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RESUMEN

Introduccion: La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (AIED), define
el doler como “una experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada a un
dafio tisular. real o potencial o que se asemeja a ese dano”. De acuerdo con su
mecanismo'neurofisioldgico el dolor se puede clasificar en nociceptivo, inflamatorio,
disfuncional'y peuropatico. La AIED define al dolor neuropatico (DN) como "dolor
causado por unasdesion o enfermedad del sistema nervioso somatosensorial" y se
puede clasificar de acuerdo con su localizacion anatomica en central o periférico.
Se ha descrito querlos farmacos betalactamicos como la ceftriaxona actuan como
analgésico e inducenuan, efecto antinociceptivo. En el caso del dolor inflamatorio la
administracion de farmacos betalactamicos como la ceftriaxona han mostrado
efectos antialodinicos, ‘@ntihiperalgésicos y antinociceptivos y se sugiere su
participacion en el dolor de-origen neuropatico. Objetivo: El objetivo de este estudio
fue evaluar el efecto de la“ceftriaxona en la participacion del transportador de
glutamato (GLT-1) en el dolor detipo neuropatico inducido por la ligadura de los
nervios espinales en la rata. Materialy métodos: Estudio experimental, de 72 ratas
cepa Wistar hembras de 140-160 g, que se utilizaron en los siguientes grupos:
Naive, sham, ratas LNE tratadas con’ solucion salina, ratas LNE tratadas con
pregabalina 30 mg/kg v.o., ratas_LNE d¢ratadas con gabapentina 300 mg/kg v.o.,
ratas LNE tratadas con ceftriaxona.a.dosis.de 30, 50, 100, 200, 400 y 800 mg/kg i.p.
Las conductas nociceptivas se determinaron mediante el método de up and down.
Estos experimentos se realizaron defacuerdo_eon las guias internacionales sobre
aspectos éticos para la investigacidn_/del doler experimental en animales.
Resultados: La administracion de ceftriaxona aumenta el umbral de retiro de la pata
en la prueba de alodinia tactil, en ratas sometidas a laligadura de nervios espinales,
pero la administracion de dihidrokainato (DHK) redueé_el umbral de retiro en las
ratas, por otro lado la administracion de ceftriaxona (CFX)de 30 a 800 mg/kg generd
un efecto antialodinio significativo disminuyendo la alodinia’en.un minimo de 11.11
% (a 50 mg/kg) y un maximo de 32.75 % (a 100 mg/kg), perotla administracion de
DHK redujo el efecto antialodinico al 23.59%. Conclusiones:La administracion de
ceftriaxona tiene un efecto antialodinico en ratas sometidas a ligadura de nervios
espinales, sin embargo el DHK como inhibidor de GLT-1 redujo. el efecto
antialodinico de la CFX |lo que sugiere la relacion de la CFX con los transportadores
de GLT-1 y su uso como inductor, sin embargo se deben de realizar \estudios
moleculares que contribuyan con la evidencia farmacolégica sobre el efecto\de los
betalactamicos sobre la induccion del transportador de GLT-1 en la rata.
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ABSTRAC

Introduction: The International Association for the Study of Pain (IASP) defines pain
as "an unpleasant sensory and emotional experience associated with actual or
potential y tissue damage or resembling such damage". According to its
neurophysiological mechanism, pain can be classified as nociceptive, inflammatory,
dysfunctional,.and neuropathic. The IASP defines neuropathic pain (NP) as "pain
caused by injury or disease of the somatosensory nervous system" and can be
classified according to its anatomical location as central or peripheral. It has been
described that beta-lactam drugs such as ceftriaxone act as analgesic and induce
an antinociceptive effect. In the case of inflammatory pain, the administration of beta-
lactam drugs such as’Ceftriaxone have shown antiallodynic, antihyperalgesic and
antinociceptive effects” and, their involvement in pain of neuropathic origin is
suggested. Objective: The aim of this study was to evaluate the effect of ceftriaxone
on the involvement of the.glutamate transporter GLT-1 in neuropathic-type pain
induced by spinal nerve ligatiop‘the rat. Material and methods: Experimental study,
72 female Wistar strain rats weighing 140-160 g, were divided into the following
groups: naive, sham, LNE rats treated with saline, LNE rats treated with pregabalin
30 mg/kg p.o., LNE rats treated with pregabalin 30 mg/kg p.o., LNE rats treated with
gabapentin 300 mg/kg p.o., ELNE rats ‘treated with ceftriaxone at doses of 30, 50,
100, 200, 400 and 800 mg/kg i.p,\nociceptive behaviors were determined by the up
and down method. These experiméents were performed according to international
guidelines on ethical aspects for experimental)pain research in animals. Results:
The administration of ceftriaxone in¢reases the~paw withdrawal threshold in the
tactile allodynia test, in rats subjected to_spinal nerve ligation, but the administration
of DHK reduces the withdrawal threshold in rats, on.the other hand the administration
of CFX from 30 to 800 mg/kg generated a significant anti-allodynia effect decreasing
allodynia by a minimum of 11. 11 % (at 50 mg/kg) and_a-maximum of 32.75 % (at
100 mg/kg), but DHK administration reduced the anti-allodynic effect to 23.59%.
Conclusions: Ceftriaxone administration has an antiallodynic effect in rats
subjected to spinal nerve ligation, however DHK as a GLT-1+inhibitor reduced the
antiallodynic effect of Ceftriaxone, suggesting the relationship of GFX with GLT-1
transporters and its use as an inducer, however molecular stddies should be
performed to contribute with pharmacological evidence on the effect’of beta-lactams
on GLT-1 transporter induction in the rat.
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Analgesia:

Anestesia:

Alodinia:

Disestesia:

Dolor:

Dolor central:

Dolor fisiolégico:

Dolor patolégico:

Hiperalgesia:

Hiperestesia:

Hipoalgesia:

Hipoestesia:

Neurotransmisor:

GLOSARIO

Pérdida de la sensacién de dolor.

Pérdida de la sensibilidad.

Dolor debido a un estimulo que generalmente no provoca dolor.

Sensacion anormalmente molesta, espontanea o evocada.

Sensacion desagradable provocada por la estimulacion perjudicial de
las terminaciones nerviosas sensitivas. Es un sintoma fundamental
de la inflamacién y resulta valioso para el diagnostico de muchos
trastornos+y_enfermedades.

Asociado con-lesiones en el Sistema Nervioso Central.

En el que hay una relacion“entre el estimulo y la respuesta.

Respuestas anormales a la estimulacion dolorosa.

Mayor respuesta a una estimulacion'que normalmente es dolorosa.

Aumento de la sensibilidad a la estimulacion.

Dolor disminuido en respuesta a un estimulo normalmente doloroso.

Disminucion de la sensibilidad a la estimulacion.

Mediador quimico que modifica o produce impulsos, nerviosos entre

la sinapsis.

IV
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Nocivo:

Parestesia:

Receptor:

Dario, lesivo o que afecta negativamente sobre la salud.

Sensacion anormal, espontanea o evocada, no desagradable. .

Estructura quimica. Proteina celular especifica a la que se debe unir

una molécula antes de desencadenar la respuesta celular.
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SNC

GDR

NMDA

AMPA

mGLU

NF-kB

LNE

GLT-1
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ANOVA

DHK
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ABREVIATURAS

Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP por
sus siglas en inglés)

Sistema Nervioso Central

Ganglio de la Raiz Dorsal

N-metil-D-aspartato

a-amino-3-hidroxil- 5- metil-4-isoxazol-propionato

Glutamato metabotropico

Factor.nuclear kappa B

Ligadura de Nervios Espinales
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INTRODUCCION

DOLOR

El dolor/es.un sistema fisioldgico de proteccion de alerta temprana, esencial para
detectar y minimizar el contacto con estimulos dafinos o nocivos (Basbaum et al.,
2009). El dolorneciceptivo se presenta de la amenaza o dafo real al tejido no neural
provocado por la activacion de nociceptores, dado que este dolor esta relacionado
con la percepcidn de estimulos nocivos (Swieboda et al., 2013).

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) lo define como “una
experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada a un dafo tisular real o
potencial o que se asemeja a el™(Raja et al., 2020).

ACTIVACION DE LOS NOCICEPTORES

La integracion sensorial y emocional delsdolor requiere de procesos eléctricos y
quimicos simultaneos en respuesta a'un estimulo inocuo o nocivo detectado por un
subconjunto de neuronas periféricas de alto umbral o terminales nerviosas libres
especializadas, conocidas como nociceptores (Costigan & Woolf, 2000; Dubin &

Patapoutian, 2010).

Los nociceptores transmiten la informacion sensorial al asta«dorsal de la médula
espinal, las fibras nerviosas se clasifican en C, Ad y AR (Millan, 1999) y se
caracterizan de acuerdo a las diferencias en su estructura, diametro,y velocidad de

conduccion del estimulo [Figura 1].
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Fibras AB, mielinizadas, de mayor diametro (>10 pm) y velocidad de
conduccion entre 30-100 m/s. No tienen participacion en la conduccion
dolorosa, pero se asocian con mecanismos de supresion segmentaria
(Ellisony2017).

Las fibras “Ad; son poco mielinizadas, con un diametro de 2-6 pm, su
velocidad de conduccion es rapida, entre 12 y 30 m/s (Beaulieu & Rice,
2003). Estan asoeiadas al dolor agudo. Las tipo | se asocian a
mecanoreceptores dealto.umbral y responden a estimulos mecanicos de alta
intensidad y débilmente "a_éestimulos térmicos y quimicos. Las tipo Il se
asocian a receptores’térmicos<que responden a estimulos de altas y bajas
temperaturas (Steeds, 2009).

Las fibras C, son amielinicas,«€on un diametro de 0,4-1,2 ym, su velocidad
de conduccion es lenta de 0,5 a 2 m/s. Un.gran numero de fibras tipo C estan
vinculadas con receptores de alto umbraly para estimulos térmicos,
mecanicos y quimicos, llamados receptores “pelimodales, debido a que
responden de igual manera a los diferentes estimulos (Zegarra Piérola,

2007).
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Los.nociceptores detectan una gran variedad de estimulos en presencia de los
receptaores transitorios de potencial por canal (TRP), tales como TRPV1, TRPMS8 y
TRPA1, estos son detectores moleculares de estimulos térmicos y quimicos que
activan las neuronas sensoriales para producir dolor agudo o persistente, la
presencia de lossTRPV1 permiten detectar los cambios en la temperatura, dando
sensacion de quemadura por frio o se activan por temperaturas hasta de 42°C, en
el caso de los TRPM8 que se activan con el frio (Bandell et al., 2004; Bautista et al.,
2007; Colburn et al., 2007;-Julius, 2013).

