en las nanopartículas 

de NTS-poliplex inyectadas en la SN de ratas con hemiparkinsonismo demostraron la 

reversión de la discapacidad motriz, la recuperación del contenido de dopamina en el 

estriado y SN, y una recuperación significativa de las neuronas dopaminérgicas y de la 

inervación estriatal (Gonzalez-Barrios et al., 2006). Recientemente, se logró 

implementar en las NPs-GDNF el elemento de respuesta a tetraciclina (TRE, por sus 

siglas en inglés) para inducir la expresión regulada de GDNF mediante la 

administración de doxiciclina, con el propósito de evitar los efectos adversos 

ocasionados por el exceso de GDNF como la inervación aberrante de las fibras 

dopaminérgicas (23, 130).  
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Hasta el momento se ha reportado que GDNF tiene un efecto neuroregenerador y un 

posible efecto anti-neuroinflamatorio, y haciendo uso de vehículos como células y NPs, 

pueden atravesar la BHE. Sin embargo, no se conoce si las NPs que emplean el sistema 

NTS-poliplex con el gen para hGDNF pueden atravesar la BHE en un modelo donde se 

encuentra abierta, como en el modelo de BSSG. 

 

 

Figura 4. Nanopartículas de hGDNF y su internalización en las neuronas dopaminérgicas. Esta 

figura fue creada con BioRender.com. Abreviaciones: NTSR1, Receptor de neurotensina 1. 

 

2. Planteamiento del problema  
La EP es el segundo trastorno neurodegenerativo más frecuente a nivel mundial, 

multifactorial, y que hasta la fecha carece de un tratamiento oportuno y eficaz. Por 

consiguiente, se han intentado desarrollar terapias más efectivas que puedan satisfacer 

las desventajas actuales. Los abordajes experimentales con base en factores 

neurotróficos ofrecen la posibilidad de detener la degeneración y restaurar el sistema 

dopaminérgico nigroestriatal. Sin embargo, aún se ignora si pueden evitar la generación 

y propagación de los agregados patológicos de α-sinucleína, que inducen 

neuroinflamación y neurodegeneración.   Se ha sugerido al GDNF, como un factor 

neurotrófico prometedor en la terapéutica de la EP, debido a sus efectos 

neuroprotectores, neuroregeneradores y posiblemente anti-neuroinflamatorios y anti-

α-sinucleína.  No obstante, en los ensayos clínicos empleando GDNF en pacientes con 

EP, no han sido exitosos y se ha debatido si la presencia de agregados de α-sinucleína 
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podría comprometer la efectividad de los tratamientos.  Otro de los inconvenientes es 

que no atraviesa la BHE y en consecuencia la vía de administración es extremadamente 

invasiva (inyección intracerebroventricular, inyección intraputaminal, infusión por 

catéter, entre otros) asociándose a efectos adversos severos en los pacientes. 

Recientemente se ha sugerido que la neuroinflamación en la EP promueve un aumento 

en la permeabilidad de la BHE, representando una ventaja para la administración de 

fármacos vía sistémica.  Por tanto, se requiere corroborar esa hipótesis empleando un 

modelo animal que mimetice los sellos patognomónicos de la EP, entre ellos ruptura de 

la BHE. El modelo murino generado por la administración única e intranigral del 

neurotóxico BSSG, representa un modelo fidedigno para la EP, debido a que desarrolla 

alteraciones motoras y no motoras, neurodegeneración del sistema nigroestriatal, 

agregados patológicos de α-sinucleína que se propagan como prion, neuroinflamación, 

infiltrado linfocítico, y apertura de la BHE. 

Por lo tanto, este proyecto busca conocer si el envío dirigido del gen hGDNF por el 

sistema de NPs NTS-poliplex puede atravesar la BHE, cuando se administre vía arteria 

carótida interna (ACI) en el modelo murino parkinsoniano de BSSG. Por consiguiente, 

se plantearon las siguientes preguntas científicas: 

1. ¿Cuánto tiempo permanecerá permeable la BHE en el modelo murino 

parkinsoniano de BSSG? 

2. ¿La intervención de la ACI generará daño en la funcionalidad sensoriomotora?  

3. ¿Las NPs GFP y hGDNF atravesarán la BHE en el modelo murino parkinsoniano 

de BSSG? 

3. Hipótesis  
Las NPS-hGDNF administradas por vía sistémica atravesarán la BHE, en el modelo 

parkinsoniano de BSSG. 
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4. Objetivos 

4.1 Objetivo general 

Evaluar si las nanopartículas de hGDNF administradas por vía ACI atraviesan la BHE y 

transfectan el gen hGDNF en las neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra de 

ratas parkinsonianas con agregados de α-sinucleína.  

 

4.2 Objetivos específicos  

1. Analizar la funcionalidad sensoriomotora posterior a la intervención vía ACI. 

2. Determinar el curso temporal de la permeabilidad de la BHE en el modelo 

murino parkinsoniano de BSSG.  

3. Determinar la expresión de GFP y hGDNF en las neuronas dopaminérgicas 

nigrales del modelo animal de BSSG. 

 

5. Métodos  

5.1 Declaración ética para el uso y manejo de animales experimentales  

Este proyecto se realizó bajo el protocolo experimental #162-15 aprobado por el 

Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Centro de 

Investigación y Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAV) y por el comité interno de 

ética de la FES-Iztacala (protocolo experimental I-186), ambos con base en la norma 

oficial mexicana NOM-062-ZOO-1999. Las ratas Wistar macho (210-230 g) se 

mantuvieron bajo condiciones estándar de ciclos invertidos de luz-oscuridad de 12 h, 

temperatura de 22 ± 2 °C y humedad relativa de 60 ± 5%, con comida y agua ad libitum.   

