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RESUMEN

Titulo: Participacion local y sistémica del Transportador GLT-1 en el dolor de tipo
inflamatorio en la rata: Evidencia farmacolégica.

Introduccion: El glutamato es el neurotransmisor excitatorio esencial del sistema
nervioso centrakrelacionado con funciones como aprendizaje y memoria, sin embargo
la hiperactividad<del sistema glutamatérgico es una fuente adicional de dafio neuronal.
Los transportadores de glutamato desempefian un papel elemental en la transmision
sensorial normal y en_estados patologicos.

Objetivo: Evaluar el efectode la ceftriaxona y ampicilina sobre la conducta dolorosa
inducida por inflamacion en'la rata.

Material y métodos: Se dtilizaron ratas cepa Wistar hembra entre 180 y 200g,
ceftriaxona y ampicilina en presentacion comercial como farmacos inductores, el
modelo de induccion de dolor fue formalina.

El disefio experimental consistio-en“6\grupos de experimentos: estandarizacion de la
prueba, administracion local, ;administracion aguda y crénica intraperitoneal de
ceftriaxona y administracion intraperitoneal aguda y cronica de ampicilina.
Resultados: La inyeccion subcutanea’de formalina dio la conducta tipica de sacudidas
dependiente de la concentracion. La administracién.local de ceftriaxona redujo de forma
no dependiente de dosis la conducta de sacudidas-desata. El pretratamiento sistémico
de ceftriaxona y ampicilina agudo y crénico produjeron efecto antinociceptivo
dependiente de dosis.

Conclusiones: EIl tratamiento agudo y crénico con lgs farmacos ceftriaxona y
ampicilina mostraron efecto antinociceptivo lo que sugiere la induccion de la expresién

del transportador GLT-1.

Palabras Clave: Prueba de formalina, Transportador GLT-1, Farmaco inductor



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

ABSTRACT

Title: Local™and systemic participation of the GLT-1 Transporter in inflammatory-type
pain in the rat:"Pharmacological evidence.

Introduction: Glutamate is the essential excitatory neurotransmitter of the central
nervous system withfunctions such as learning and memory, however, the hyperactivity
of the glutamatergic.system is an additional source of neuronal damage.

The glutamate transporters play an elementary role in normal sensory transmission and
pathological states.

Objective: To evaluate théceffect of ceftriaxone and health on the painful behavior
induced by inflammation in the rat:

Material and methods: Female Wistar strain rats between 180 and 200 g, ceftriaxone
and ampicillin in commercial/presentation were used as induction drugs, the pain
induction model was formalin.

The experimental design consisted/of 6 greups of experiments: standardization of the
test, local administration, acute and ehrenic mtraperitoneal administration of ceftriaxone
and acute and chronic intraperitoneal agministration of ampicillin.

Results: Subcutaneous injection of formalin gave'the typical behavior of concentration-
dependent shaking. The local administration of the wefding of the non-dose-dependent
form of paw shake behavior. The systemic pretreatment\of ceftriaxone and acute and
chronic ampicillin produces dose-dependent antinociceptiveseifect.

Conclusions: Acute and chronic treatment with the ceftriaxone and ampicillin drugs
have an antinociceptive effect that implies the induction of GLT-1 transporter
expression.

Keywords: Formalin test, GLT-1 transporter, drug inducer.
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Glosario

Analgesia
Analgésico

Anestesia

Alodinia

Aminoéacido

Ampicilina

Ceftriaxona

sodica

Dolor

Glutamina

Hiperalgesia

GLOSARIO

Ausencia de dolor sin pérdida simultanea de la consciencia.
Farmaco que atenua el dolor.
Ausencia de sensaciones normales, especialmente de la

sensibilidad para el dolor.

Sustancia quimica organica compuesta de uno 0 mas grupos
aminices basicos y uno o mas grupos carboxilicos acidos.
Aminopenicilina  semisintétitca, antibidtico para tratar
organismos grampositivos y algunos gramnegativos.

Antibio6tieo.de-tipo_eefalosporina parenteral.

Sensacion desagradable™ provocada por la estimulacion
perjudicial de las terminaciones nerviosas sensitivas. Es un
sintoma fundamental de la inflamacién y resulta valioso para el
diagndstico de muchos trastornos y enfermedades.
Aminoé&cido no esencial presente en‘ndamerosas proteinas del
organismo. Actia como un donador de aminas en muchas
reacciones y también es un transportader” no toxico del
amoniaco.

Sensibilidad extrema al dolor.
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Glosario

Neurotransmisor

Nociceptivo

Nociceptor

Nocivo

Receptor

Mediador quimico que modifica o produce impulsos nerviosos
entre la sinapsis.