Ademas entre los principales™, mediadores del dolor encontramos a las
prostaglandinas (PGs) y sus activaciones pueden deberse a receptores especificos
como la (5-hidroxitriptamina (5-HT) o por,activacién de la fosforilacion secundaria
de canales de sodio dependientes.de voltaje debido a la funcidén metabotrépica de
las prostaglandinas. La prostaglandinas son<un_grupo de eicosanoides que son
sintetizados a partir del acido araquidonico (AA) por la via de la ciclooxigenasa
(COX), estos se liberan cuando hay dano tisular producido por un golpe o una lesion
al tejido y a través de sus vias de sefializacion espegcificas, que activan a los
nociceptores. Se conocen dos isoformas de la ciclooxigenasa, una constitutiva
(COX1) y una inducible (COX2). Otros mediadores quimicos que, activan a los
nociceptores y que son liberados por el sistema inmune son la Bradicinina (Dray y
Perkins 1993), el factor de necrosis tumoral (TNF), la serotonina, y 1a.adenosina
trifosfato (ATP) (Cashman, 1996; Czeschik et al., 2008; Dray & Perkins, 1993;.L oyd

et al., 2013; Zhang & An, 2007).
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Figura 1. Clasificacion de las fibras nerviosas. Entre los aferentes primarios estan los axones de gran
diametro mielinico (AB) de conduccién rapida, los mielinicos de diametro fino (Ad) de conduccion
intermedia, y los amielinicos (C) de€ conduccidn-lenta. Tomado de (Harrison & Fauci, 2009).

NOCICEPCION
La nocicepcion es el componente sensoriakdel. dolor y se refiere a la respuesta
generada por el sistema nervioso cuando los nocCiceptores son estimulados (Le
Bars et al., 2018). La nocicepcidn esta conformada por4 mecanismos [Figura 2]:
e Transduccién. Este proceso involucra la conyversion de los estimulos

nocivos detectados en las terminaciones libres periféficas (Vanderah, 2007).

e Transmisidén. Es la propagacion de potenciales de acciép“a lo largo de las

fibras nociceptivas de las aferentes primarias (Woolf, 2004).

e Modulacién: Las vias eferentes (descendentes) ayudan a madificar la
informacion aferente (ascendente) nociceptiva (Basbaum et al., 2009)La

estimulacién de las vias eferentes pueden modular la transmision nociceptiva
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en la periferia, en la médula espinal por alteracion de la liberacion de
neurotransmisores o por activacion de vias inhibitorias supraespinales (Kelly

etal., 2001; Zegarra Piérola, 2007).

e Percepcion: Es el proceso final en el que se integran los impulsos
nociceptivos con factores cognositivos y emocionales, para crear la

experienciassubjetiva del dolor (Kelly et al., 2001).
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Figura 2. Proceso nociceptivo. Se inicia al detectarse un estimulo nocivo en la tefminal periférica de
la aferente primaria que se convierte en potenciales de accion (transduccion) y.se ‘propaga hasta la
terminal central de la aferente primaria (transmision), la estimulaciéon de las viasseferentes libera
neurotransmisores que inhiben, alteran o amplifican la sefial sensorial (modulacion), finalmente los
impulsos nociceptivos se integran con factores cognositivos y emocionales, para crear la experiencia
subjetiva del dolor. (Modificado de: Arévalo et al., 2007).
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MOLECULAS IMPLICADAS EN EL PROCESAMIENTO DEL DOLOR

En eondiciones fisiologicas, la sefializacidon de las neuronas de proyeccion del dolor
en el asta dorsal proporciona informacién sobre el momento de inicio, la duracién e
intensidad-dedos estimulos nocivos procedentes de la periferia. Tanto los astrocitos
como la microgliaspermanecen inalterados por estos eventos sinapticos (Milligan &
Watkins, 2009). La"aetivacion de los nociceptores de las fibras Ay C por estimulos
nocivos leves conduce ala liberacion de glutamato (Glu) de las terminales nerviosas
aferentes presinapticas centrales en el asta dorsal de la médula espinal. Activando
a corto plazo de los subtipess“acido a-amino-3-hidroxi- 5-metil-4-isoxazol-propio
(AMPA) y kainato de los recepteres de glutamato ionotrépicos, ademas se
encuentra presente, el subtipo de .reeeptor de glutamato ionotropico N-metil-d-
aspartato (NMDA) (Fundytus, 2001; MacDermott et al., 1986; Zhou & Danbolt, 2014)
[Figura 3A]. Sin embargo, tras la comunicagion sinaptica repetitiva, se produce un
aumento de la capacidad de respuesta de€\las nheuronas de proyeccion del dolor del
asta dorsal a los estimulos posteriores (Hucho & Levine, 2007). La liberacion
conjunta de glutamato y neurotransmisores como la sustancia P (sub P) y el péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) median Ja“activacion del NMDA
(Bennett, 2001), lo que da lugar a corrientes de Ca?* activadas-por voltaje (VGCC)
(Gonda, 2012; Milligan & Watkins, 2009), ademas se activan la senalizacion del
inositol-1,4,5-trifosfato  (Ins(1,4,5)P3) y las proteinas quinasas ‘activadas por
mitdgenos, como la quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK), lap38 (Hide
et al.,, 2000) y la c-dJun N-terminal quinasa (JNK) (Suzuki et al., 2004)."En_las

neuronas, la ERK puede sensibilizar los receptores AMPA excitados y los NMDA.
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La activacion de los purinorreceptores (P2X3) por el adenosin trifosfato (ATP), la
activacion de los receptores sub P (el receptor de neuroquinina 1 (NK1R)) , la
activacion de los receptores de glutamato metabotropicos (mGIuR) y la liberacion
del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) (Pezet et al., 2002), contribuye
a mejorar la transmision nociceptiva. Los astrocitos y la microglia expresan varios
receptores de neurotransmisores y son activados por el glutamato, el ATP y el sub
P (McMahon et al.;,2005). En las sinapsis, los transportadores de glutamato, el
transportador de glutamatos1 (GLT1) y el transportador de glutamato-aspartato
(GLAST), que son cruciales”para eliminar el glutamato sinaptico, se desregulan
después de una exposicion prolongada a altos niveles de glutamato sinaptico
(Gegelashvili & Schousboe, .1997). La excitacion continua puede inducir la
activacion de ERK, p38 y JNK.en la microglia y los astrocitos. Cada una de estas
quinasas puede activar el factor.de_transeripcion factor nuclear-kB (NF-kB), que
induce la sintesis de factores inflamatorios.“lfa.regulacion del canal de potencial
receptor transitorio V1 (TRPV1) (Bandell" et al., 2004) después de la inflamacion
contribuye aun mas a la sensibilizacion a las senalesnocivas. Durante este tiempo,
las fibras AR normalmente no nociceptivas también pueden activar las neuronas de

proyeccién del dolor [Figura 3B].
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Figura 3 Moléculas implicadas en el procesamiento del dolor. A: sinapsis medular. Ocurre liberacion
de glutamato (Glu) en hendidura sihaptica. Se puede observar a los receptores en la neurona
postsinaptica ionotrépicos como (AMPAR, Kaifiato y NMDA) y metabotropicos como (mGLUR). La
regulacién de la concentracion de glutamato se'da por la presencia de transportadores (GLT-1). En
condiciones fisioldgicas, el estado de jas’células gliales (microglia y astrocito) es de inactividad. B:
sinapsis medular en condiciones patologicas. @ coemunicacion sinaptica repetitiva, produce un
aumento de la capacidad de respuesta de 1as neuronas.de proyeccion del dolor del asta dorsal, lo
que da lugar a la activacion de moléculas como (sub Ry CGRP) provocando la activacion de (VGCC),
y dando lugar a la desregulacion de GLT-1 en™loseastrocitos. (Modificado de: Milligan vy
Watkins,2009).

CLASIFICACION DEL DOLOR

El dolor se puede clasificar de acuerdo con su duracign, la etiologia, la ubicacion
anatomica, frecuencia e intensidad (Cole, 2002). De acuérdocon su mecanismo
neurofisiolégico el dolor se puede clasificar en nociceptivo, inflamatorio, disfuncional
y neuropatico (Woolf, 2010).

El dolor neuropatico se clasifica en dos grandes categorias, dolor de tipo.adaptativo,
que incluye al dolor nociceptivo y al dolor inflamatorio (Abrahamsen et al.,)2008;
Woolf & Ma, 2007) y el dolor de tipo mal adaptativo (Costigan et al., 2009)~que

incluye, fibromialgia (Staud & Rodriguez, 2006), sindrome de colon irritable (Nielsen
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et al., 2008), dolor inducido por estrés (Ferdousi & Finn, 2018) y dolor neuropatico

(Baron et al., 2010).
DOLOR NEUROPATICO

La AIED define el dolor neuropatico como un "dolor causado por una lesion o
enfermedad del sistema nervioso somatosensorial" (Meacham et al., 2017)
DOLOR NEUROPATICO CENTRAL (DNC)

El dolor neuropatico‘se puede clasificar de acuerdo a su localizacion anatémica en
central o periférico (Zilliox,.2017).

El dolor neuropatico central (BNC) es causado por una lesion o alteracion a las vias
somatosensoriales del SNC (Galhardoni et al., 2019). Las principales causas del
dolor neuropatico de tipo central incluyen lesiones en la médula espinal, esclerosis
multiple (EM), quimioterapia (Smith-et als"2013), lesiones cerebrales traumaticas y
accidentes cerebrovasculares (Kimetal., 2020). Por otra parte, el dafio a los nervios
espinales induce cambios en células'gliales localizadas en los ganglios de la raiz
dorsal (GDR) o en la médula espinal lo cual promueve un estado de dolor (Meacham

etal., 2017).

DOLOR NEUROPATICO PERIFERICO (DNP)
El DNP, se desarrolla en tres procesos importantes: la reaccion inflamatoria
(Sommer et al., 2018) e inmunoldgica (Baron et al., 2010), la neurogénesis anormal
y las alteraciones en las estructuras moleculares de las neuronas primarias
nociceptivas, que afectan escencialmente a canales ionicos y receptores de
membrana. Como respuesta inflamatoria se produce una serie de cambios

histoquimicos humorales y vasogénicos, que producen una estimulacion repetitiva
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del nociceptor en el sitio de la lesion que perdura, reduciendo el umbral de activacion
de_loeS nociceptores, y aumentando en su respuesta ante cualquier estimulo que
incluso,,puede llegar a generarse espontaneamente (Amir et al., 2005; Linley et al.,
2010). Alguna de las causas del dolor neuropatico periférico son, la neuropatia
diabética (Vinikeet al., 2013), neuralgia post-herpética (Hadley et al., 2016), neuralgia
del trigémino (Al-Quliti, 2015), el dolor de miembro fantasma (Smith et al., 2005),
neuropatia por compresion de los nervios espinales (Zimmermann, 2001) entre
otras. En la periferia se enyia informacion nociceptiva hacia el asta dorsal de la
meédula. liberantanto sustaneia,P y péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP) que posteriormente sesinen a receptores localizados en distintas células
relacionadas con el proceso_inflamatorio, como son neutrofilos, mastocitos vy
basodfilos que causan la liberaCion de una serie de sustancias proinflamatorias
(citocinas, bradicinina, histamina),.el.incremento en estas sustancias actuan sobre
receptores especificos, que en consecuenecia_aumentan el calcio intracelular y
activan las cinasas que conllevan a una disminucion del umbral de descarga y
potenciacion de las corrientes de sodio. Ademas, se favorece la sintesis de las
ciclooxigenasas (COX), que a su vez promueven la sini€sis de prostaglandinas y
eicosanoides. (Mattia & Coluzzi, 2005). Tambien se liberanfactores troficos, como
el factor de crecimiento nervioso (NGF), la liberacién de todas estas sustancias
producen cambios de pH, liberacion de ATP de las células lesionadas, sintesis y
liberacion de oxido nitrico (NO), lo que induce la amplificacion de la“Sefializacion
hacia la médula espinal y los centros superiores causando una sensibilizacion
periférica, que contribuye al mantenimiento del dolor cronico (Goicoechea & Martin,

2006; Szok et al., 2019).