 

5.2 Grupos experimentales 

Los animales (n = 35) fueron asignados aleatoriamente en los siguientes grupos 

experimentales (Tabla 3): 1) ratas intactas (sin lesión estereotáxica) más 

administración de azul de Evans (AE) vía ACI (n = 4); 2) ratas intactas (sin lesión 

estereotáxica) más administración de AE vía ACE (n = 3); 3) DMSO; inyección 

estereotáxica de DMSO más administración vía intravenosa (i.v.) de AE a los 4 y 7 días 
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(n = 3); 4) Parkinsonismo-AE i.v.; ratas parkinsonianas (4, 7, 10 y 15 días después de 

lesión con BSSG) más administración con AE vía i.v. (n = 3); 5) Parkinsonismo-AE ACI; 

ratas parkinsonianas (7 días después de lesión con BSSG) más administración con AE 

vía ACI (n = 4); 6) Parkinsonismo; ratas parkinsonianas (12 días después de lesión con 

BSSG) (n = 3); 7) Parkinsonismo-NPs hGDNF intranigral (IN); ratas parkinsonianas (7 

días después de lesión con BSSG) más administración vía IN hGDNF (n = 3); 8) 

Parkinsonismo-NPs hGDNF ACI; ratas parkinsonianas (7 días después de lesión con 

BSSG) más administración vía ACI con NPs-hGDNF (5 días) (n = 3).  

 

Tabla 3. Ensayos, grupos y cantidad de animales empleados para cada ensayo. 

Ensayos (n = 3) Grupos Ratas 

Permeabilidad de la BHE 

(Objetivos 1 y 2) 

1) Intactas-AE ACI  

2) Intactas-AE ACE 

3) DMSO 

4) Parkinsonismo-AE i.v. 

5) Parkinsonismo-AE ACI 

4 

3 

3 

12 

4 

Expresión de hGDNF 

(Objetivo 3) 

1) Parkinsonismo 

2) Parkinsonismo-NPs hGDNF IN 

3) Parkinsonismo-NPs hGDNF ACI 

3 

3 

3 

Total 

35 ratas 

Abreviaturas: ACE, Arteria carótida externa; ACI, Arteria carótida interna; AE, Azul de Evans; 

BHE, Barrera hematoencefálica; DMSO, Dimetil sulfóxido; hGDNF, Factor neurotrófico derivado 

de la glía humano; i.v., Intravenosa; NPs, nanopartículas.  

 

5.3 Generación de ratas parkinsonianas con β-sitosterol β-D- glucósido 

Las ratas se anestesiaron empleando una mezcla de xilacina/ketamina (10 mg/kg/ 100 

mg/kg, i. p.) y se colocaron en el aparato estereotáxico (Stoelting; Wood Dale, IL, USA). 

Para establecer las coordenadas estereotáxicas, se realizó un trepano y se inyectó 1 μL 

del colorante fucsina ácida, mediante una aguja dental roma de calibre 20 arriba de la 
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SNpc izquierda. Las coordenadas estereotáxicas fueron anteroposterior (AP), +3.2 mm 

del punto medio interaural; mediolateral (ML), +2.1 mm de la sutura intraparietal; 

dorsoventral (DV), -6.7 mm de la duramadre. Una vez establecidas las coordenadas se 

administraron 6 μg del neurotóxico BSSG (MedChemExpress; Monmouth Junction, NJ, 

EE. UU.) disuelto en 1 μL de DMSO (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EE. UU.) (90, 135). La 

infusión se realizó con ayuda de una bomba de microperfusión (Stoelting; Wood Dale, 

IL, USA) a una velocidad de 0.16 μL/min. Al término de la administración, la aguja 

permaneció en el cerebro por 5 min y luego se retiró lentamente para evitar el reflujo 

de la solución administrada. Se suturó la herida quirúrgica y se trató con una mezcla de 

oxitetraciclina y polimixina B (Pfizer; Toluca, México). Las ratas se mantuvieron en una 

caja individual con calor hasta completar su recuperación.  

 

5.4 Evaluación de la permeabilidad de la barrera hematoencefálica 

Para evaluar la permeabilidad de la BHE se administró el colorante AE al 2% (peso 

molecular de 69 kDa, tomando en cuenta la unión de la albumina al colorante) en 

solución amortiguadora de fosfatos (PBS) por la vena caudal (4 mL/kg) y ACI izquierda 

(2 mL/kg, sin controlar la velocidad de administración) a los 4, 7, 10 y 15 días después 

de la inyección estereotáxica con BSSG, con el objetivo de determinar el curso temporal 

en el cual la BHE se encuentra permeable (80, 136) (Figura 4). Las ratas se anestesiaron 

empleando una mezcla de xilacina/ketamina (10 mg/kg/ 100 mg/kg, i. p.) para realizar 

la administración del AE. Después de 24 horas, los animales se anestesiaron 

profundamente con pentobarbital (50 mg/kg, intraperitoneal) y se perfundieron 

transcardialmente con 200 mL de PBS y 200 mL de paraformaldehído (PFA) al 4% en 

PBS.  

Al finalizar la perfusión, se removieron los cerebros, se fijaron con PFA al 4% durante 

24 h y se seccionaron en rebanadas coronales de 500 μm con un vibratomo (Leica 

Microsystems Inc, VT1200S; Buffalo Grove, IL, USA).  

Posteriormente, se observó la presencia del AE en dos cortes anatómicos mediante 

campo claro con un estereomicroscopio Leica MZ6 equipado con una cámara digital 
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(Heidelberg, Germany) y se cuantificó la densidad de intensidad bruta usando el 

software ImageJ v.1.46r (National Institutes of Health; Bethesda, MD). 

