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Abstract

Pain phenomenon, the unpleasant sensory and emotional event, appears to evidently intrude in Parkinson
disease (PD), a disease formally considered to be restricted only to motor deficits. Although over a half of
persons with PD suffer from pain manifestations, there are very few reports targeting this issue. Considering
the cases when motor symptoms of PD are eclipsed by severe pain disclosure, there is an obvious need of
clarifying the intricate implications of pain in PD context. Because there are few studies researching the link
between pain and PD in clinical context, but as well in animal models we chose to explore the effects of pain
stimuli on a rodent model of PD. Materials and methods: We experimentally induced a PD model in Wistar rats
(n=12) by injecting in the substantia nigra, a brain area known to be involved in PD occurrence, one dose of a
6-hydroxidopamine (6-OHDA) solution (8um 6-OHDA base and 4pm physiological saline), utilizing
neurosurgery, while their control peers received same dose of saline solution. Two weeks after the intervention
the animals were subjected to the hot-plate test, a behavioral task for acquiring pain sensitivity. Results: There
was noticed a statistical significant (F(1,10) = 5.67, p=0.038) sensibility of the 6-OHDA rats to thermal pain
stimuli (8.2 s £ 0.8 s in 6-OHDA group) as compared to their peers (13.8 s + 1.6 s in controls). Conclusions: The
involvement of pain in PD animal models is demonstrated raising questions of how it influences PD evolution.
Moreover, this result increases awareness of deficient diagnostic methods of pain in PD and as a consequence,
poor treatment of pain manifestations.

Rezumat

Durerea este un fenomen senzorial si emotional neplacut ce pare sa faca parte din simptomatologia bolii
Parkinson (PD), o afectiune considerata anterior a fi caracterizata doar de deficitele motorii specifice. Desi mai
mult de jumatate din persoanele diagnosticate cu boala Parkinson sufera din cauza durerii, doar foarte putine
studii mentioneaza acest aspect. Avand in vedere cazurile in care s-au raportat mascarea simptomatologiei
motorii de catre manifestarile dureroase severe prezente in acest context patologic, rezida necesitatea evidenta
de clarificare a acestor situatii. Considerand numarul redus al studiilor care cerceteaza legatura dintre durere
si PD atéat in context clinic céat si in cazul modelelor animale, am optat pentru explorarea efectelor stimulilor
durerosi asupra unui model animal de PD intrebuintand rozatoare. Materiale si metoda: Am indus experimental
un model animal de PD la sobolani din rasa Wistar (n=12) prin injectarea acestora intr-o regiune specifica a
creierul cunoscuta pentru implicatiile in patologia parkinsoniana, substantia nigra, a unei doze de solutie de 6-
hidroxidopamina (6-OHDA; 8um 6-OHDA baza si 4um ser fiziologic) intrebuintand neurochirurgia, cat timp
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lotului de control i-a fost administrata solutie salind. La doua saptamani dupa interventie animalele au fost
testate cu ajutorul testului placii incinse, o metoda comportamentala de evaluare a perceptiei durerii. Rezultate:
in urma testelor comportamentale pentru durere s-au notat diferente statistic semnificative intre lotul de control
(13.8 s * 1.6 s controli) si lotul cu animale de testat (8.2 s * 0.8 s grupul cu 6-OHDA), observandu-se o
sensibilitate crescuta fata de durerea termica la sobolanii injectati cu 6-OHDA.Concluzii: Prezenta durerii la
animalele cu PD indus ridica semne de intrebare cu privire la modul in care acest simptom influenteaza evolutia
afectiunii in sine. in plus, acest rezultat ar trebui s intensifice constintizarea lipsei metodelor de diagnosticare
a durererii in PD care in consecinta conduc catre un tratament necoresapunzator al durerii.

1. Introducere

Boala Parkinson (PD) este cunoscuta mai
ales prin disfunctile motorii care apar in urma
distrugerii bilaterale a neuronilor dopaminergici
localizati in substantia nigra din mezencefal
(Vlamings et al., 2007). Aceste grave deficiente
motorii, care includ tremor, rigiditate, instabilitate
posturala sau bradikinezie (Blaszczyk, 1998),
sunt simptome definitorii ale PD, insa cercetarile
actuale evidentiaza o serie de alte aspecte ale
acestei boli, care au fost omise n trecut. Astfel,
deficitele cognitive Tncepand de la tulburarile
usoare de memorie si pana la afectiuni severe ale
intelectului si chiar dementa au fost raportate in
multiple studii (Avila et al, 2009;. Georgiev et al,
2010;. Kramberger si colab, 2010;. Possin,
Filoteo, Song, & Salmon, 2008). Alte aspecte ale
bolii descoperite ca facand parte din
simptomatologia PD includ perturbarile
functionale intestinale, ale vezicii urinare si
durerea (Boivie, 2009).