10
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MECANISMOS DE DOLOR NEUROPATICO

En ‘el dolor neuropatico los mecanismos implicados se clasifican en periféricos y
centrales.(Gomez-Barrios & Tortorici, 2009). Los mecanismos periféricos incluyen
la generacion~de una actividad espontanea anormal en las fibras aferentes
primarias, la “disminuciéon del umbral de activacion de los nociceptores, la
comunicacion cruzada entre fibras de transmision (Amir & Devor, 2000), la
sobreactividad de los'canales de sodio en los nervios periféricos (Wen et al., 2020)
y la inflamacion del nervio@afectado (Baron, 2000; Campbell & Meyer, 2006).

El dafo de las neuronas sensoriales puede desarrollar cambios en la excitabilidad
de las neuronas vecinas, aun en.Jas.que no resultan inicialmente afectadas por la
lesion, y estos cambios pueden.generar potenciales de accidn al aplicar cualquier
tipo de estimulacioén en la periferia,,inclusive, estimulacion inocua (alodinia). Estos
cambios pueden manifestarse a lo largo de lai via de transmisién nociceptiva. La
alodinia mecanica es causada por la sensibilizaCion de las neuronas sensoriales
periféricas o por la amplificacién de las sehales nociceptivas a nivel de la médula
espinal (Lolignier et al., 2015).

En condiciones como la diabetes mellitus (DM) hay dn)dafo a los nervios
periféricos, el dafio a los nervios induce la liberacidn de citocinas, factores de
crecimiento nervioso (NGF) entre otras sustancias algégenas que invaden la zona
tisular lesionada. Lo anterior, induce cambios en la expresion de diferentes canales
tales como sodio y potasio (Basbaum et al., 2009). Se ha reportado Que los
potenciales de accidn espontaneos generados en las terminaciones nerviosas.o-en

el sitio del dafo son un factor que contribuye de manera importante a la presencia

11
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de respuestas alodinicas. Posterior a una lesion nerviosa se modifica la expresion
de los canales de sodio, especialmente las isoformas Nav 1.3, Nav 1.7, Nav 1.8 y
Nav 1.94Dib-Hajj et al., 2010), también los canales de cationes son activados por
hiperpolarizacion neuronal (Biel et al., 2009) lo que contibuye a que las neuronas
muestren patrones de disparo repetitivos en los potenciales de accion, causando
una fuerza motriz\importante para la sensibilizacion central, en la que estan
implicadas varias moléculas que incluyen varios tipos de receptores de glutamato,
la sustancia P, las citoquinas proinflamatorias, los receptores de tirosina quinasa B
y diferentes proteinas quinasas (Basbaum et al., 2009; von Hehn et al., 2012)
[Figura 4] .

Los cambios postsinapticos tambien contribuyen a la alodinia, entre ellos se
encuentra el aumento de la actividad de'los receptores de glutamato, acido N-metil-
D-aspartico (NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4 isoxazolpropiénico (AMPA) y
metabalicos, diferentes quinasas y otros)sistemas de sefializacién que aumentan la

fuerza sinaptica (Bardoni, 2013).

12



Universidad Juarez Auténoma de Tabasco
Division Académica de Ciencias de la Salud

AP

Ad

Neurona de
proyeccion

Interneuronas

M GABAa

M Nk

W AMPA
‘ & NMDA

Figura 4. Representacion esquematica de la fisiopatologia del dolor neuropatico. La
sensibilizacion central, iniciada por la actividad de las fibras C, y las fibras Adrlesionadas liberan
glutamato y activan a los receptores lo que aumenta la excitacion de neuronas de proyeccion y estos
mecanismos son los responsables de la hiperalgesia. Las fibras AB tactiles, que_normalmente
transmiten informacién inocua son capaces de transmitir informacion nociceptiva a la medula espinal,
liberan glutamato y producen el fendémeno de la alodinia. (Recuperado y modificado de: Miki et al.,
1998).
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ALODINIA E HIPERALGESIA

La alodinia se define como una respuesta dolorosa a un estimulo que habitualmente

no se percibia como doloroso [Figura 5A] (Jensen & Finnerup, 2014; Sandkunhler,

2009). Porotra.parte, la hiperalgesia se define como un estimulo que normalmente

era doloroso y.que ahora se percibe con mayor intensidad (Sandkuhler, 2009)

[Figura 5B].
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Figura 5. Hiperalgesia y alodinia. Representacion grafica del cambio de los umbrales de dolor

durante un estado de dolor. Respuesta aumentada a los estimulos nocivos; normalmente-dolerosos
(hiperalgesia) (A). Dolor provocado por estimulos no nocivos (alodinia); como la sensacion tactil (B).

(Modificado de: Sandkuihler, 2009.)
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MODELOS EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO DEL DOLOR NEUROPATICO

Existén una serie de modelos animales que se basan en la constriccidn, compresién

y constriecion completa o parcial de estructuras nerviosas. Todos estos modelos de

dolor experimental reproducen conductas nociceptivas como hiperalgesia, alodinia

y dolor espontaneo [Figura 6].

Entre los modelos/de-dolor neuropatico experimental mas utilizados se encuentran:

La constriccion cronica del nervio ciatico: Se realiza exponiendo el nervio
ciatico de un lado ‘mediante una incision en la piel y cortando el tejido
conectivo entre los musculos gluteo superficial y biceps femoral, se atan
cuatro ligaduras alrededer del nervio ciatico a intervalos de 1 mm, para ocluir,
pero no detener el flujo.sanguineo. epineural. Se ha demostrado que es un
modelo que produce dolor-espontaneo y la alodinia, este modelo es usado
en estudios de comportamiento (Austin‘etaal., 2012; Bennett & Xie, 1988).
Secciodn parcial del nervio ciatico: Se realiza en una ligadura apretada de
un tercio a la mitad del nervio ciatico con lo quejrapidamente da inicio a la
hiperalgesia y alodinia (Seltzer et al., 1990).

Lesion de ramas aisladas del nervio ciatico: Consiste en producir una
rompimiento de los nervios peroneal y tibial, y el nervio sural'se intacto. Los
individuos sometidos a este tipo de lesidn neuropatica presentan alteraciones
posturales de la pata en posicion elevada y con los dedos flexionados. Induce

una conducta de hiperalgesia y alodinia desde las 24 horas posteriores, a la

15
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operacion, alcanza su pico maximo a las 2 semanas y continua a lo largo de
toda la vida del animal (Decosterd & Woolf, 2000).

e ¥ La ligadura del nervio espinal (LNE): Consiste en realizar una ligadura
apretada en el nervio espinal L5, L6 6 ambos, con lo que la rata desarrolla
hiperalgesia y alodinia a largo plazo en la pata trasera afectada. En este
modelo, la“rata muestra hiperalgesia a estimulos nocivos mecanicos, asi
como a estimulos de calor y frio que llegan a tener una duracion de hasta 2

meses (Ho Kim & Ma»Chung, 1992).

MODELOS DE DOLOR NEMROPATICO

Raiz dorsal -

Médula espinal

MODELO DE LIGADURA DE
NERVIOS ESPINALES
LS/L6

MODELO DE SELTZER“

MODELO DE BENNETT
(cci)

MODELO SNI

Figura 6. Modelos animales para la induccion de dolor neuropatico por daio a nervios. Ligadura de
nervio espinal (LNE); se ligan los nervios L5 y L6. Ligadura parcial del nervio ciatico; se realiza una
ligadura en la mitad del nervio ciatico. Constriccion crénica del nervio; se realizan cuatre-ligaduras
laxas antes de la trifurcacion del nervio ciatico. Ligadura parcial del nervio ciatico; se liganio cortan
los nervios peroneal y tibial, dejando intacto el nervio sural (Modificado de: Gémez-Barros y cols.,
2009).
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TRATAMIENTO FARMACOLOGICO PARA EL ALIVIO DEL DOLOR

Los opioides y los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) fueron el pilar del
tratamientor del dolor durante mucho tiempo, sin embargo, sus efectos adversos y
su insuficiente eficacia en muchos tipos de dolor fueron los principales impulsores
del desarrollo dé_nuevos analgésicos (Kissin, 2010). Los AINES tienen efectos
antiinflamatorios, antipiréticos y antiplaquetarios (Vane, 2000), dentro de esta
clasificacion se encuentran todos los que producen su efecto analgésico por la
inhibicion de la ciclooxigenasa (COX) que es la responsable de la sintesis de
prostaglandinas, los efectos#analgésicos de estos farmacos se atribuyen a la
inhbicidn de la COX-2, a los que=pertenecen farmacos como el naproxeno, la
indometacina, el diclofenaco,gl-ketorolaco, el metamizol y el ibuprofeno (Cashman,
1996; Gan, 2010; Kissin, 2010)\y"os efectos adversos se atribuyen a la inhibicion
de la COX- 1, en este sentido se sintetizaron'moléculas selectivas como el celecobix
y el rofecoxib (Mattia & Coluzzi, 200%)..Por etro.lado los analgésicos opioides
también son utilizados para el alivio del dolor, sy prototipo farmacolégico es la
morfina (Inturrisi, 2002), a este grupo también pertenecen la buprenorfina, la
oxicodona, la metadona, el fentanilo, la pentazocina y el tramadol (Gal, 1989; Kissin,
2010). Tambien existen adyuvantes analgésicos, tal como los antidepresivos, como
la amitriptilina (Boyle et al., 2012; Rico-Villademoros et al., 2015).y~la duloxetina
(Lian et al., 2020); y los anticonvulsivos, como la gabapentina y la_pregabalina
(Bockbrader et al., 2010; Sills, 2006) que son farmacos que tienen ‘un lefecto
inhibidor de la liberacion de glutamato ya que bloquean de manera parcial“los

canales de calcio voltaje dependientes de las neuronas presinapticas, disminuyendo
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la frecuencia de estimulos de las neuronas centrales, bloqueando asi la transmision
y\la.percepcion del dolor (Kukkar et al., 2013). En este sentido, y tomando como
referencia la participacion del glutamato en el dolor cronico, con la finalidad de un
tratamienterque disminuya los niveles de glutamato en el espacio sinaptico, diversos
autores han sugerido a las moléculas betalactamicas ya que han demostrado
aumentar la expresion de los transportadores GLT-1 (Hakami & Sari, 2017;
Rothstein et al., 2005;Smaga et al., 2020).
EVIDENCIA DEL USO DE CEFTRIAXONA EN EL TRATAMIENTO DEL DOLOR

Existe evidencia del uso desfarmacos betalactamicos, tal es el caso de ceftriaxona
en el proceso doloroso, donde sé mostré la funcidén antihiperalgésica a dosis de 200
mg/kg en un modelo de constriecién cronica del nervio ciatico (CCl) en ratones (Hu

et al., 2010).