Perteneciente a un receptor para estimulos dolorosos.
Terminacion nerviosa libre que reacciona a lesiones tisulares
gue también pueden ser excitadas por sustancias quimicas
endogenas.

Dafio, lesivo o que afecta negativamente sobre la salud.
Estructura quimica. Proteina celular especifica a la que se debe

unir unaJnolécula antes de desencadenar la respuesta celular.



2 Abreviaturas

ANOVA
AMPA
ARNmM
ATP
EA
EAAT
ELA
EP
FAP
GLT-1
GRD
IASP
NFkp
NMDA

SNC
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ABREVIATURAS

Andlisis de la Varianza

Acido a-amino-3-hidroxi-metil-4-5-isoxazol propiénico

Acido Ribonucleico mensajero

Trifgsfato de Adenosina

Enfermedad de Alzheimer

Transportader Aminoacido Excitador

Esclerosis Lateral Amiotrofica

Enfermedad de Rarkinson

Fibra Aferente Primaria

Transportador de Glutamato. 1 de Alta Afinidad Glial
Ganglio de la Raiz Dersal

Asociacioén Internacionalpara €l EStudio del Dolor
Factor Nuclear Kappa B

N-metil-D-aspartato

Sistema Nervioso Central
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Introduccién

INTRODUCCION

DoLoR

El dolor se encarga de alertar al individuo sobre la presencia de estimulos
potencialmentesdafiinos (Costigan y Woolf, 2000), la Asociaciéon Internacional para el
Estudio del Dolor (IASP por sus siglas en inglés) lo define como “una experiencia
sensorial y emocional“desagradable, asociada a un dafio tisular real o potencial que
puede ser descrita en términes de dicho dafio” (Loeser y Treede, 2008).

El dolor se clasifica de acuerdo-a la duracion, la etiologia, la ubicacién anatémica,
frecuencia, intensidad (Cole, 2002; OMS, 2012) y de acuerdo a su mecanismo
neurobiolégico es: nociceptive;-inflamatorio y patolégico (Neuropatico y Disfuncional)

(Woolf, 2010).

COMPONENTES ESTRUCTURALES DEk DOLOR

La integracion sensorial y emocional del dolor requiere de procesos eléctricos y
guimicos simultaneos (Dubin y Patapoutain, 2010) en réspuesta a un estimulo inocuo
0 nocivo detectado por un subconjunto de neuronas periféficas de alto umbral o

nociceptores (Costigan y Woolf 2000).

Los nociceptores o fibras aferentes primarias(FAP) transmiten la infermeacion sensorial
al asta dorsal de la medula espinal, las FAP se clasifican en: C, Ad y AB,'de acuerdo a
las diferencias en su estructura, diametro y velocidad de conduccion del"gstimulo

(Millan, 1999). Las fibras AB codifican estimulos inocuos a diferencia de las fibras C y
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Ad que son las encargadas de propagar estimulos nocivos (Millan, 1999; Perena,

Perena, Rodrigo & Romera, 2000).

Las FAP tienen una morfologia pseudounipolar, el cuerpo se localiza en el ganglio de
la raiz dorsaly una terminacion axonal en la periferia y otra el asta dorsal de la medula
espinal. El asta dorsal se divide en 10 ldminas donde se establece la sinapsis con las
neuronas de segundo.erden que se proyectan a niveles superiores a través de 5 haces
diferentes: espinotalamico,” espinoreticular, espinomesencefélico, cervicotalamico y
espinohipotalamico a centres-Superiores: talamo desde donde se proyectan neuronas
hacia la corteza somatosensorial primaria, secundaria, la insula, la corteza cingulada

anterior, y la corteza prefrontal’(Steeds, 2009; Moreno, 2013) [Figura 1].

NOCICEPCION

Nocicepcion, es el término utilizado para‘describir.el componente neuroldgico sensorial
(Linley, Rose, Ooi, & Gamper, 2010; Ellison, 2017), es el proceso fisiolégico que incluye
la localizacion y deteccion de estimulos potencialmente dafiinos o el sitio de lesion y
propaga la informacion al Sistema Nervioso Central?’(SNC) (Basbaum, Bautista,
Scherrer, Julius, 2010) a través de los procesos: transduccionceonduccion, transmisién

y percepcion (Meeks, Glass, & Carroll, 2015).
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Vias espinales y supraespinales

Corteza cerebral
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Figura 1. Tracto espinotalamico.