 

5.4.1 Administración vía arteria carótida interna y externa  

Para realizar la administración vía ACI se diseñó un protocolo tomando como referencia 

el trabajo de otros autores (137-139).  Previo a la administración, se elaboraron 

catéteres para administrar el AE y las NPs empleando la punta de una aguja dental roma 

de calibre 20 (8 mm de largo), unida a una tubería PTFE STT-28 (tubing, Light Wall, 

W17716) marcada cada 5 μL para regular el volumen y la velocidad de administración  

(5 μL/min) y evitar hemorragias subaracnoideas (138). Las ratas se anestesiaron 

empleando una mezcla de xilacina/ketamina (10 mg/kg/ 100 mg/kg, i. p.) y se 

colocaron en posición supina, se esterilizó el área cervical ventral con etanol al 70% y 

posteriormente se rasuraron. Para disecar la arteria carótida común (ACC), se realizó 

una incisión en el cuello debajo de la mandíbula hasta arriba del esternón (3 a 4 cm 

aproximadamente). Primero, se separó el tejido conectivo y adiposo para exponer la 

tráquea y se colocó un objeto redondo pequeño con diámetro de 7 mm en la zona dorsal 

cervical, con el objetivo de mantener una hiperextensión cervical y exponer la tráquea. 

Después, se retrajeron con ganchos los músculos esternohioideo, esternomastoideo y 

digástrico del lado izquierdo de la tráquea, y se localizó la ACC palpitando paralela a la 

tráquea, se removió con pinzas la fascia que cubría a la arteria carótida común, externa 

(ACE) e interna con precaución de no perforar la arteria o dañar el nervio vago. Una vez 

aislada la arteria se ataron dos nudos con seda quirúrgica 4.0, uno arriba de la 

bifurcación de la arteria carótida común que da origen a la ACE y otro en la parte más 

baja de la arteria carótida común. El propósito de este último nudo fue reducir la 

velocidad del flujo sanguíneo, para evitar hemorragia al momento de realizar la 

administración. En el caso de la administración vía ACE, se ligó la ACI y se dejó libre la 

externa. Por último, se realizó la administración insertando la punta del catéter en la 

arteria carótida común con dirección hacia la ACI. El volumen y velocidad de 

administración para las NPs fue de 40 μL a 5 μL/min. Cabe enfatizar que durante la 

administración la arteria carótida común permaneció ligada por un tiempo no mayor a 
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10 min para evitar ocasionar un accidente cerebrovascular o déficits motores 

permanentes (140). Al finalizar la administración, se dejó 1 min el catéter dentro de la 

arteria y al removerlo se aplicó hemostasia a través de la compresión por 1 min. Se 

quitaron los nudos y ganchos colocados anteriormente, y se cerró la incisión usando 

una aguja y seda quirúrgica.    

   

5.5 Prueba de colocación de extremidades anteriores evocadas por vibrisas 

La prueba de vibrisas se realizó para determinar la afección sensoriomotora bilateral 

posterior a la intervención vía ACI. Esta prueba nos permite evaluar la asimetría en la 

corteza sensoriomotora y el estriado (141). Las ratas se sostuvieron cuidadosamente 

del torso y sus vibrisas se estimularon con el borde una mesa, desencadenando una 

respuesta ipsilateral de la extremidad anterior, es decir, la rata colocó su pata anterior 

en la superficie de la mesa (colocación exitosa). Se contó en un máximo de 10 eventos, 

el número de colocaciones exitosas de las extremidades anteriores contralaterales e 

ipsilaterales a la lesión (89). 

 

5.6 Síntesis de las Nanopartículas de hGDNF 

Se siguió el protocolo de Arango-Rodríguez y colaboradores (2006) para la síntesis del 

acarreador NTS-poliplex utilizando Succinimidil 6-(3 (2-piridildithio) propionamido) 

hexanoato (LC-SPDP) para entrecruzar la neurotensina (Sigma, St. Louis, MO, USA) y el 

péptido fusogénico (PF, GLFEAIAEFIEGGWEGLIEGCAKKK; pureza N90%; SynPep, 

Dublin, CA, USA) con poli-L-lisina (48 kDa).  Los derivados de SPDP y el conjugado de 

neurotensina-SPDP-(FP-SPDP)-poli-L-lisina (acarreador de neurotensina) se 

purificaron por cromatografía de filtración en gel. Dicho conjugado se concentró en 1 

mL, se dializó contra PBS (pH 7.4) y se esterilizará por filtración.  

Para la formación de las NPs, se formó primero el complejo péptido cariofílico (PK)-

ADN plasmídico (ADNp), mediante la unión electrostática entre el PK con carga neta 

positiva y el polianión ADNp (pNBRE3x-hGDNF). La relación molar óptima de los 
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componentes de las NPs se determinó mediante microensayos de retención y retardo 

(23, 142). 

 

5.7 Determinación de la expresión de hGDNF en las neuronas dopaminérgicas 

nigrales  

Para los estudios de transfección de las neuronas dopaminérgicas nigrales, se exploró 

la presencia del plásmido NBRE3x-hGDNF en la SNpc de ratas parkinsonianas con 

agregados de α-sinucleína, se determinó 5 días después de la administración vía ACI de 

las NPs de GFP y hGDNF (Figura 5). De acuerdo con lo descrito en el apartado 5.5, las 

ratas se anestesiaron profundamente, se perfundieron intracardialmente y los cerebros 

se fijaron durante 24 horas en PFA al 4% y posteriormente se colocaron en sacarosa al 

30% para su crio protección por 72 hrs. En este caso se realizaron rebanadas de 35 µm 

de espesor utilizando un micrótomo de deslizamiento (Leica SM1100; Heidelberg, 

Alemania). También se realizaron ensayos de inmunohistoquímica empleando un 

anticuerpo contra hGDNF y se contra tiñeron con Nissl para delimitar los somas 

neuronales correspondientes a la SNpc. Estas técnicas se realizaron siguiendo el 

protocolo descrito en el siguiente apartado.  