Roman y colaboradores (2013) demostrafon)que la actividad protectora de la
ceftriaxona en un modelo de nocicepcién)visceral disminuyd en cerca del 70% la
respuesta visceromotora, otros estudios sugieren que las dosis bajas de ceftriaxona
alcanzan un efecto antinociceptivo en las pruebas realizadas a ratas en un modelo
de tolerancia a la morfina (Rawls et al., 2007; Roman et al’, 2013), ademas se ha
demostrado que el pretratamiento con ceftriaxona en ratas semetidas a prueba de
formalina, induce un efecto antinociceptivo (Baeza-Flores et al., 2020).

Resulta interesante que a nivel preclinico utilizando modelos experimentales se ha
demostrado el efecto analgésico de la ceftriaxona en dolor de tipo neuropatico,

visceral e inflamatorio agudo (Lin et al., 2011; Stepanovic-Petrovic et al., 2014 ).
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USO DEL DIHIDROKAINATO (DHK) EN EL DOLOR.

En.diferentes estudios de dolor para demostrar el efecto de ceftriaxona como
inductor“de los transportadores de GLT1, utilizan como antagonista selectivo al
dihidrokaimato (DHK) un inhibidor del transportador de glutamato (GLT-1),
revirtiendo eficazmente el efecto antinociceptivo de la ceftriaxona (Rasmussen et
al., 2011; Yang et al.y 2011). El DHK favorece la muerte de las células neuronales,
modula los comportamientos de ansiedad y depresion y concentraciones mas
elevadas, el dihidrokainato es un débil inhibidor de los receptores de acido glutamico
AMPA/kainato, sin embarge,. en modelos de dolor inflamatorio y visceral se han
destrito dosis efectivas de 10 mg/kg administradas intraperitonealmente (Alotaibi &

Rahman, 2019; Tallarida et al.;»2013).

GLUTAMATO Y DOLOR
El glutamato es el neurotransmisor excitador_mas importante dentro del sistema
nervioso central (SNC). El glutamato es almacenado en vesiculas sinapticas dentro
de la neurona presinaptica y liberado por exocitosis,/una vez en la hendidura
sinaptica el glutamato difunde y activa a los receptores postsinapticos N-metil-D-
Aspartato (NMDA) y a receptores No-NMDA, que incluye los receptores alfa-amino-
3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato (AMPA) y kainato (KA) (Fundytus, 2001;

lwata et al., 2011; Zhou & Danbolt, 2014).

La activacion de los receptores a glutamato, induce una corriente despolarizante en
la neurona postsinaptica, la acciéon del glutamato sobre sus receptores termina

debido a su recaptura por los transportadores de glutamato de alta afinidad
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denominados GLT-1 localizados en la membrana citoplasmatica de los astrocitos,
oligedendrocitos y microglia (Niederberger et al., 2006; Niederberger et al., 2003).
El glutamato recapturado en los astrocitos mediante el transportador GLT-1, toma 3
rutas metabdlicas; 1) su incorporacion en el ciclo del acido tricarboxilico o Krebs, 2)
la sintesis de preteinas o 3) la transformacion a glutamina (Hsu et al., 2015; Zhou &
Danbolt, 2014). sLos. astrocitos, son capaces de metabolizar el glutamato en
glutamina, mediante*la_enzima glutamina sintasa. La glutamina es liberada del
astrocito y recapturada por la neurona presinaptica donde se reconvierte a
glutamato a través de la‘enzima glutaminasa para ser almacena en vesiculas
presinapticas (Bonet & Grau, 2007; Gegelashvili & Bjerrum, 2019). La regulacién de
glutamato se realiza por 3, familias de proteinas o transportadores; los
Transportadores Aminoacido -Excitadores (EAAT's), los Transportadores de
Glutamato Vesicular (VGLUT:s)_y “el" Intercambiador Glutamato-Cisteina

(Vandenberg & Ryan, 2013) [Figura 7].
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Figura 7. Sintesis y ciclado del glutamato. El_glutamato absorbido por los astrocitos puede se
transforma a glutamina. La glutaminaes exportada.a las neuronas y transformada a glutamato por
accion de la enzima mitocondrial glutaminasa sintasa; empacado en vesiculas, liberado por accién
de los transportadores VGLUT vy difundido” asla“terminal sinaptica como resultado a estimulos
especificos. (Niederberger et al, 2006; Vandenberg et al., 2013).

La baja regulacion de GLT-1 se encuenfra.asociada.a lesion nerviosa. En el modelo
animal de neuropatia diabética inducida por estreptozotocina se demostr tras la
administracion repetida de ceftriaxona (farmaco induetor) se obtuvieron efectos
antialodinicos y antihiperalgesicos a partir del dia 3 de tratamiento (Gunduz et al.,
2011). Se ha descrito en diversos modelos de dolor, que fa administracion de
ceftriaxona aumenta la expresion de GLT-1 a nivel espinal (Lin et al.,2011; Yang et
al.,, 2011) y que reduce efectivamente la concentracion de glutamato extracelular
(Rasmussen et al., 2011). Hu y colaboradores en 2010 reportaron que
administracion intraperitoneal preventiva y terapéutica de ceftriaxona previno, el

desarrollo de la hiperalgesia térmica, la alodinia mecanica y la regulacién a la baja
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de GLT-1 en la asta dorsal espinal (Hu et al., 2010). Ademas, Eljaja y colaboradores
en 2018 en un modelo de dolor neuropatico inducido por ligadura de los nervios
espinales presentd cambios en las respuestas tanto mecanicas como térmicas,
observande-aumento significativo del umbral de retirada mecanica en ratas tratadas
con ceftriaxona~(Eljaja et al., 2018). De acuerdo con los estudios realizados por
Hajhashemi y colaboradores en 2012 muestran que el uso de ceftriaxona como
modulador de la captaciéon de glutamato proporcionan efectos benéficos en el
tratamiento del dolor neuropatico cronico, especialmente en la alodinia (Hajhashemi
et al., 2013). Debido a que”el-dolor neuropatico es altamente refractario a los
tratamientos actuales, se han buscado nuevos blancos y farmacos que puedan ser
utiles para el tratamiento del dolorneuropatico. Se ha propuesto que los antibidticos
betalactamico como ceftriaxonasy ampicilina, tienen la capacidad de incrementar la
expresion preoteica del transportador de glutamato (GLT-1) (Ochoa-Aguilar et al.,
2018; Rothstein et al., 2005). Ademas’la)sobreexpresion espinal de GLT-1 a través
de la administracién intratecal de un vector viral reduce la hiperalgesia mecanica y

alodinia en la rata (Maeda et al., 2008).

TRANSPORTADORES DE GLUTAMATO Y DOLOR
Los transportadores de glutamato pertenecen a la familia de\transportadores de
aminoacidos. Se conocen cinco subtipos de los transportadores de glutamato
GLAST / EAAT1, GLT-1/ EAAT2, EAAC1 / EAAT3, EAAT4, ASCT2 (Gegelashvili y
Bjerrum, 2014). El GLT-1 es el responsable del 95% de la recaptura deliglutamato
liberado a la hendidura sinaptica (Gegelashvili & Bjerrum, 2019). El transportador

GLT-1 desempeiia un papel esencial en el mantenimiento fisiolégico del glutamato
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y participa en el desarrollo y mantenimiento del dolor patolégico (Hu et al., 2010).
La reduccion en la actividad de captacion de los transportadores de glutamato (GLT-
1) inerementa la disponibilidad de glutamato en la hendidura sinaptica. Lo anterior
en consecyencia incrementa la sensibilizacién central y con ello el desarrollo de
estados de doler,cronico (Chiang et al., 2012). Se ha demostrado que los receptores
metabotropicos (MGlu1 y mGlub) y los receptores NMDA tienen un papel clave en
los mecanismos implicados en dolor cronico (Christoph et al., 2005). La activacion
del receptor NMDA, inducen la estimulacion de factores transcripcionales como el
factor nuclear kappa B (NE=kKB). La activaciéon de NF-kB induce la produccion de
citocinas pro-inflamatorias en el@sta dorsal de la médula espinal. Lo cual resulta en
una estimulaciéon constante de las neuronas sensoriales de la médula espinal
contribuyendo al desarrollo dolorneuropatico (Caviedes & Herranz, 2002). Diversos
estudios han implicado una asociacionsentre el GLT-1 y el desarrollo y/o

mantenimiento del dolor dolor crénico
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En modelos experimentales se ha identificado que la disminucion del transporte de
glutamato_se asocia con hiperalgesia y alodinia (Rawls et al., 2010). Algunos autores
han propueste.que la disminucién de la concentracion de glutamato, incrementaria
el transporte “yseliminacion en el espacio sinaptico y resultaria en el buen
funcionamiento del_sistema nervioso (Kim et al., 2011) y por lo tanto aliviar algunas
enfermedades del SNCATakahashi et al., 2015). Por otra lado, se ha descrito que
los farmacos betalactamicos tales como la ceftriaxona, ampicilina y &acido
clavulanico aumentan la expresién del transportador GLT-1 (Rothstein et al., 2005),
ademas la ceftriaxona actua como analgésico, y se ha demostrado que el
pretratamiento con este farmaco en-roedores sometidos a prueba de formalina,
induce un efecto antinociceptivo (Baeza-Flores et al., 2020), por lo cual, se demostré
que la ceftriaxona reduce la nocicepeion inducida por formalina, bajo condicion de
dolor de origen inflamatorio, lo que sugiere que_la administracion periférica y local
de ceftriaxona puede activar este mecanismo en lassheuronas aferentes primarias.
En modelos experimentales bajo condicién de dolor neuropatico, se demostré que
tras la administracion repetida de ceftriaxona utilizado como)farmaco inductor, se
obtuvieron efectos antialodinico y antihiperalgésico a partir‘del tercer dia de
tratamiento (Gunduz et al., 2011). ¢ El aumento de la expresion del.transportador

GLT-1 disminuye la conducta dolorosa inducida por la ligadura de nervios espinales?
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JUSTIFICACION
Eltransportador GLT-1 que se localiza en la glia desempefia un papel importante
en niantener las concentraciones fisioldgicas de glutamato en el espacio sinaptico
que entregajterminal central de la aferente primaria y la segunda neurona, por lo
tanto, existe una estrecha relacion entre la concentracion de glutamato liberado al
espacio sinaptico y.la recaptura por GLT-1. En este sentido se ha descrito que
farmacos betalactamices como ceftriaxona, ampicilina y acido clavulanico, inducen
la expresion del GLT-1 y porlo tanto disminuye la concentracion de glutamato en el
espacio sinaptico. Bajo condiciones patoldégicas como el dolor, existe una excesiva
liberacion de glutamato y por lo tanto una sobre activacién de los receptores N-Metil
D-aspartato (NMDA). Este proceso aumenta la concentracion del calcio en el
espacio sinaptico. Ademas, un.disturbio en la transmision glutamatergica se puede
deber a cambios en los transportadores de“glutamato y por lo tanto participar en el
dolor. Los farmacos inductores aumeéntan la”expresion del GLT-1 y por lo tanto
disminuyen la concentraciéon de glutanmiato en €l espacio sinaptico. En el caso
particular del dolor de origen inflamatorio la @dministracion de farmacos
betalactamicos como la ceftriaxona han mostrade™ efectos antialodinicos,
antihiperalgesicos y antinociceptivos y se sugiere su participacion en el dolor de

origen neuropatico.
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HIPOTESIS

La administracion de ceftriaxona como inductor de la expresion del transportador de

glutamato GLT-1 disminuye la conducta dolorosa inducida por la ligadura de nervios

espinales.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la ceftriaxona en la participacion del transportador de
glutamato GLT-1 en el dolor de tipo neuropatico inducido por la ligadura de
los nenvios espinales en la rata.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto’de ceftriaxona en la conducta nociceptiva inducida por la

ligadura de los nervios espinales.