Principal via nociceptiva, los cuerpos celulares de las neuronas desprimer orden se
encuentran en el ganglio de la raiz dorsal, los axones se dirigen a la’periferia y a la
médula espinal. En la medula espinal hacen sinapsis con la neurona de segundo orden
ascendiendo a través del nucleo magno del rafe, formacion reticular, sustancia gris
periacueductal hasta el talamo donde se establece la sinapsis con la neurona. de tercer
orden que lleva la informacién para integrarla en la corteza sensorial. (Basbaum,
Bautista, Scherrer y cols., 2009).
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LOs nociceptores cumplen con funciones aferentes y eferentes. La funcion aferente es
cuande el estimulo nocivo es detectado por las terminaciones libres periféricas que
detectan-y-activan canales idnicos regulados por voltaje (transduccion); la informacion
sensorial dedaterminal periférica se propaga a la médula espinal a través de la neurona
de primer orden”(conduccion), estas hacen sinapsis en laminas especificas del asta
dorsal de la medula\con la neurona de segundo orden (transmision) (Kidd y Urban,
2001;Basbaum vy colss; 2010)por ultimo la informaciéon es integrada en la region
supraespinal (percepcion)s

La principal funcion eferente, _es la liberacibn de neuropéptidos que inducen
vasodilatacién, extravasacion de=plasma, edema local, atraccion de macrofagos,
degranulacién de mastocitost.y-iberacion retrograda de sustancias proinflamatorias,

proceso conocido como inflamaeiényneuregénica (Durnet y Vasko, 2002).

DOLOR INFLAMATORIO

La inflamacion es el resultado de la liberacion de unacompleja mezcla de citocinas y
otros agentes neuroactivos en el sitio de dafio tisular asociado a infeccion y activacion
del sistema inmune (Costigan y Woolf, 2000; Woolf, 2010)..El dolor inflamatorio es
persistente, adaptativo y protector (Woolf, 2010), ademas; tiene como resultado

sensibilizacion periférica y central (Chen, Yang y Grosser, 2013).

Después que la integridad del tejido se interrumpe, los mastocitos, maeréfagos y las

células de Schwann liberan aminas, metabolitos de acido araquidonico,-gitecinas y
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factores de crecimiento que participan en la regulacién de las reacciones inflamatorias

(ChengYang y Grosser, 2013).

Las citocinas proinflamatorias que juegan un papel central en el dolor son IL-183, IL-6 y
TNF-a (Jun-Ming y Jianxiong, 2009), las sustancias enddgenas inductoras de dolor,
que incluyen: bradieinina, histamina, serotonina, prostaglandinas, sustancia P, ATP,
factor de crecimienta, protones, 6xido nitrico, citocinas y glutamato (Kidd y Urban 2001;
Linley, Rose, Oil y cols. 2010), incrementando la sensibilidad en la terminal periférica
que contribuye a la hiperalgesia e hipersensibilidad, estimulando la liberacion de

neurotransmisores en la terminalcentral (Chen, Yang y Grosser, 2013) [Figura 2].

En la via nociceptiva, las fibra_ A y=C transducen informacién mecénica, quimica y
térmica a una actividad eléctrica_que resulta.en la liberacién de glutamato en cerca del

40% de las sinapsis (Costigan y Woaolf, 2000; Kim, Lee, Kegelman, Suy cols., 2011).

GLUTAMATO

El glutamato es el neurotransmisor excitatorio esencial, del SNC relacionado con
funciones cerebrales superiores como la consolidacién de la- memoria, aprendizaje

(Shimamoto, 2008) plasticidad y potenciacion a largo plazo (Fontana, 2015).

Es sintetizado a partir de su precursor a-cetoglutarato en el astrocitoa través del
metabolismo de glucosa (Chiang, Sessle y Dostrovsky, 2012; Niciu,~Kelmendi y

Sanacora, 2012).
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Figura 2. Mediadores periféricos.

En el sitio de lesion, la célula tisular dafiada, libera productos guimicos como histamina,
bradicinina, glutamato, interleucinas como IL-6, 1I-1, TNF-a qué.actuan de forma directa
e indirecta en la sensibilizacion de las terminales nerviosas periféricas para producir
potencial de accion e inflamacién. (Recuperado de: Meyer, Rinkamp, Campbell et al.,
2014).
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El glutamato en la hendidura sinaptica lleva acabo la funcion de sefializacion entre
neuropas.actuando sobre los receptores que se encuentran en la superficie de las
neuronas-postsinapticas (Danbolt, 2001; Fonnum, 1984) y es absorbido rdpidamente
por transportadores que se encuentran en la membrana presinaptica y astrocitos

perisindpticos para.terminar la neurotransmision (Fontana, 2015).

Los receptores de “glutamato identificados incluyen a tres familias de proteinas
expresadas en las superficies de las células, que se dividen en dos categorias:

ionotrépicos y metabotropicos(Zhou & Danbolt, 2014).