 

5.8 Inmunohistoquímica 

Las rebanadas cerebrales obtenidas se permeabilizaron mediante incubación con PBS/ 

Tritón X-100 0.3% (PBS/ Tritón), 3 veces por 5 minutos cada una. Para eliminar la 

actividad de la peroxidasa endógena, las rebanas se incubaron con peróxido de 

hidrogeno 3% en PBS y 10% de metanol por 10 min a TA (80, 90). Con el propósito de 

evitar la unión inespecífica de los anticuerpos, se bloquearon con albumina al 0.2% 

(Invitrogen; Carlsbad, CA, EE. UU.) en PBS/Tritón por 1 h a temperatura ambiente (TA) 

y se realizaron lavados. Después, para identificar si las nanopartículas fueron capaces 

de atravesar la BHE, los tejidos se incubaron con el anticuerpo primario policlonal anti-

hGDNF de conejo (1:100; Abcam; Cambridge, RU).  Subsecuentemente se incubó por 1 

hora a TA con el anticuerpo secundario acoplado a la peroxidasa de rábano IgG (HRP, 

por sus siglas en inglés) hecho en burro anti-conejo (1: 500; Zymed; Cambridge, MA, EE. 
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UU.). Las tinciones se revelaron utilizando 3′3-diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich; 

St. Louis, MO, EE. UU.) / peróxido de hidrogeno al 0.7 % y los tejidos se montaron en 

portaobjetos gelatinizados. Posteriormente los tejidos se contra tiñeron con la técnica 

de Nissl, utilizándose el colorante violeta de cresilo (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA) 

y se colocó la resina DPX (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EE. UU.) para subsecuentemente 

analizarlos con un microscopio equipado con objetivos de 5 y 20 x (Leica Microsystems, 

Nussloch, Germany) en tres niveles anatómicos de la SNpc (rostral, medial y caudal) 

(Figura 5).  

  

Figura 5. Diseño experimental. El curso temporal de la permeabilidad de la barrera 

hematoencefálica (BHE) se analizó los días 4, 7, 10 y 15 días posterior a la lesión con β-sitosterol 

β-D-glucósido (BSSG). Posterior a la administración vía arteria carótida interna (ACI) se realizó 

la prueba de vibrisas. Los tratamientos con nanopartículas (NPs) se administraron al día 7, y la 

expresión de GFP y hGDNF se evaluó a través de ensayos de inmunohistoquímica a los 5 días 

post-transfección. Esta figura fue creada con BioRender.com.  

 

5.9 Análisis estadísticos  

Todos los ensayos se realizaron por triplicado y se graficó la media ± error estándar. Se 

llevó a cabo una prueba de homogeneidad de datos y un análisis de variancia (ANOVA) 

de una vía mediante la comparación de medias por la prueba post hoc Turkey para 

determinar las diferencias significativas entre los grupos. Se utilizó programa Graphpad 

Prism 5.0 (GraphPad Software Inc; La Jolla, CA, USA) para el análisis estadístico y 

obtención de gráficos. La significancia se estableció en p < 0.05.  
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6. Resultados  

6.1 Generación de ratas parkinsonianas con β-sitosterol β-D-glucósido 

Para generar el modelo parkinsoniano con BSSG, primero se estandarizaron las 

coordenadas estereotáxicas del sitio de lesión con fucsina acida. El objetivo fue que el 

colorante quedará localizado por arriba de la SNpc izquierda y de este modo no 

ocasionar un daño mecánico directo. Las coordenadas estereotáxicas establecidas a 

partir del bregma fueron: AP +3.2, ML +2.1 y DV -6.7 (Figura 6). 

 
Figura 6. Fotografías representativas del sitio de inyección con fucsina ácida por arriba de la 

SNpc en el mesencéfalo. Imágenes representativas de cortes cerebrales coronales de rata: a) 

Interaural +2.64 mm; b) Interaural +3.12 mm.   

 

6.2 Extravasación del azul de Evans en el cuerpo de la rata  

Para evaluar la permeabilidad de la BHE con el colorante AE, se estandarizaron tres vías 

de administración: intravenosa, ACE y ACI. Para la administración intravenosa, el 

colorante AE se inyectó por la vena caudal (Figura 7a). Inmediato a la administración 

del colorante, la rata adquirió una coloración azul en las orejas, ojos, nariz, vestíbulo de 

la nariz, patas y cola (Figura 7 b-d).   

En la administración vía carótida interna se observó la extravasación del colorante 

únicamente en el ojo y vestíbulo de la nariz izquierda (Figura8a-d).  Por otra parte, 

como control para determinar que el AE se estaba administrando correctamente por la 

ACI, se suministró el colorante vía ACE (Figura 9a) y se observó una coloración azul 
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exclusivamente en la oreja izquierda de las ratas, ipsilateral a la administración del AE 

(Figura 9b-d). 