Este interesant ca, desi Parkinson insusi a
descris durerea ca o trasatura specifica a PD
(Parkinson, 2002), mecanismele de durere au
ramas inca neelucidate, din aceasta cauza
durerea fiind subdiagnosticatéd si ca urmare
tratata necorespunzator. Volumul redus de studii
din literatura de specialitate care au urmarit
durerea in contextul PD, estimeaza ca un procent
de 40% dintre pacientii diagnosticati cu PD sufera
de durere (Ford, 2010), iar un studiu mai recent
efectuat pe un grup mare de pacienti (179
pacienti cu PD) a declarat ca peste 83% dintre
pacientii prezentau simptomatologie dureroasa
(Beiske, Loge, Ronningen, & Svensson, 2009).

Ceea ce este si mai surprinzator este faptul
ca durerea nu se coreleaza cu varsta, severitatea
sau durata boli (Beiske et al, 2009),
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transformand astfel problema aparitiei durerii
Parkinsoniene intr-o enigma veritabila. La fel de
interesante sunt rapoartele care afirma ca
manifestarile de durere din PD pot atinge un grad
de severitate ce poate depasi deficitele motorii ale
acestei tulburari (Ford, 2010).

In aceste conditii, durerea se prezintd ca un
fenomen in contextul PD, lucrarea de fata fiind
concentraté pe studierea sa. in incercarea de a
reproduce conditile similare bolii umane, un
model animal de PD, foarte utilizat la ora actuala,
a fost generat prin injectarea 6-hydroxidopaminei
(6-OHDA) chiar in zona cerebrala cheie unde
degenerarea neuronala este determinanta
(substantia nigra). Substanta chimica injectata
determina neurodegenerarea intr-o maniera
selectiva care vizeaza doar terminalele nervoase
ale dopaminei (Berretta et al, 2005; Da
Conceicao, Ngo-Abdalla, Houzel, & Rehen, 2010;
lancu, Mohapel, Brundin, & Paul, 2005). in etapa
ulterioara a studiului, utilizarea acestui model de
rozatoare cu 6-OHDA alaturi de un grup de
control, a permis studiul reactiile
comportamentale la stimuli algici indusi termic in
cadrul testului hot-plate.

2. Materiale si Metode

Animalele

Un numar de 12 sobolani Wistar naivi
experimental, de sex masculin, cu greutati
cuprinse intre 200 g si 250 g au fost utilizate in
cadrul experimentului. Animalele au fost tinute
intr-o camera cu temperatura controlata (22 ° C),
si un ciclu lumina-intuneric precis (ciclu de 12h,
care incepe la 8: 00h) si adapostite in grupuri de
doua sau trei animale per cusca, cu acces
nelimitat la hrana si apa. Studiul a fost aprobat de
Comisia de Eticad locala si gestionat in
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conformitate cu Declaratia de la Helsinki. De
asemenea, toate animalele au fost tratate in
conformitate cu principiile de bioetica animala din
Legea privind Experimentele si sanatatea si
bunastarea animalelor din Romania, toate
procedurile efectuate respectdnd Directiva
Consiliului European din 24 noiembrie 1986
(86/609 / CEE).

Procedurile de neurochirurgie

Toate procedurile chirurgicale efectuate au
fost realizate sub anestezie si in conditii aseptice.
Sobolanii au fost fixati in dispozitivul steriotaxic cu
nasul aliniat 11 ° sub planul orizontal. Pentru a
preveni eventualele rezultatele debilitante ale
lezarilor bilaterale, au fost efectuate doar lezari
unilaterale  dreapta. Lezarea  neuronilor
dopaminergici localizati in substantia nigra au fost
indusa utilizand 6-OHDA (Sigma), dupa cum
urmeaza: baza libera 6-OHDA (8 pg) dizolvata in
4 ul ser fiziologic care incorporeaza acid ascorbic
0,1%. Aceasta solutie a fost administrata prin
seringa Hamilton timp de 4,50 min. seringa fiind
lasata in locul respectiv incd 5 minute dupa
injectare, apoi findepartata incet. Grupul de
control a fost, de asemenea, supus interventiei
chirurgicale si injectat cu ser fiziologic, in aceeasi
zona a creierului. Coordonatele au fost
urmatoarele: 5,5 mm posterior bregma; 2,0 mm
lateral de linia mediana; 7,4 mm ventral la
suprafata cortexului (Paxinos, 2006). Testarea
durerii a inceput in a cincisprezecea zi dupa
interventia chirurgicalda si a inclus testul
comportamental al placii incinse (hot-plate test).