Evaluar el efecto de dihidrokainato en la conducta nociceptiva inducida por la

ligadura de los nervios espinales.

Evaluar el efecto de dihidrokainato y ceftriaxona en la conducta nociceptiva

inducida por la ligadura de los_nervios espinales.
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MATERIAL Y METODOS

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron) ratas hembra Wistar de 140-160 g. Las ratas se mantuvieron bajo
condiciones medio, ambientales controladas de temperatura (21+-1°C) y ciclos de
luz oscuridad 12:12¢ con acceso a agua purificada y alimento a libre demanda
durante toda la fase experimental. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo
a las guias internacionales sobre aspectos éticos para la investigacion del dolor
experimental en animales {Zimmermann, 1983). la norma mexicana (NOM-062-
1999,2002). Este proyecto fue aprobado por el Comité interno para el uso y cuidado
de animales de laboratorio (CICUAL 03-2019).

FARMACOS

La ceftriaxona (Laboratorio Siegfried Rhein México), se disolvid en solucion salina
(0.9%) para su administracion en un velumen de 2ml/kg a la dosis de (30, 50, 100,
200, 400 y 800 mg/kg, i.p.). La pregabalina (Ultra‘lkaboratorios México), se disolvid
en solucion salina (0.9%) para su administracion en unvolumen de 4ml/kg a la dosis
de (30 mg/kg v.o.). Gabapentina (Laboratorio AMSA México),se disolvié en solucion
salina (0.9%) para su administraciéon en un volumen de 4mil/kg a la dosis de (300
mg/kg v.o). Dihidrokainato (DHK) (dihydrokainic acid; Sigma-Aldrich, México) se
disolvié en solucion salina (0.9%) a dosis de (10 mg/kg i.p.) en un’velumen de 2

mi/kg.
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LIGADURA DE NERVIOS ESPINALES (LNE)

Para lalinduccion de dolor neuropatico experimental se utilizé el modelo de ligadura
de los nervios espinales (LNE) descrito por Kim y Chung en 1992. De manera
general, las_ratas se anestesiaron con una mezcla de ketamina (50 mg/kg, i.p.) ¥
xilacina (10 mg/kg, i.p.) y se realizé una incision en la linea media dorsal tomando
como referencia las-crestas iliacas. 0.5 cm en direccion cefalica, y 1 cm en direccion
caudal.

Posteriormente se realizoguina incision en el musculo espinal, (1 cm en direccion
cefalica y 0.5 cm en direccion’eaudal) se localizé la apdfisis transversa de la vértebra
lumbar L6 y se realizé la remocionide esta. Se expusieron y ligaron los nervios
espinales L5 y L6 con sutura de.sedade 6-0 [Figura 8].

Para las ratas falsamente operadas ,(SHAM), los nervios fueron expuestos, pero no
se ligaron. Los animales que presentaron deficiencias motoras fueron descartados

del estudio, estas representaron menos del 5% de los animales utilizados.
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Figura 8. Ligadura de nervios espinales en la rata.“En la foto’de)la derecha se observa claramente el
nervio L5 ligado, el nervio L6 sin ligar (para apreciar el grosordelnervio). Los nervios L5 y L6 deben
ligarse.

PRUEBA DE ALODINIA TACTIL

Los animales se trasladaron a cajas de plastico sobre una'malla metalica durante
30 a 45 minutos para habituarse. La alodinia tactil se medié de.acuerdo con el
método de Chaplan y colaboradores (Chaplan et al., 1994), con filamentos de von
Frey. (Stoelting, Wood Dale, IL, EUA). Esta prueba consistié en apliear, presion
mecanica mediante filamentos calibrados (0.008 g a 300g) en la zona media-de la

region plantar de la pata posterior izquierda (ipsilateral).

30



Universidad Juarez Auténoma de Tabasco
Division Académica de Ciencias de la Salud

La evaluacion inicio con el filamento de (2 g) y se mantuvo la presion por al menos
8.segundos. Cuando la rata retir6 la pata ante la presion, se consideré como una
respuesta positiva de alodinia y se continudé la evaluacion con el filamento siguiente
de inferiorc"gramaje, las ratas que no retiraron la pata ante la presion; se
consideraron como una respuesta negativa de alodinia y se continud la evaluacion
con el filamento siguiente de superior gramaje, solo se contaron 6 respuestas, que
empezaron a partir-del_primer cambio de negativo a positivo. La alodinia tactil se
considero presente cuando el 50 % de umbral de retiro de la pata fue menor a 4
gramos de fuerza. El 50 %-del.umbral de retiro de determiné empleando el método
de up and down (Dixon, 1980)..La evaluaciéon de la alodinia con la administracion
de farmacos se evalu6 a partir, del (tiempo 0) seguido de la administracién de los
farmacos correspondientes, a les 30 min, cada hora, en la hora 4 los animales se
trasladaron a su caja y se subieron.a la malla metalica 30 minutos antes de cumplir

las 6 horas para continuar con la evaldacion hasta el termino de las 6 h [Figura 9].
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Figura 9. Evaluacion de la conducta nociceptiva..Evaluacion de la conducta nociceptiva mediante la
prueba de alodinia tactil con filamentos.de Von Frey.

DISENO EXPERIMENTAL

El disefo experimental consistio en 12 grupos de experimentos (n=6). Se evaluo el
efecto de la ceftriaxona en la participacion del transportador de glutamato GLT-1 en
el dolor de tipo neuropatico inducido por la ligadura de los nervios espinales en la

rata.
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1. OBJETIVO1

Para” evaluar el efecto de ceftriaxona como inductor en la expresion del
transportador de glutamato GLT-1 en la conducta nociceptiva inducida por la
ligadura de losinervios espinales, se evalud la conducta el dia 14 post-ligadura de
nervios espinales mediante la prueba de alodinia tactil [Figura10].

e Se administrd’selucion salina al 0.9% i.p, para el grupo vehiculo.

e Para los controles_positivos se adminstré pregabalina (30 mg/kg v.0.) y

gabapentina (300 mg/kg'v.o.).
e Se cred una curva dosis\respuesta utilizando como farmaco inductor la

ceftriaxona a dosis de (30, 50, 100, 200, 400 y 800 mg/kg i.p.).

Ligadura de nervios
espinales
(LNE)

14 dias
post-ligadura

Pregabalina Geftriaxona
Vehiculo (30 mglkg v.0.) y (30, 50, 100, 200,
(Sol. Salina 0.9% Gabapentina 400 y-800.mg/kg i.p.)
i.p.) (300 mg/kg v.0.)

Figura 10. Diagrama metodolégico para evaluacion del efecto de ceftriaxona
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2. OBJETIVO 2

Para evaluar el efecto del dihidrokainato como antagonista del transportador de
glutamato GLT-1 en la conducta nociceptiva inducida por la ligadura de los nervios
espinales/Se evalud la conducta el dia 14 post-ligadura de nervios espinales

mediante la prueba de alodinia tactil [Figura 11].

e Se administrérselucion salina al 0.9% i.p, para el grupo vehiculo.
e Se administro el dihidrokainato (DHK) a 10mg/kg intraperitonealmente 30

minutos antes de la prueba de conducta.

Ligadurade nervios
espinales
(LNE)

14 dias
post-ligadura

Vehiculo Dihidrokainato
(Sol. Salina 0.9% (DHK)
i.p.) (10mg/kg i.p.)

Figura 11. Diagrama metodolégico para la evaluacion del efecto del dihidrokainato
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3. OBJETIVO3

Para evaluar el efecto del dihidrokainato y ceftriaxona en la conducta nociceptiva
inducida’por la ligadura de los nervios espinales. Se evalu6 la conducta el dia 14

post-ligadura de nervios espinales mediante la prueba de alodinia tactil [Figura 12].

e Se administré.solucion salina al 0.9% i.p, para el grupo vehiculo.
e Se administrg’ ek dihidrokainato (DHK) a 10mg/kg intraperitonealmente 30
minutos antes de,la-prueba de conducta, posteriormente se administro la

ceftriaxona y se evaluo la conducta durante 6 horas.

Ligadura de nervios
espinales
(LNE)

14 dias
post-ligadura

Dihidrokainato

Vehiculo (DHK)
(Sol. Salina 0.9% (10mgikg i.p.)
i.p.
P Ceftriaxona

Figura 12. Diagrama metodologico para la evaluacion del efecto del dihidrokainato y
ceftriaxona
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ANALISIS ESTADISTICO

Lessresultados conductuales se presentaron como la media * error estandar (EE)
de seisqanimales por grupo (n=6). El 50% de umbral de retiro se graficd en funciéon
del tiempo®Posteriormente, se determind el area bajo la curva (ABC) de cada curso
temporal mediante el método de los trapezoides y se grafico la media £ EE de cada
grupo.

El efecto antialodinico_se expres6é como el porcentaje de maximo efecto posible (%
MPE) de las ABC de cada rata individual con la siguiente ecuacion (Pineda-Farias

etal., 2017):

(ABC.compuesto) — (ABC vehiculo) y

% MEP =
% ABEC vehiculo — ABC sham

100

Para determinar las diferencias entre grupos, se realiz6 analisis de varianza
(ANOVA) de una o dos vias seguido porla pruebade Dunnett. Para todos los casos,
un valor de p menor a 0.05 se considero significativo. Todos los analisis y graficos
se realizaron con el programa estadistico GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Inc. San

Diego, CA).
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RESULTADOS

ESTANDARIZACION DEL MODELO DE LIGADURA DE NERVIOS ESPINALES.

En el curso,temporal del establecimiento de la conducta alodinica inducida por la
ligadura de los'nervios espinales, se observo una reduccion del umbral de retiro, la
cual se present6 a partir del dia 1 y se mantuvo durante 28 dias post-ligadura [Figura
13].

Con base en estos datos,.se decidio realizar el tratamiento farmacoldgico con los

farmacos y/o vehiculo 14 diaspost-ligadura de los nervios espinales.
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Figura 13. Curso temporal del establecimiento de la conducta alodinica tactil inducida‘por'la
ligadura de nervios espinales. Cada punto representa el promedio de 6 ratas + EE.
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ADMINISTRACION DEL TRATAMIENTO DE PREGABALINA Y GABAPENTINA

En €l curso temporal de la administracion de pregabalina como controles positivos

a dosis de-30 mg/kg y gabapentina a dosis de 300 mg/kg, se observé una conducta

antialodinicasde ambos farmacos [Figura 14A].

En las areas bajo la curva, se observo diferencia significativa entre los grupos de

pregabalina y gabapentina comparada con el vehiculo (p<0,05), determinado

mediante ANOVA [Figura 14B].