 

Figura 7. Administración de azul de Evans (AE) vía intravenosa (i.v.). a) Esquema 

representativo de la administración por la vena caudal. Extravasación del AE en: b) orejas, ojos 

y nariz; c) vestíbulo de la nariz y patas; d) cola. Inciso a) creado con BioRender.com. 
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Figura 8. Administración del azul de Evans (AE) vía arteria carótida interna (ACI). a) Esquema 

representativo de la administración vía ACI; b-c) Extravasación del AE en la oreja izquierda; d) 

Diagrama de la irrigación sanguínea del ojo y vestíbulo de la nariz, donde con números se 

denota la ACI (1), ACE (2), arteria oftálmica (3), arteria etmoidal anterior (4) y arteria etmoidal 

posterior (5).  Inciso a) y b) creado con BioRender.com. 
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Figura 9. Administración del azul de Evans (AE) vía arteria carótida externa (ACE). a) Esquema 

representativo de la administración vía ACE; b-c) Extravasación del AE en la oreja izquierda; d) 

Diagrama de la irrigación sanguínea de la oreja, donde con números se denota la arteria 

carótida interna (ACI) (1), ACE (2), arteria auricular posterior (3) y arteria temporal superficial 

(4). Inciso a) y b) creado con BioRender.com. 
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6.3 La administración vía arteria carótida interna no desencadena alteraciones 

sensoriomotoras 

Para determinar que el BSSG ocasiona disfunción sensoriomotora y que la 

administración vía ACI no desencadena esta afección, se realizó la prueba de vibrisas al 

grupo de DMSO, parkinsonianas (15 días post-DMSO y -BSSG, n= 3), y a las ratas 

parkinsonianas (15 días post-BSSG, n = 3) antes y después de la administración de AE. 

Al comparar el grupo DMSO contra el grupo parkinsoniano (BSSG ipsilateral y 

contralateral), se encontraron diferencias significativas (p ≤ 0.05) (Figura 10). Por otra 

parte, no se observó un efecto significativo (p > 0.05) entre los grupos después de la 

administración (BSSG + ACI, ipsilateraL y contralateral) con respecto al grupo previo a 

la lesión (BSSG, ipsilateral y contralateral) (Figura 11). 

 

Figura 10. Alteraciones sensoriomotoras en la rata después de administrar dimetil sulfóxido 

(DMSO) y β-sitosterol β-D-glucósido (BSSG). Los datos se presentan como promedio ± error 

estándar, n = 3 por grupo, a los cuales se les realizó ANOVA de una vía y la prueba post hoc 

Turkey. *p <0.05, cuando el grupo control DMSO es comparado contra el de BSSG. 
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Figura 11. Alteraciones sensoriomotoras en la rata antes y después de la administración vía 

arteria carótida interna (ACI). Los datos se presentan como promedio ± error estándar, n = 3 

por grupo, a los cuales se les realizó ANOVA de una vía y la prueba post hoc Turkey. ns= no 

significancia estadística.  

 

6.4 Aumento de la permeabilidad de la barrera hematoencefálica al azul de Evans 

en ratas parkinsonianas 

Para evaluar la permeabilidad de la BHE en ratas control, control DMSO y 

parkinsonianas, se administró el colorante AE vía intravenosa y ACI. Se observó una 

coloración azul por arriba de la SNpc en los cortes coronales interaural 2.64 y 3.24 mm 

del cerebro de ratas entre los 4-7 días después de la inyección estereotáxica con DMSO 

y BSSG (Figura 12). Sin embargo, no hubo diferencias significativas (p > 0.05) entre los 

grupos BSSG i.v. y ACI (Figura 13). De la misma forma, se evaluó el curso temporal de la 

permeabilidad de la BHE a los 4, 7, 10 y 15 días, donde se encontró la presencia del AE 

únicamente a los días 4 y 7 (Figura 14).  Sin embrago, solo se evidenció incremento 

significativo (p ≤ 0.05) de la permeabilidad de la BHE en el grupo lesionado con BSSG 4 

d, con respecto a los demás grupos. Además, no se observaron diferencias significativas 

(p > 0.05) entre el grupo DMSO y los grupos BSSG 10 y 15 días (Figura 15).  
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Figura 12. Permeabilidad de la barrera hematoencefálica a los 4-7 días después de administrar 

dimetil sulfóxido (DMSO) y β-sitosterol β-D-glucósido (BSSG). Administración de azul de Evans 

(AE) vía intravenosa (i.v.) y arteria carótida interna (ACI). Micrografías representativas de la 

extravasación del AE en cortes cerebrales coronales en las coordenadas interaurales +2.64 y 

+3.24 mm, de acuerdo al atlas de Paxinos & Watson (2007).  

 

Figura 13. Cuantificación de la extravasación del azul de Evans (AE) en el cerebro a los 4-7 días 

después de la administración de dimetil sulfóxido (DMSO) y β-sitosterol β-D-glucósido (BSSG). 

Administración de AE vía intravenosa (i.v.) y arteria carótida interna (ACI). Los datos se 

presentan como promedio ± error estándar, n = 3 por grupo, a los cuales se les realizó ANOVA 

de una vía y la prueba post hoc Turkey. ns= no significancia estadística.  
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Figura 14. Curso temporal de la permeabilidad de la barrera hematoencefálica con azul de 

Evans (AE) administrado vía intravenosa después de la inyección estereotáxica con dimetil 

sulfóxido (DMSO) y β-sitosterol β-D-glucósido (BSSG). Micrografías representativas de cortes 

cerebrales coronales del grupo de DMSO y 4, 7, 10 y 15 días posteriores a la administración de 

BSSG.  

 

Figura 15. Cuantificación de la extravasación del azul de Evans (AE) en el cerebro a los 4, 7, 10 

y 15 días después de la administración de dimetil sulfóxido (DMSO) y β-sitosterol β-D-glucósido 

(BSSG). Los datos se presentan como promedio ± error estándar, n = 3 por grupo, a los cuales 
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se les realizó ANOVA de una vía y la prueba post prueba Turkey. *p <0.05, cuando el grupo 

lesionado con BSSG 4 d es comparado contra los demás grupos. 