Testul Hot-plate

Acest instrument de investigare a stimulilor
algici consta dintr-un dispozitiv proiectat de Ugo
Basile, prin care poate fi cuantificata sensibilitatea
la durere. Suprafata incalzita a aparatului,
mentinuta la o temperatura de 55 °C cu ajutorul
unui termostat, este delimitata de un cilindru de
plastic care impiedicd evadarea sobolanului.
Timpul necesar de reactie la stimuli, in acest caz
stimulii termici, defineste timpul de latenta. in
experimentul actual a fost monitorizat timpul de
latentd pana la aparitia a doua manifestari de
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comportamente: linsul labei si saritura (Arcan et
al, 2013.).

Comportamentul de rotatie contralateral

Pentru a verifica daca leziunile induse in
substantia nigra cu 6-OHDA au fost eficiente, a
fost utilizat testul comportamentului de rotatie, un
test caracteristic pentru evaluarea denervarii
neuronilor dopaminergici (Hudson si colab.,
1993). Testul consta in administrarea la sobolani
cu leziuni unilaterale substante care stimuleaza
producerea de dopamina in partea neafectata,
cauzand rotirea sobolanului spre aceasta parte.
in experimentul actual a fost administrata
pergolida (0,3 mg / kg) (Herrera-Marschitz,
Arbuthnott, & Ungerstedt, 2010), un agonist
semisintetic dopaminergic pentru D1 si D2,
derivat din ergolina. In urma tesarii, rezultatele au
confirmat dupa cum era de asteptat ca rozatoare
fara leziuni induse de 6-OHDA au prezentat o
rotatie contralaterala redusa, in timp ce cele
supuse tratamentului cu 6-OHDA au prezentat
rotatie contralaterala mult crescuta.

Analizele histologice

La sfarsitul experimentelor, toate animalele
testate au fost sacrificate prin decapitare sub
anestezie usoara cu eter. Ulterior, creierele lor au
fost indepartate si introduse intr-o solutie de
sucrozéa/formalind de concentratie 30% fiind apoi
congelate si taiate in sectiuni coronale (50 pm),
cu ajutorul unui microtom de sectionare, colorate
cu violet cresyl pentru a verifica punctul de
injectare al acului seringii. Din datele
experimentale culese, numai informatiile
referitoare la leziunile localizate cu acuratete in
substantia nigra au fost introduse in analiza
statistica.

Analiza statistica

Comportamentul animalelor Tinregistrat in
cadrul testului hot-plate fost analizat statistic
utilizdnd analiza unidirectionala a variantei
(ANOVA). Valoarea F a fost considerata ca avand
semnificatie statisticd dacad p <0,005. Toate
rezultatele obtinute au fost exprimate ca medie +
SEM.
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3. Rezultate

in urma analizei datelor, rezultatele obtinute
indica faptul ca modelul de sobolan obtinut prin
injectarea de 6-OHDA 1in substantia nigra
inregistreaza o scadere semnificativa a valorilor
timpului de latentd, sugerdnd o sensibilitate
crescutd la durere la a sobolanii tratati cu 6-
OHDA (F (1,10) = 5,67, P = 0,038; * P <0,05)
comparativ cu lotul de control (Figura 1).

Dupa cum s-a explicat mai sus, timpul de
latentd reprezinta timpul de reactie masurat in
secunde de la plasarea animalului in dispozitivul
hot-plate pana la aparitia evenimentelor
comportamentale specifice (13,8 s £1,6 s la
grupul control vs. 8.2 s 0,8 s la grupul 6-OHDA).
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Figura 1. Timpul de latenta inregistrat in testul hot-plate,
exprimat 1n secunde. Mediile sunt £SEM (n=7 grupul control;
n=5 grupul 6-OHDA). *p=0.038 vs. grupul control