A B

16- 60_ *kkk
) T T
(]
S 124
[ 40—
Q NAIVE
E 8 Vehiculo 8
E = PGB 30 mg/ kg P
_g GBP 300 mg/ kg
E N 20—
- i
o
n

0- 0-

rri 1 | | 1 | | |
0 051 2 3 4 6 Vehiculo pGB GBP
Tiempo (h) 30 300
(mg/kg)
—

Figura 14. Administracion del tratamiento con pregabalina y gabapentina. Panel A: Curso
temporal las conductas nociceptivas post-administracién de tratamiente” de” pregabalina vy
gabapentina por via oral. Cada punto representa el promedio de 6 ratas + EE.\Panel B: dosis
administradas de pregabalina y gabapentina por via oral, en las ABC, **** represénta la dosis
estadisticamente significativo con respecto al grupo vehiculo (salina) p<0.0001.
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ADMINISTRACION DEL TRATAMIENTO DE CEFTRIAXONA

En respuesta al objetivo 1 para determinar el efecto de la ceftriaxona en la conducta
nociceptiva inducida por la ligadura de los nervios espinales, en el curso temporal
de la administracion de ceftriaxona (CFX) (30 y 50 mg/kg; i.p.) se observd una
respuesta alodinica en comparacion con la dosis de (100, 400 y 800 mg/kg) que
mostraron una respuésta antialodinica.

En el caso de las dosis.de (100 y 800 mg/kg) se observo un aumento del umbral de
retiro de la pata, el cual se/presentod a partir de la media hora y se mantuvo hasta la
hora 4, para el caso de las desis de (200 y 400 mg/kg) el aumento del umbral de
retiro se presentd a partir de la hora.1 y se mantuvo hasta la hora 4, sin embargo la
dosis de (400 mg/kg) alcanzd/su.pico'maximo en la hora 3 [Figura 15A].

En las areas bajo la curva se observo una.conducta antialodinica dosis dependiente

de CFX (30-100 mg/kg; i.p.) [Figura 456B].
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Figura 15. Administracion del tratamiento de ceftriaxona. Panel A: curso temporal de conductas
nociceptivas post-administracion de tratamiento con”CFX. Cada punto representa el promedio de 6
ratas + EE. Panel B: curva dosis respuesta” de’ CFX™i.p, como ABC, ****representa la dosis
estadisticamente significativo con respécto~al grupo, vehiculo (salina) p<0.0001.** dosis
estadisticamente significativo con respecto al'grupo vehiculo,(salina) p 0.0071. segun lo determinado
mediante ANOVA, seguido de la prueba de Dunnett.

EFECTO ANTIALODINICO DE CEFTRIAXONA
La administracion intraperitoneal de ceftriaxona (CFX) at100 mg/kg aumento el
umbral de retiro del 50% de las ratas alodinicas, el aumento sé presento a partir de
la media hora y se mantuvo hasta la hora 4 [Figura 16A]. Para evaluar el efecto
antialodinico de la ceftriaxona, los resultados se expresaron como el porcentaje de

maximo efecto posible (% MEP) de las ABC de cada rata individual.
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La_administracion de CFX de 30 a 800 mg/kg generé un efecto antialodinio
significativo disminuyendo la alodinia a un minimo de 11.11 % (a 50 mg/kg) y un

maximo de:32.75 % (a 100 mg/kg) [Figura 16B]
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Post-administracion-CFX

Figura 16. Efecto antialodinico de ceftriaxona. Panel A’ curso temporal de la actividad
antialodinica proporcionada por la administracion intraperitoneal. deceftriaxona (100 mg/kg) de ratas
con ligadura de nervios espinales L5/L6. Cada punto representa gl'promedio de 6 ratas + EE. Panel
B: Efecto antialodinico dosis dependiente (30 a 100 mg/kg) de ceftriaxona administrado de 30 a 800
mg/kg. Los datos se expresan como porcentaje de actividad confra la alodinia, considerando el
maximo efecto posible (% MEP). Las barras representan la media + SEM«(n = 6). **** p < 0.0001
frente al grupo del vehiculo, * p 0.0175 frente al grupo del vehiculo, segunrlo.determinado por ANOVA
seguido por la prueba de Dunnett.
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EFECTO ANTIALODINICO DE CEFTRIAXONA - PREGABALINA
La admistracion de PGB a 30 mg/kg mediante la via oral aumenté el umbral de retiro
del 50%¢+de las ratas alodinicas, el aumento se presenté a partir de la hora 1y se
mantuvo hasta la hora 6, sin embargo, la administracion intraperitoneal de CFX de
100 mg/kg administrada intraperitonealmente aument6 el umbral de retiro a partir
de la media horay"se, manmtuvo hasta la hora 4 [Figura 17A]. La administracion de
CFX de 30 a 800 mg/kg genero un efecto antialodinio significativo disminuyendo la
alodinia en un minimo de 11.11 % (a 50 mg/kg) y un maximo de 32.75 % (a 100
mg/kg), sin embargo, del‘efecto antialodinico de la pregabalina fue del 62.51 %

(control positivo, a 30 mg/kg, v.o)~[Figura 17B].
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Figura 17. Efecto antilodinico de ceftriaxona-pregabalina. Panel A: curso temporal de la actividad
antialodinica proporcionada por la administracion intraperitoneal del grupo CFX' (100, mg/kg) y la
administracion del grupo PGB (30 mg/kg) de ratas con ligadura de nervios espinales 1:5/L6. Cada
punto representa el promedio de 6 ratas + EE. Panel B: Efecto antialodinico dosis dependiente (30
a 100 mg/kg) de ceftriaxona administrado de 30 a 800 mg/kg. Los datos se expresan comao porcentaje
de actividad contra la alodinia, considerando el maximo efecto posible (% MEP). Las”barras
representan la media + SEM (n = 6). **** p < 0,0001 frente al grupo del vehiculo, *p 0.0232'rente al
grupo del vehiculo, segun lo determinado por el ANOVA seguido por la prueba de Dunnett.
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EFECTO ANTIALODINICO DE CEFTRIAXONA - GABAPENTINA
La admistraciéon de GBP a 300 mg/kg mediante la via oral aument6 el umbral de
retirosdel 50% de las ratas alodinicas, el aumento se presento a partir de la hora 2
y se mantuve hasta la hora 6, sin embargo, la administracion intraperitoneal de CFX
de 100 mg/kg administrada intraperitonealmente aumento el umbral de retiro a partir
de la media horay"se, manmtuvo hasta la hora 4 [Figura 18A]. La administracion de
CFX de 30 a 800 mg/kg genero un efecto antialodinio significativo disminuyendo la
alodinia en un minimo de 11.11 % (a 50 mg/kg) y un maximo de 32.75 % (a 100
mg/kg), Sin embargo, el efecto-de la GBP fue de 62.39 % (control positivo, a 300

mg/kg, v.o) [Figura 18B].
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Figura 18. Efecto antialodinico de ceftriaxona-gabapentina. Panel A: cursostemporal de la
actividad antialodinica proporcionada por la administracion intraperitoneal de €EX (400 mg/kg) y
PGB (30 mg/kg) de ratas con ligadura de nervios espinales L5/L6. Cada punto representa el
promedio de 6 ratas + EE. Panel B: Efecto antialodinico dosis dependiente “de =ceftriaxona
administrado de 30 a 800 mg/kg. Los datos se expresan como porcentaje de actividad contra la
alodinia, considerando el maximo efecto posible (% MPE). Las barras representan la media+ SEM
(n =6). *** p <0,0001 frente al grupo del vehiculo, *p 0.0165 frente al grupo del vehiculo, segun lo
determinado por el ANOVA seguido por la prueba de Dunnett.
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ADMINISTRACION DE DIHDROKAINATO (DHK)

En.respuesta al objetivo 2 para evaluar el efecto del dihidrokainato en la conducta
nociceptiva inducida por la ligadura de los nervios espinales, se ultilizé al DHK como
antagonista ‘del transportador de glutamato GLT-1. En el curso temporal de la
administracionde Dihidrokainato (DHK) a (10 mg/kg; i.p.) se observé una reduccion
del umbral de retiro de la pata, la cual se presento a partir del tiempo 0 y se mantuvo
durante las 6 horas past-ligadura, en comparacién con el vehiculo [Figura 19A]. En
el panel B se observan las areas bajo la curva de las dosis de DHK frente al vehiculo

con una (p<0.05), determinado,mediante ANOVA [Figura 19B].
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Figura 19. Administracion de DHK. Panel A: curso temporal de conductas nociceptivas post-
administracion de DHK como inhibidor de GLT-1. Cada punto representa el promedio de\6iratas *
EE. Panel B: areas bajo la curva, ****representa la dosis estadisticamente significativo con réspecto
al grupo control vehiculo (salina) p<0.0001 determinado mediante ANOVA.
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ADMINISTRACION DEL DIHIDROKAINATO (DHK) Y CEFTRIAXONA (CFX)

En.réspuesta al objetivo 3 para evaluar el efecto del dihidrokainato y ceftriaxona en
la conducta nociceptiva inducida por la ligadura de los nervios espinales. En el curso
temporal s€\observo que la administracion intraperitoneal de CFX de 100 mg/kg
aumento el umbral de retiro a partir de la media hora y se mantuvo hasta la hora 4,
sin embargo, la administracion de DHK 10 mg/kg; i.p., y CFX 100 mg/kg; i.p., redujo
del umbral de retirogde.la pata, y se present6 a partir del tiempo 0 y se mantuvo
durante las 6 horas [Figura 20A].

En las areas bajo la curva, se observo diferencia significativa entre el grupo de DHK
10 mg/kg + CFX 100 mg/kg; i.pf.comparado con el grupo de CFX 100 mg/kg; i.p.,
con una (p<0.05) (Figura 20B).

La administracién de DHK 10 mg/kg + CEX 100 mg/kg redujo el efecto antialodinico
a 23.59 % comparado con CFX 100.mg/kg de 32.75%, diferencia significativa con
una (P<0.05) segun lo determinadol mediante</ANOVA y representado como el

porcentaje de maximo efecto posible (% MPE) [Figura 20C].
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Figura 20. Administracion de DHK y ceftriaxona. Panel A: curso temporalrde conductas nociceptivas
post-administracion de DHK (10mg/kg) +CFX (100mg/kg). Cada punto\representa el promedio de 6
ratas + EE. Panel B: en las areas bajo la curva se observé una diferencia gignificativa entre el grupo
DHK (10mg/kg) +CFX (100mg/kg) comparado contra el grupo CFX (100 mg/kg) con un valor de ****
p 0.0008, determinado mediante ANOVA. Panel C: Los datos se expresan como porcentaje de
actividad contra la alodinia, considerando el maximo efecto posible (% MPE). Las barras representan
la media £ SEM (n = 6), se observo una diferencia significativa entre el grupo DHK\(10mg/kg) + CFX
(100mg/kg) comparado contra el grupo CFX (100 mg/kg) con un valor de **** pi0,0021, segun lo
determinado por el ANOVA seguido por la prueba de Dunnett.
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En el curso temporal de la administracion intraperitoneal de DHK a (10 mg/kg; i.p.)
como antagonista del transportador de glutamato GLT-1, se observé una reduccion
del umbral de retiro de la pata en comparacién con el vehiculo, la reduccién se
presento aspartir del tiempo 0 y se mantuvo durante las 6 horas post-administracion,
sin embargo d¢a administracion de CFX de 100 mg/kg como inductor del
transportador de glutamato GLT-1 aumentd el umbral de retiro en comparacion con
el vehiculo, el aumepto_se presento a partir de la media hora y se mantuvo hasta la
hora 4. Finalmente se observé que la administraciéon intraperitoneal del grupo con
DHK 10 mg/kg + CFX 100 'mg/kg, redujo del umbral de retiro de la pata, comparado
con el grupo que solo se administré con CFX a 100 mg/kg, dicha reduccién se
mantuvo durante las 6 horas post-administracion [Figura 21A].