6.5 Determinación de relaciones molares óptimas para las NPs hGDNF 

Para determinar las relaciones molares óptimas de los componentes de las NPs hGDNF, 

se realizaron ensayos de retardo y retención. El gel de retardo se realizó con una 

concentración constante del ADNp (6 nM, pNBRE3x-hGDNF), mientras se aumentaba la 

concentración del PK (4-16 μM). Se encontró que la relación molar óptima del PK para 

formar el complejo PK-ADNp fue de 6 μM, debido a que corresponde a la primera 

concentración del PK que retarda la banda del ADNp sobre el borde superior de la 

banda control del ADNp (Figura 16 a,c). En cuanto a los geles de retención, se realizaron 

para determinar la relación molar óptima entre el complejo PK-ADNp y el acarreador. 

Se mantuvo constate el complejo PK-ADNp y se incrementó la concentración del 

acarreador. La relación molar óptima del acarreador fue de 198 nM para hGDNF, donde 

la concentración del acarreador produce la última retención visible de la banda del 

complejo PK-ADNp en comparación con el control (pADN) (Figura 16 b,d).  

 

Figura 16. Geles de los ensayos de retardo y retención para las NPs hGDNF. a) Gel de retardo y 

b) Gel de retención. Las flechas amarillas y blancas indican la relación molar óptima para los 

geles de retardo y retención, respectivamente.     

 



 

 41 

6.6 Expresión de hGDNF en neuronas dopaminérgicas nigrales mediante la 

administración intraarterial de NPs hGDNF 

Para determinar la expresión de hGDNF en neuronas dopaminérgicas nigrales se 

realizó la técnica de inmunohistoquímica. Como control negativo se emplearon ratas 

parkinsonianas (administración intranigral de BSSG), para descartar que la 

inmunoreactividad observada para hGDNF fuera ocasionada por la inespecificidad del 

anticuerpo (Figura 17). Mientras que, como control positivo, se utilizaron ratas 

parkinsonianas con una inyección IN de NPs hGDNF (parkinsonismo-NPs hGDNF IN). 

Finalmente, se realizó un grupo de ratas parkinsonianas administradas con NPs hGDNF 

vía ACI (parkinsonismo-NPs hGDNF ACI). La inmunoreactividad para hGDNF se 

observó en el lado lesionado y control (lado contralateral a lesión) en las ratas del grupo 

parkinsonismo-NPs hGDNF IN y parkinsonismo-NPs hGDNF ACI. Además, se apreció 

una mayor inmunoreactividad cuando las NPs hGDNF se administraron vía ACI 

(Figura18,19). Por consiguiente, las NPs hGDNF atraviesan la BHE en ratas 

parkinsonianas.   

 

Figura 17. Expresión del hGDNF en las neuronas dopaminérgicas del modelo parkinsoniano 

inducido por la administración de β-sitosterol β-D-glucósido (BSSG). Micrografías 

representativas del mesencéfalo contra hGDNF y contrateñidas con Nissl en ratas 

parkinsonianas. En color café se aprecia la inmunoreactividad para hGDNF y en morado la 

tinción con Nissl. La barra de escala superior corresponde a 50 μm, mientras que la barra de 

escala inferior equivale a 20 μm.   
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Figura 18. Expresión del hGDNF en las neuronas dopaminérgicas del modelo parkinsoniano 

inducido por la administración de β-sitosterol β-D-glucósido (BSSG). Micrografías 

representativas del mesencéfalo contra hGDNF y contrateñidas con Nissl en ratas 

parkinsonianas administradas con NPs hGDNF vía intranigral. En color café se aprecia la 

inmunoreactividad para hGDNF y en morado la tinción con Nissl. Las cabezas de flechas 

amarillas indican las neuronas que expresan hGDNF y las cabezas de flechas rojas señalan a las 

neuronas que no expresan o tienen una mínima expresión de hGDNF. La barra de escala 

superior corresponde a 50 μm, mientras que la barra de escala inferior equivale a 20 μm.  

 

Figura 19. Expresión del hGDNF en las neuronas dopaminérgicas del modelo parkinsoniano 

inducido por la administración de β-sitosterol β-D-glucósido (BSSG). Micrografías 

representativas del mesencéfalo contra hGDNF y contrateñidas con Nissl en ratas 

parkinsonianas administradas con NPs hGDNF vía arteria carótida interna (ACI). En color café 

se aprecia la inmunoreactividad para hGDNF y en morado la tinción con Nissl. Las cabezas de 
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flechas amarillas indican las neuronas que expresan hGDNF, las cabezas de flechas rojas señalan 

a las neuronas que no expresan o tienen una mínima expresión de hGDNF, y las cabezas de 

flechas azules denotan células no neuronales. La barra de escala superior corresponde a 50 μm, 

mientras que la barra de escala inferior equivale a 20 μm.   

 

7. Discusión 

En la EP se ha reportado que distintos factores como la neuroinflamación y los 

agregados patológico de α-sinucleína podrían ocasionar cambios en la estructura y 

función de la BHE (76, 143). Los mecanismos exactos por los cuales tienen lugar estas 

alteraciones, hasta el momento se desconocen (143, 144). Biológicamente se ha 

postulado que los cambios en la BHE inducen un aumento en la permeabilidad, lo cual 

podría ser una ventaja para administrar NPs hGDNF vía ACI. No obstante, solo en 

algunos modelos experimentales de la EP es posible observar la disrupción de la BHE, 

y desafortunadamente  la mayoría de ellos no representa las cuatro marcas 

características de la enfermedad, a excepción del modelo de BSSG (78, 80, 90, 99, 104). 