4. Discutii

Acest studiu a investigat influenta PD asupra
perceptiei durerii la modele animale de rozatoare
generate prin administrarea de 6-OHDA.
Referitor la protocolul de lucru, la paisprezece zile
dupa efectuarea procedurii chirurgicale de
inoculare intranigrala a 6-OHDA, procesul de
distrugere a neuronilor dopaminergici este
considerat finalizat (Ferro et al., 2005), si avand
ca efect instalarea deficientelor cognitive
caracteristice pentru modelarea PD. Ulterior, prin
expunerea la stimuli termici durerosi a
sobolanilor, masuratorile timpului de latentd au
indicat o scadere accentuatd a rezistentei la
durere. Rezultatele obtinute sugereaza ca
administrarea in substantia nigra de 6-OHDA
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induce sensibilizarea la durere. Aceste constatari
sunt in conformitate cu datele anterioare in ceea
ce priveste manifestarile dureroase in contextul
PD, subliniind necesitatea de a cuantifica durerea
la pacientii diagnosticati cu PD (Ababei, 2015;
Beiske et al, 2009; Ford, 2010).

in timp ce problemele motorii ale PD sunt
bine cunoscute (tremor, rigiditate, instabilitate
posturala, incetinirea miscarilor), durerea este o
alta manifestare a bolii mai putin explorata. Desi
Parkinson insusi a subliniat durerea ca fiind un
simptom care insoteste PD, putine studii au
urmarit influenta sa si intensitatea acesteia in
contextul PD. Printre aceste studii, datele
colectate indica faptul ca aproximativ 40% péana
la 80% dintre pacientii cu PD se confrunta cu
episoade dureroase (Beiske et al, 2009; Ford.,
2010).

In cadrul cercetarilor asupra factorilor
implicati Tn cauzalitatea durerii si ocurenta PD, o
serie de studii indica stresul oxidativ ca fiind un
factor comun in ambele conditii. in acest sens,
studii recente sugereaza radicalii liberi ca fiind
importanti  factori  etiologici  implicati  n
patogeneza si/sau progresia PD, generand
tulburari de natura oxidativa ale neuronilor
dopaminergici din substantia nigra (Bisaglia,
Soriano, Arduini, Mammi, & Bubacco, 2010;
Chalimoniuk, Stepien, & Strosznajder, 2004;
Ciobica, Hritcu, Artenie, & Padurariu, 2008;
Wypijewska et al, 2010). De asemenea, la ora
actuala este acceptat faptul ca stresul oxidativ ar
putea avea o contributie esentiala la durerea
persistentd (Khalil, Liu, & Helme, 1999; Kim si
colab, 2004; Schwartz, Lee, Chung, & Chung,
2008).

Laboratorul nostru are o istorie bogata in
ceea ce priveste cercetarea in domeniul PD.
Astfel, datele din studiile noastre anterioare, in
care a fost folosit, de asemenea, modelul de
rozatoare de PD prin administrarea unilaterala de
6-OHDA in substantia nigra si in zona ventrala
tegmentald, au demonstrat repercusiunile
negative ale 6-OHDA asupra capacitatii de
memorie, insotite de cresterea stresului oxidativ,
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ambele fenomene fiind relevante in contextul PD
(Hritcu, Ciobica, & Artenie, 2008).

Ulterior, dupa evaluarea performantei
acestui model, am incercat testarea de diferite
substante care ar putea imbunatati sansele de
recuperare sau cel putin stopa progresia
simptomatologiei PD induse. Astfel, pe aceste linii
a fost testata influenta administrarii nicotinei in
doze mici pe parcursul unei perioade scurte de
timp pe un model animal de sobolan 6-OHDA,
observandu-se apoi rezultate benefice asupra
proceselor de memorie precum si in reducerea
nivelului stresului oxidativ cerebral (Ciobica,
P&durariu, & Hritcu, 2012).

Legatura dintre nicotina si durere ar putea fi
foarte puternicd, mai multe rapoarte stiintifice
detaliind actiunile antinociceptive ale nicotinei.
Intr-o lucrare despre istoria nicotinei ca agent
terapeutic este bine specificata functia acesteia in
afectiunile cu manifestari algice (Powledge,
2004). Lucrarea citeaza un studiu clinic in care
proprietatile  analgezice postoperatorii ale
nicotinei au fost testate pe 20 de femei supuse
interventiilor ginecologice, cu mentiunea ca atat
grupul de control cat si cl tratat cu nicotina au avut
acces liber la morfina. Rezultatele au indicat un
foarte semnificativ potential analgezic al nicotinei,
comparativ cu grupul de control, care a fost supus
unui protocol placebo (Powledge, 2004).