En las areas bajo la curva, se observo diferencia significativa entre los grupos: DHK
a 10 mg/kg y el grupo CFX de 100.mg/kg frente al vehiculo, para ambos casos una
(p<0.05), de igual manera se observoddiferencia_significativa entre el grupo DHK 10
mg/kg + CFX 100 mg/kg; frente al grupo de CEX 1100 mg/kg, con una (p<0.05),
determinado mediante ANOVA y seguido de la prueba de Tukey (Figura 21B).

En los datos expresados como porcentaje de actividad contra la alodinia,
considerando el maximo efecto posible (% MPE) se observé-diferencia significativa
entre los grupos CFX de 100 mg/kg frente al vehiculo y DHK 10 mglkg + CFX 100
mg/kg frente al grupo de CFX 100 mg/kg, para todos los casos‘\con (p<0.05),
determinado mediante ANOVA y seguido de la prueba de Tukey.. El efecto
antialodinico generado por la ceftriaxona fue de 32.75%, a diferencia del grupo.DHK

10 mg/kg + CFX 100 mg/kg con un menor efecto de 23.59%. [Figura 21C].
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Figura 21. Comparacion entre los grupos (CFX), (DHK) y (DHK + CFX). Panel A: curso temporal de
conducta nociceptiva. Cada punto representa el promedio de 6 ratas + EE<Panel B: en areas bajo la
curva se observo un valor de *p de 0.0111 para DHK (10mg/kg) vs Vehictlo)(salina), **** p<0.0001
para CFX (100mg/kg) vs Vehiculo (salina) y *** p de 0.0006 para DHK (10mg/kg).+ CFX (100mg/kg)
vs CFX (100mg/kg). Panel C: Los datos se expresan como porcentaje de actividad contra la alodinia,
considerando el maximo efecto posible (% MPE). Las barras representan la media + SEM (n = 6), se
observo una diferencia significativa entre los grupos CFX (100mg/kg) vs Vehicllo/(salina) con un
valor de ****p<0.0001 y para los grupos DHK (10mg/kg) + CFX (100mg/kg) vs CFXA100mg/kg) se
observo diferencia significativa con un valor de **p 0.0006, determinado por ANOVA seguido por la
prueba de Tukey.
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DISCUSION

Existep’pruebas convincentes que indican que la alodinia asociada a las lesiones
nerviosas( periféricas se debe a cambios especialmente importantes en los
potenciales de laccion, alterando la excitabilidad de las neuronas aferentes
primarias, la actividad anormal en los potenciales de accidon contribuye al dolor
neuropatico, ademas puede inducir cambios en el sistema nervioso central que se
consideran responsables de la alodinia o del dolor provocado por el tacto (Janig,
2011; Torebjork et al., 1992),

Kim y Chung (1992) desarrollaron' un modelo de lesion nerviosa que ha permitido
determinar la contribucion relativa' de las aferencias lesionadas y no lesionadas a
los cambios de comportamiente, -observados tras la lesion. En este modelo,
denominado modelo de lesion nerviesa por_ligadura del nervio espinal (LNE), el
nervio espinal (rama ventral) de uno o.mas ganglies espinales es ligado firmemente
en un punto antes de que el nervio espinal se ‘una a un nervio comun. Asi, las
aferencias lesionadas y no lesionadas son inequivocamente identificables y, por
tanto, relativamente faciles de estudiar, por lo tanto el comportamiento inducido por
la ligadura de nervios espinales se inicia y mantiene por la actividad originada en
las aferentes lesionadas. (Han et al., 2000; Ho Kim & Mo Chung1992; Liu et al.,
2000).

Este modelo experimental fue utilizado para obtener la evidencia farmacolégica del
transportador de glutamato GLT-1 y determinar el efecto del betalactamico

ceftriaxona en la conducta nociceptiva inducida por la LNE y se demostro-que
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reduce el umbral de retiro de la pata en la prueba de alodinia tactil mediante el
método de up and down. En el caso particular del dolor crénico, contribuyen una
serieddesprocesos, tanto en los mecanismos exitadores como en los moduladores
centrales en, la médula espinal, al provocar una lesion nerviosa, se estimula de
manera continga un nociceptor periférico provocando un aumento en la liberacion
de glutamato en |as\astas posteriores de la médula, excediendo la capacidad de los
transportadores de-GLT-1 para regularla. Por lo tanto al existir un aumento de
glutamato en la hendidura sinaptica, son activados los astrocitos, iniciando asi la
sintesis de factores inflamatorios como interleucinas, factor de necrosis tumoral y
prostaglandinas, por ende la apaticion de dichos factores disminuye la expresion de
los transportadores de GLT-1, en la membrana del astrocito, contribuyendo al
aumento de la concentracion de glutamato, provocando altas concentraciones de
calcio en la neurona postsinaptica,/dando.como resultado una sobreregulacion de
la expresidn de los receptores AMPA€on unawariante transcripcional que modifica
un codon que codifica para glutamina<a uno que codifica para arginina en la
subunidad GIuA2. Este receptor variado, permite el paso tanto de sodio como de
calcio al interior de la neurona postsinaptica lo cual perpetua el ciclo y facilita la
transmision del estimulo doloroso(Costigan et al., 2009; Thaeker et al., 2007; Wei et
al., 2008). La participacion del transportador GLT-1 es importante para incrementar
la antinocicepcion y antialodinia, actualmente existen reportes en modelos de dolor
neuropatico como (CCIl) que reduce la expresion de GLT-1 en un“50% y que
condiciona a la aparicion exagerada de estimulos no nocivos, sin embargo la
administracion intraperitoneal de dosis repetidas de ceftriaxona empleado como

farmaco inductor de GLT-1 durante 7 dias, tiene un efecto protector, y la
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administracion diaria durante 20 dias atenua de manera significativa la alodinia
trasera en ratas (Rasmussen et al., 2011), ademas el efecto de la ceftriaxona ya
sido reportado por otros autores, sin embargo en la mayoria de los reportes la
ceftriaxonarfue administrada de manera crénica (por siete dias) previniendo el
desarrollo de aledinia térmica y mecanica en ratas diabéticas (Gunduz et al., 2011)
y en ratas con CCI"(Hu et al., 2010).

Las implicaciones deltratamiento con ceftriaxona proporcionan una amplia gama de
aspectos para discutir. La ceftriaxona una molécula qué posee un nucleo conocido
como 7-aminocefalosporinico,-ademas del anillo betalactamico y tiene una
farmacocinética particular ya quetdebe administrarse parenteralmente, debido a que
no se absorbe por via digestiva, su vida media es de aproximadamente seis horas
con una eliminacién renal de hasta 399 mil/h, haciendo este farmaco uno con un
tiempo de vida media prolongado.y_uno de los mas utilizados en la clinica que
constituyen el grupo mas grande de farmacos-utilizados para tratar infecciones para
una amplia variedad de espectros antibacterianos)(Nau et al., 2010; Yuk et al.,
1989). Sin embargo, en este estudio la administraciényaguda de CFX genero un
efecto antialodinio significativo, disminuyendo la alodinia.en un maximo de 32.75 %,
este efecto ha sido relacionado con una disminucion de’la concentracion de
glutamato en el espacio sinaptico, debido quiza, a un aumento en, la actividad y
expresion de los transportadores de GLT-1, de igual manera tanto la pregabalina
como la gabapentina, farmacos utilizados como controles positivos mestraron su
efecto antialodinico. Aunque existe un amplio conocimiento cientifico sobre los

farmacos betalactamicos, Rothstein y cols. (2005) demostraron que algunas
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moléculas betalactamicas, entre ellas la ceftriaxona, incrementan la concentracion
de_transportadores de glutamato (GLT-1) en cultivos de astrocitos murinos y de
humanes 48 horas después de ser administradas (Rothstein et al., 2005).

Ademas, el\efecto antinociceptivo de CFX fue revertido por el dihidrokainato (DHK),
un inhibidor del transportador GLT-1, en nuestro estudio se administré el DHK 30
min antes de la evaluacion de la conducta, al iniciar la evaluacién de la conducta se
administré la CFX yelos.resultados mostraron un efecto alodinico observado en la
reduccion del umbral de retiro en la conducta nociceptiva inducida por la ligadura de
nervios espinales que se mantuvo durante 6 horas.

Se ha demostrado que el (DHK),\un bloqueador del GLT-1, potencio la transmision
glutamatérgica a las neuronas de la Habenula lateral (LHb) lo que redujo la
expresion de la proteina GLT-14"en ratas_eon abstinencia de etanol, dicha reduccion
se restableciéo mediante la administracion sistémica de ceftriaxona, normalizando la
hiperactividad de las neuronas de la LHb (Kang et al., 2018). Lo que explica la
reduccion del umbral de retiro de las ratas administradas con DHK a dosis de 10
mg/kg comparados con el grupo vehiculo que se administraron con solucion salina.
Sin embargo, para comprobar la relacién entre la ceftriaxona y la expresion del GLT-

1, se deberia considerar realizar estudios moleculares.
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CONCLUSION

Con base en los objetivos logrados se concluye:

La-administracion de ceftriaxona reduce el umbral de retiro de la pata en la
prueba~de alodinia tactil, en ratas sometidas a la ligadura de nervios

espinaless

La ceftriaxona’generd una conducta antialodinica dosis dependiente de (30-

100 mg/kg; i.p.)

La administracion de‘ceftriaxona generd un efecto antialodinio significativo

de 32.75 % a dosis de 100'mg/kg i.p.

La administracion de CFX'de 30/a 800 mg/kg generd un efecto antialodinio
significativo disminuyendorla/alodinia‘en un minimo de 11.11 % (a 50 mg/kg)
y un maximo de 32.75 % (a 100\mg/kg), sin embargo del efecto producido
por pregabalina fue del 62.51 %.y gabapentina del 62.39 % (los controles

positivos, a dosis de 30 y 300 mg/kg, v.o respectivamente).

La administracion de DHK reduce el umbral de retiro en la prueba de alodinia

tactil, en ratas sometidas a la ligadura de nervios espinales.

La administracion de DHK reduce el efecto antialodinico de ceftriaxona a un

23.59%.

La administracion de ceftriaxona a dosis de 100 mg/kg tiene un efecto antialodinico

en ratas sometidas a ligadura de nervios espinales, sin embargo el DHK como

inhibidor de GLT-1 redujo el efecto antialodinico de la Ceftriaxona, lo que sugiere la
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relacion de la CFX con los transportadores de GLT-1 y su uso como inductor, sin
embargo se deben de realizar estudios moleculares que contribuyan con la
evidencia farmacologica sobre el efecto de los betalactamicos sobre la induccion
del transpertados GLT-1 en la rata, lo que deja una via abierta para continuar con

la investigacion:
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ANEXOS

PartiCipacion en curso experimental: Ligadura de nervios espinales en la Division
Académica de Ciencias de la Salud impartido por el Dr. Erick Josué Rodriguez
Palma del. CINVESTAYV sede sur.
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Otorgan-la présante .
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A: Itzel Irene Ramos Rodriguez

Por su participacién como asistente al Curso-Taller de Actualizacién Disciplinar
“Dolor neuropatico experimental: Ligadura de los nervios espinales” dirigido a
docentes y alumnos, el cual fue impartido por el Dr. Erick Josué*Rodriguez Palma,
23 al 30 de octubre del 2020, con una duracién de ‘40’horas.