Por eso en este trabajo decidimos usar dicho modelo para evaluar la administración de 

NPs hGDNF vía ACI y para ello fue necesario estandarizar el sitio de inyección con 

fucsina ácida arriba de la SNpc, tomando como referencia el atlas de Paxinos & Watson 

(2007) (135). Es importante resaltar que el sitio de inyección debe localizarse arriba de 

la SNpc para descartar que la muerte de las neuronas dopaminérgicas observadas en el 

modelo de BSSG, sea resultado del daño mecánico ocasionado por el procedimiento 

quirúrgico (145, 146). Una vez generado el modelo, se administró AE vía sistémica para 

evaluar la permeabilidad de la BHE en diferentes puntos temporales del modelo de 

BSSG, para complementar los resultados del estudio realizado por Luna-Herrera y 

colaboradores (2020) (80). Inmediatamente después de la administración, las ratas 

adquirieron una coloración azul, debido a la extravasación del colorante en orejas, ojos, 

nariz, vestíbulo de nariz, nariz, patas y cola.  Esto confirma que se realizó correctamente 

la administración y distribución del colorante (147, 148). Por otra parte, se realizó un 

control negativo para comprobar que el AE se estaba administrando correctamente por 

la ACI y que la coloración azul observada en los tejidos correspondiera a la irrigación 

sanguínea de la arteria. Dicho control negativo consistió en suministrar el AE vía ACE y 
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se observó una coloración azul en la oreja de la rata, debido a que la ACE se encarga de 

proveer sangre a la cara y cuello, y da lugar a muchas ramificaciones que irrigan la oreja, 

como la arteria auricular posterior y arteria temporal superficial (149, 150). En cuanto 

a la administración vía ACI, se observó una coloración azul en el ojo y vestíbulo de la 

nariz. Esto se debe a que la ACI se ramifica primero en la arteria oftálmica que es el 

principal suministro de sangre al ojo y a través de sus ramas terminales y las arterias 

etmoidales anterior y posterior provee sangre a la nariz (151, 152). Además, la ACI es 

una de las 4 arterias encargadas de suministrar la sangre al cerebro que converge en el 

polígono de Willis en la base de cerebro (153). A su vez, el polígono de Willis 

(indirectamente la ACI) le provee la irrigación a la SN a través de las ramas de la arteria 

basilar y arteria cerebral posterior. La porción medial de la SN recibe sangre de las 

ramas paramedianas de la arteria basilar. Mientras que las porciones laterales de la SN 

son irrigadas por una rama de la arteria cerebral posterior, las arterias coroideas 

posteriores (154). También se evaluó si dicha administración ocasionaba daño 

neurológico mediante la prueba de colocación de extremidades anteriores evocadas 

por vibrisas. Se encontró que no hubo ninguna alteración significativa, lo cual 

concuerda con lo reportado por Leda y colaboradores (2017) (139). Diversos factores 

podrían influir en dichos resultados, pero definitivamente es claro que en dicho 

resultado influye el hecho de que los animales pequeños tienen la arteria carótida 

externa e interna más grande en comparación con las arterias vertebrales, por lo tanto, 

la oclusión se tolera bien y solo disminuye el flujo sanguíneo de manera transitoria 

(155).   

En cuanto a la permeabilidad de la BHE al suministrar el AE vía i.v. y ACI, se observó el 

colorante en cortes coronales del mesencéfalo de ratas con DMSO y BSSG a los 4-7 días 

después de su administración. En comparación con lo reportado previamente por Luna-

Herrera y colaboradores, donde mencionan que no hay un aumento en la permeabilidad 

de la BHE con el DMSO (80). Otros autores han reportado que el DMSO promueve la 

apertura de la BHE de manera transitoria, sin ocasionar alteraciones morfológicas, a los 

marcadores de alto peso molecular, peroxidasa de rábano (40 kDa) y AE (69 kDa). Los 

mecanismos propuestos son la estimulación de la pinocitosis, el transporte vesicular y 
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la apertura de uniones estrechas entre células endoteliales (156, 157). De la misma 

forma, el aumento en la permeabilidad de la BHE en el grupo DMSO pudo ser 

ocasionado por el daño mecánico inducido por la trayectoria de la aguja al realizar la 

inyección del DMSO (146). Mientras que, a nivel neuronal y glial, el DMSO ocasiona 

cambios morfológicos, reduce la viabilidad e induce gliosis de manera dependiente de 

la concentración o dosis empleada (158, 159). Sin embargo, en el modelo de BSSG, se 

observó que el DMSO no induce muerte neuronal significativa (disminución del 10% de 

neuronas dopaminérgicas) con respecto al grupo intacto (sin lesión) (90). Por otro lado, 

al comparar los grupos BSSG administrados vía i.v. y ACI con el AE, no se encontraron 

diferencias significativas entre los grupos BSSG administrados vía i.v. y ACI, la 

cuantificación indirecta del colorante muestra una mayor densidad de área AE en el 

grupo ACI. Es importante mencionar que se ha reportado que el tipo de administración 

no es un factor que afecte la acumulación del colorante en el cerebro (162).  En cambio, 

Wang y colaboradores (2018) demostraron que si había una diferencia significativa en 

la concentración del colorante en el cerebro dependiente de la vía de administración 

(147). Por consiguiente, sería importante aumentar el número de animales 

experimentales para corroborar si esto genera diferencias significativas entre la 

administración vía i.v. y ACI. No obstante, la administración ACI presenta ciertas 

ventajas como permitir la administración dirigida sin circulación sistémica previa, 

aumentando de esta forma la eficacia y disminuyendo el volumen de administración 

(136, 138). Además, este método presenta un bajo índice de mortalidad y se ha 

empleado exitosamente en animales grandes como conejos, lo cual lo convierte en una 

buena vía de administración terapéutica para su traslado en humanos (138, 139).  