Un alt studiu in care a fost urmarita influenta
administrarii nicotinei in diferite subtipuri de
durere care apar dupa leziuni ale coloanei
vertebrale, la pacientii fumatori si non-fumatori, a
demonstrat existenta unei relatii complexe intre
acesti factori. In acest caz pacientii nefumatori
acuzand simptome neuropatice si musculo-
scheletice au raportat reducerea durerii dupa
expunerea la nicotina, in timp ce, dimpotriva,
utilizatorii de tutun cu acelasi tip de durere au
acuzat o crestere a severitatii durerii (Richardson,
Ness , Redden, Stewart, & Richards, 2012).

Rezultatele acestor cercetari fac din
extinderea studiilor in in directia interactiunilor
dintre nicotina si durere sa fie unul din obiectivele
esentiale de urmarit Tn viitorul apropiat. Datorita
faptului ca agonistii dopaminei reprezinta una din
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optiunile terapeutice in PD utilizate in practica
clinica (Brusa et al., 2005), o altd directie de
cercetare a grupului nostru a fost investigarea
efectelor pergolid mesilatului. Asa cum s-a
mentionat mai sus, acesta este un produs
semisintetic ergolinic cu proprietati
dopaminergice agonistice atat pentru atat D1 cat
si pentru D2, suspectat insa de a avea si functii
neuroprotective, acesta fiind motivul pentru care
ne-am propus explorarea proprietatilor sale. in
urma testarii sale pe acelasi model animal de PD
indus cu 6-OHDA, rezultatele noastre au aratat ca
pergolidul imbunatateste memoria spatiala
precum si echilibrul oxidativ la nivel cerebral
(Ciobica, Olteanu, Padurariu, & Hritcu, 2012).
Interesul nostru fata de actiunea pergolidului
in contextul PD si a diferitelor efecte exercitate la
diferite niveluri ale simptomatologiei PD, s-a
extins ulterior si asupra modului in care pergolidul
influenteaza sensibilitatea algica, un subiect care
in literatura actuala este putin investigat. Putinele
studii referitoare la acest subiect sugereaza ca
acest agonist al dopaminei ar avea un rol
potentiator in terapia antinociceptiva utilizand
stimulare transcraniana catodica directa prin
curent continuu (Terney et al., 2008). Astfel, s-a
observat ca, pe langa reducerea semnificativa a
durerii experimentale induse prin stimulare
catodica transcraniana directd prin curent
continuu a cortexului primar, pergolidul a sporit si
efectul antinociceptiv contribuind la
decrementarea senzatiei de durere si prelungirea
rezultatului analgezic (Terney et al., 2008).
Avand in vedere acest potentialul acestor
rezultate pozitive asupra durerii in urma
administrarii  pergolidului, grupul nostru de
cercetare este interesat in testarea actiunilor sale
in domeniul manifestarilor algice care apar in PD.
Luand in considerare beneficile pe care
nicotina si pergolidul le aduc echilibrului oxidativ
precum si efectul lor ameliorativ asupra memoriei
la modelele animale de PD generate, putem
aprecia ca acesti compusi ar putea aduce o
contributie importantd in lupta Tmpotriva
manifestarilor dureroase (considerate in ultima
perioada ca parte componenta a
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simptomatologiei PD), datoritd faptului ca, asa
cum este subliniat mai sus, durerea este asociata
cu stresul oxidativ. Stransa legatura dintre durere
si PD precum si existenta unui posibil factor care
explica, intr-o anumitd masura, co-ocurenta lor,
fac necesara studierea mai profunda a
implicatiilor acestor fenomene, avand in vedere
necesitatea de a diagnostica si trata durerea, un

eveniment neplacut si foarte real care
interfereaza cu PD.
5. Concluzii

Rezultatele obtinute in prezentul studiu,
indicand o sensibilizare crescuta la durere la un
model de sobolan, generat prin administrarea de
6-OHDA, reprezentativ pentru boala Parkinson,
sunt in opinia noastra, un argument in plus pentru
a atrage atentia asupra durerii ca simptom
insuficient explorat in cadrul tulburarii si instiga la
continuarea cercetarilor in acest domeniu de
interes, ridicand semne de intrebare in ceea ce
priveste managementul actual al terapiei
pacientilor cu boala Parkinson.
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