Villahermosa Tabasco, 19 de diciembre 2020
“Estudio en la duda. Accién en la fe”
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Participacion en curso- Taller: Evaluacion del dolor neuropatico con filame

ntos de

\@Erey, en la Division Académica de Ciencias de la Salud impartido por el Dr.

Eri sué Rodriguez Palma del CINVESTAV sede sur.
<
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“Evaluacién del dolor neuropatico con filamentos de Von Fre gido a docentes
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Villahermosa Tabasco, 19 de diciembre 2020
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Estancia académica en el Centro de Investigaciéon y de Estudios Avanzados
(CINVESTAV) del Instituto Politécnico Nacional, unidad Coapa, sede sur, en el
“Laboratorio de Neurobiologia del Dolor”.
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Participacion en curso-taller de actualizacidon disciplinar “induccion, evaluacion e
interpretacion del dolor experimental” en modalidad video virtual, impartido por
maestros adscritos al CINVESTAYV cede sur.
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Participacion como ponente en modalidad video virtual en el VI Congreso
Internacional de Investigacién en Ciencias de la Salud con el tema “efecto de la

pregabalina y la gabapentina en las conductas nociceptivas inducidas por la ligadura
de nervios espinales”

> UJAT W (&) AUSTIN
s Mmoot tmco | YO | 282 )Y COLLEGE
VI CONGRESO INTERNACIONAL
DE INVESTIGACION EN CIENCIAS DE LA SALUD

06, 07 Y 08 DE OCTUBRE DE 2021 Aula
“la Ciencia al Servicio de la Humanidad: COVID-19” ,\{i{mal

Otorgan el presente

Reconocimiento

ITZEL IRENE RAMOS RODRIGUEZ, CRYSTELL GUADALUPE GUZMAN
PRIEGO, JORGE ELIAS TORRES LOPEZ

Por su participacion como Ponente en la modalidad de cartel, con el tema:
“Efecto de la pregabalina y gapentina en las conductas nociceptivas inducidas por la
ligadura de nervios espinales”.

.
.
.
.
'. Villahermosa Tabasco México, octubre de 2021.
y: .
.
.
.
.

\
/
/ 7~ X 274526397 "
- \ B JOSE LUJAN
& 3 ®
- ,&’;"15 N Q30180018) @v;d-(
° ~ = Guillemo
o Mg Patricig@iva Lagos DAMartza Meredes vaez Osorio Dr. Jose Lujan Alcaraz Dra.julie Hempel
% Facullad de Rector de la Rector de la Directora de Centro de Estudios
o Clendias Sodales y Ecopdiicas  Poifesor Decaio de la Uniersidad Judrez Unhersidad de Muda,  del Suroeste y Estudios Mexicanos
/niversidad Catolica@el Maule  Universidad gl Sahader  Autonoma de Tabasco, Ménco Espana

Spaf Austin College Texas, USA.
o Repubica e Chilg

Libro: 48> Foja: 50 Curso: 883 Folio: 4728

Participacion como ponente en modalidad viftual'en el VI Congreso Internacional de
Investigacion en Ciencias de la Salud.con el tema “efecto de la ceftriaxona en la

participacion del transportador de glutamato GLT#1 en el dolor de tipo neuropatico”

R
°
y g UJAT ® | B
® 1 UNIVERSIDAD JUAREZ =
.' AUTONOMA DE TABASCO Ucm T AY
) ¥ LA DUBA. ACCION TN LA E°

AUSTIN
w COLLEGE

. CONGRESO INTERNACIONAL
DE INVESTIGACION EN CIENCIAS DE ZA'SALUD
06, 07 Y 08 DE OCTUBRE DE 2021 Auld
“la Ciencia al Servicio de la Humanidad: COVID-19” V al

Otorgan el presente
Reconocimiento

ITZEL IRENE RAMOS RODRIGUEZ

%{ i Por haber obtenido el 3er lugar en el nivel de Posgrado con la ponencia
8 h titulada: Efecto de la ceftriaxona en la participacién del transportador de glutamato
; GLT-1 en el dolor de tipo neuropatico.

Villahermosa Tabasco México, octubre de 2021.

274526397 Lok

o JOSE LUIAN
( \\ - ,)Q"' _}’ N Q30180018) {122 Q ;\4\9‘6_(
Mg. Patricio Ofiva Lagos Dra Maritza Mercedes Dr. José Lujan Al Dra.Julie Hempel
. Decano Facultad de Bonilla Dimas Rector dela Directora de Centro de Estudios
®  iendas Sociales y Economicas  Porfesor Decano de la Universidad Judrez UnhersidaddeMuda,  del Suroeste y Estudios Mexicanos
® Universidad Catolica del Maule  Universidad de El Sahador Auténoma de Tabasco, Wéxico Espana Austin College Texas, USA
. Republica de Chile

Libro: 13 Foja: 50 Curso: 883 Folio: 2855

69



Universidad Juarez Auténoma de Tabasco
Division Académica de Ciencias de la Salud

Se envio un resumen que fue aceptado por la sociedad de neurociencias para la
partieipacion en el 50 congreso neurociencias 2021, en modalidad poster y video
titulado#“Effect of ceftriaxone on nociceptive behaviors induced by spinal nerve
ligation™

VIRTUAL EXPERIENCE

NEUROSCIENCE
3 2021

Congratulations! Your abstract, "Effect’of ceftriaxone on nociceptive behaviors induced by spinal nerve ligation" has been
accepted for presentation at Neurosgi€nce 2021 (Virtual: November 8-11, In-Person: November 13-16, Chicago, IL). Access the
OASIS Presenter Portal to view mote infofation regarding your presentation. Messages from SfN regarding your presentation will
be posted in the portal as needed. Yowithpeed your SfN.org username and password to access the portal.

Access the OASIS Presenter Portal Here
Once in the portal, select the "Tasks" tab to view yalir otification.

You will only be able to access information for abstgacts where you are listed as the presenting author in the portal. You may see
abstracts where you are listed as a co-authef however, you will not be able to see presentation details for these abstracts. Contact
the presenting author for these abstracts ifou need meorefififormation.

If you are unable to access the portal, use thislink.to view ygur présentation information:
https://www.abstractsonline.com/notify/notifyifitre.asp?MKey&{78B1BCCC-0FC0-41EA-8B3D-F9894F35780A}&NKey={903FOASE-
C038-42A7-BC26-C79A6FASDEEC}

(If this link does not work, please copy and paste itintesyeur browsér.,)

Best regards,

Meeting Programs and Attendee Services Staff
Society for Neuroscience
program@sfn.org
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Encuentro en vivo via zoom con los participantes de la categoria «Pain Models

Behaviors Il» para la discusién del tema y conocer sobre otros trabajos de

investigacion.

VIRTUAL EXPERIENCE

NEUROSCIENCE
2021

Conference Harvester™ | Log CuL

Tasks Complete! | Event Details | Technical Support

EVENT INFORMATION 0 YOUR INFORMATION /[[’ FEEDBACK

© More Information: Website

[ Dates: Nov 8 - 11, 2021 (Mon — Thu), :: Itzel Ramos Rodriguez, MD (15 » we always welcome feedback and
Logins) want to hear what you like and your
& —view / Edit Your Profile suggestions. Give Feedback Now

o Contact the Event Organizer

ATTENDEE ENGAGEMENT

Wednesday, November 10, 2021
3:00 PM - 4:00 PM

(n_
I

' Itzel Ramos Rodriguez, MD
e A Role: Poster Presenter
(P393.10) Effect of ceftriaxone on nociceptifE g€haviors il

induced by spinal nerve ligation

@ No questions have been received yet.

Launch Video Chat.
Respond to Questions

@\ VIRTUAL EXPERIENCE

NEUROSCIENCE
2021

This certificate serves as proof of participation at Neuroscience 2021

Certificate of Participation awarded to:
Itzel Irene Ramos Rodriguez, MD
itzel-medi@outlook.com

Villahermosa, Mexico

Presentation Details:
Poster
Pain Models: Behavior ||
P393
Wednesday, November 10, 2021

3:00 PM-4:00 PM
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Aceptacion del articulo cientifico titulado “Effect of pregabalin and gabapentin on

nociceptive behaviors induced by spinal nerve ligation” en la revista Journal of

BiosCiences and Medicine.
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7/2/122 22:05

Manuscript Information

Journal
Paper ID
Paper Title
Papef page

Keywords

Abstract

Fields

Paper Submission System - Paper Infomation

Journal of Biosciences and Medicines (JBM)
2151588
Effect of pregabalin and gapentin on nociceptive behaviors induced by spinal nerve ligation

1

"Tactile allodynia", "neuropathic pain", "pregabalin”, "gabapentin”.

Pain defined as an unpleasant sensory and emotional expe-rience, associated with actual or potential tissue damage.
Age-cording to its neurobiological mechanism it is classified into nociceptive, inflammatory, dysfunctional, and
néuropathic. Neuropathic pain (NP) is caused by a lesion or disease of the somatosensory nervous system. Both
pregabaliffand gabapentin are used as validation drugs in experimental models of NP; in the case of pregabalin, it was
shown'tespro-duce significant antihyperalgesic and antiallodynic effects. Gabapentin is also used as a reference
compound for new an-algesics, reducing tactile allodynia in rats. To evaluate the ef-fect of pregabalin and gabapentin on
nociceptive behaviors induced by spinal nerve ligation (SNL). Female Wistar rats of 140-160 g were used, divided into
groups: Naive, SHAMSNL rats treated with saline solution, SLN rats treated with pregabalin 30 mg/kg p.o., SNL rats
treated with gabapentin 300 mg/kg p.o. Nociceptive behaviors were determined by the up and down method. In the
establishment of SNL-induced allodynic behavior, a reduction in paw with-drawal threshold was observed in the time
course, which was present from day 1 and was maintained for 28 days post-ligation. With the administration of
pregabalin and gabapentin, @nti-allodynic behavior was observed in the time course and in the areas under the curve
(AUC) of the time course of anti-allodynic behavior, significant difference was observed between pregabalin, and
gabapentin groups com-pared to vehicle with a value of p <0.0001. Pregabalin and gabapentin were shown to induce an

antinociceptive effectdn rats subjectedto™SNL.
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JBM: Acceptance Letter for Paper ID: 2151588
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Para: itzel-Medi@outlook.com; crystell_guzman@hotmail.com;
jetorreslopez@hotmail.com; balupitabaeza@hotmail.com; ejésue26@hotmail.com

Dear Dr. Crystell Guadalupe Guzman-Priego,

Greetings from Journal of Biosciences and Medicines.

This is to inform you that your paper entitled "Effect of pregabalin and.gapentin
on nociceptive behaviors induced by spinal nerve ligation" has been accepted for
publication.
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