Por otra parte, al evaluar el curso temporal de la permeabilidad de la BHE a través del 

colorante AE en ratas a los 4, 7, 10 y 15 días después de inyectar el BSSG, se encontró la 

extravasación del colorante únicamente a los 4 y 7 días. Mientras que a los días 10 y 15 

post-BSSG, no se apreció el colorante, contrario a lo reportado por Luna-Herrera y 

colaboradores (80), posiblemente, debido a que este colorante se une rápidamente a la 

albumina (5 min después de la inyección), pero de manera reversible (160, 161). Con 

respecto a esto, Manaenko y colaboradores encontraron una fuerte tendencia 
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dependiente del tiempo de circulación hacia el aumento de la acumulación del AE en el 

tejido (162). No obstante, existen pocos artículos que evalúan la relación entre el 

tiempo de circulación del AE y su acumulación en tejido (161).  Además, es necesario 

realizar estudios complementarios más sensible, donde se evalúen los cambios en la 

permeabilidad de la BHE empleando marcadores de menor peso molecular como 

dextranes (3, 4, 40 kDa) (163, 164, 165). 

Con respecto a la síntesis de las NPs GFP y hGDNF, se encontró que la relación molar 

óptima del PK fue de 6 μM para ambas NPs y del acarreador fue de 144 nM para NPS 

GFP y 198 nM para NPs hGDNF. La relación molar óptima del PK-ADNp es necesaria 

para lograr la transfección de las neuronas dopaminérgicas (más del 20%), lo cual 

coincide con lo reportado previamente (166). Mientras que la relación molar optima 

del acarreador para las NPs de hGDNF (198 nM) es un poco mayor a lo reportado 

previamente para pNBRE3x-hGDNF (162 nM), sin embargo, para otros ADNp se ha 

reportado una concentración de hasta 216 nM (pNBRE3x-rtTA-Adv-TRE-hGDNF), sin 

llegar a ser tóxico para las células (130). Así mismo, al administrar vía ACI las NPs 

hGDNF en el modelo de ratas parkinsonianas inducido por BSSG, se encontró que las 

NPs podían atravesar la BHE y expresar el hGDNF en las neuronas dopaminérgicas de 

lado lesionado y contralateral a la lesión. Bajo condiciones fisiológicas la BHE permite 

el paso de moléculas con un peso molecular alrededor de 400-600 Da en distintos tipos 

de transporte, sin embargo, en el modelo de BSSG la integridad de la BHE se encuentra 

comprometida y como consecuencia aumenta su permeabilidad permitiendo que 

moléculas de mayor peso molecular, como el AE (69 kDa) y las NPs (<180 kDa), entren 

al parénquima cerebral (69-72, 80, 167).  Hasta el momento, se desconoce el 

mecanismo por el cual el BSSG aumenta la permeabilidad de la BHE. No obstante, otros 

compuestos fitoesteroles similares al BSSG como el β-sitosterol se han evaluado en 

cultivos primarios de células endoteliales de microvasos del cerebro de ratas y se 

encontró que ocasiona un aumento en la permeabilidad paracelular (168).  Se ha 

reportado que otros sitosteroles induce un aumento de EROs que aumenta la expresión 

de la COX-2 ocasionando alteraciones en el perfil prostanoide que conducen a la 

disfunción endotelial y angiogénesis (169). Estos resultados por primera vez 
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demuestran que en el modelo de BSSG las NPs hGDNF administradas vía intraarterial 

atraviesan la BHE y expresan el hGDNF en neuronas dopaminérgicas. Por lo tanto, se 

convierte en una excelente oportunidad terapéutica para pacientes con la EP en 

estadios iniciales, debido a que atiende una de las principales preocupaciones de los 

ensayos clínicos actuales con GDNF que consiste en la vía de administración invasiva 

del factor neurotrófico (neurocirugía) y sus riesgos (83, 117, 118). Además, permite el 

envío dirigido del gen GDNF específicamente en neuronas dopaminérgicas.  

 

8. Conclusión 
Los estudios realizados en esta tesis demuestran que la administración vía ACI no 

ocasiona alteraciones sensoriomotoras y las ratas parkinsonianas (modelo BSSG) 

presentan un aumento en la permeabilidad de la BHE al colorante AE arriba de la SN, a 

los 4 y 7 días post-BSSG, siendo el día 4 el punto máximo en la apertura de BHE y 

posteriormente se cierra. Además, al administrar las NPs hGDNF vía sistémica el día 7 

post-BSSG, las NPs atraviesan la BHE que se encuentra comprometida y permite el 

envío dirigido del gen GDNF en las neuronas dopaminérgicas.   

Estos hallazgos indican que la vía de administración por la ACI es adecuada para 

suministrar moléculas que presentan un peso molecular de <180 kDa, cuando la BHE 

se encuentre comprometida, como es el caso del modelo de BSSG y los pacientes con la 

EP. Por lo tanto, el uso de estas NPs hGDNF administradas vía ACI representan una 

buena alternativa terapéutica menos invasiva que permite la entrega específica del gen 

de interés en pacientes con la EP.  

 

9. Perspectivas para el futuro 
• Evaluar la permeabilidad de la BHE con marcadores de distinto peso molecular 

para establecer un rango de las moléculas que pueden atravesar la BHE. 

• Determinar el curso temporal de la permeabilidad de la BHE en las ratas con la 

inyección intranigral DMSO, para comprobar que el efecto observado en los 

grupos con BSSG se debe al DMSO.  
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• Optimizar la administración de AE vía ACI, con el objetivo de disminuir el 

volumen y el tiempo de circulación del colorante.  

• Cuantificar la extravasación del colorante azul en el cerebro mediante 

espectrofotometría o espectrofotofluorometría.   

• Estudiar el efecto de anti-inflamatorio y anti-α-sinucleína de las NPs-hGDNF en 

el modelo de BSSG.  
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