De acuerdo a estas categorias existen 3 subtipos de receptores ionotrépicos, el N-metil
D-Aspartato(NMDA), ela-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico (AMPA) vy

Kainato que son canales idnicos permeables a Na‘y Ca?*.

De acuerdo a la homologia de su sectencia, al mecanismo de transduccién de sefial y
a la farmacologia se han identificado 8 receptores metabotrépicos (mGlul-8),
acoplados a proteina G que conducen a la formacion de segundos mensajeros

(Fundytus, 2001).

La interaccidn existente entre la liberacién de glutamato y la ‘recaptura a través de los
transportadores de glutamato de alta afinidad se regula la concentracion de glutamato
en la hendidura sinaptica y el potencial de accion generado por la actividad resultante

de los receptores ionotropicos (Kim, Kegelman, Suy Cols., 2011).
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En el proceso de transmisidn nociceptiva el neurotransmisor glutamato esta
estrechamente relacionado con la amplia distribucion de sus receptores en la neurona

postsindptica (Sevostianova y Danysz, 2006).

Durante el fen@meno de sensibilizacion periférica hay cambios restringidos en el sitio
de lesion que condueen a la activacion de fibras de tipo C; en el asta dorsal de la médula
espinal se encuentra~implicada la activacion de los canales i6nicos y receptores
metabotropicos mecanismos que contribuyen en la transmision nociceptiva y
sensibilizacion central (Ji, KOhno, Moore y cols., 2003; Fundytus, 2001).

Se ha demostrado que los receptares metabotrépicos (mGlul y mGlu5) y NMDA de tipo
ionotrépico tienen un papel_elave en los mecanismos implicados en dolor crénico
(Christoph, Reibmuiller, Schiene y-cels.{ 2005). También hay evidencia que la inyeccion
periférica local de antagonistas delreceptor.de glutamato reduce el comportamiento
nociceptivo inducido por formalina @_capsaicina, de tal manera que se refuerza la
relacion del sistema glutamatérgico y el dolor de tiposnflamatorio (Carlton y Coggeshall,

1999).

GLUTAMATO PERIFERICO

El conocimiento del glutamato como neurotransmisor y su accién en la terminal
sinaptica de la FAP es muy amplio, sin embargo se ha demostrado’ la liberacion de
glutamato en la porcion periférica de la FAP como consecuencia~de estimulos

eléctricos, quimicos e inflamatorios (Miller, Hofman, Sutharshan y cols., 201%):
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Se ha demostrado que sitios no neuronales son fuentes de glutamato periférico como
la celulas.de la dermis, epidermis (Wen, Chang y Jean, 2015), pancreas, tejido 6seo,
tejido pulmonar y en el tracto gastrointestinal (Skerry y Genever, 2001).

El fendmene“de sefializacion de glutamato periférico incrementa de forma particular en
la inflamacién acasionando la despolarizacion de una mayor cantidad de Fibras C que
contienen receptores, metabotropicos de grupo | (Carlton, 2001) y ionotrépicos de tipo
NMDA y no NMDA (Petrenko, Yamakura, Baba, &Shimoji, 2003) favoreciendo la
experiencia sensorial del dolor (Omote, Kawamata, Kawamata yNamiki, 1998).

La activacion de los receptores periféricos NMDA contribuye a la activacion y

sensibilizacion de los nociceptores<(Du, Zhou, Coggeshall&Carlton, 2003).

TRANSPORTADORES DE GLUTAMATO

La concentracion de glutamato ens el _espacio extracelular se mantiene a niveles
fisiolégicos a travées de bombas de membrana’ o transportadores de alta afinidad
necesarios para la supervivencia y funcién normal dé las neuronas (Shimamoto, 2008;

Kim, Kegelman, Su y cols., 2011; Chiang, Sessle y Dostrovsky, 2012) [Figura 3].

La activacién excesiva de receptores de tipo NMDA conduce-amuerte apoptotica por
la liberacién excesiva de Ca?*en la neurona postsinaptica. El glutamato extracelular es
absorbido en los astrocitos perisinapticos por los transportadores ‘de’glutamato (Hsu,

Hung, Chang, Liao, Ho & Ho, 2015).
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Figura 3. Transportador de Glutamato

El transportador de glutamato son (bombas<de membrana que mantienen la
concentracion fisioldgica de glutamato intracelular gque se acopla con 3 moléculas de
sodio (Na+), Hidrogeno (H+), potasio (K+) al espacio’intracelular y flujo desacoplado de
ion cloro (Cl-), raras veces en EAAT2. (Spencer & Kalivas, 2017).

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). Se han identificado 5 subtipos de transportadores aminoacido.€xcitadores en
tejido humano que son especialmente relevantes en la regulacién de la\recaptura de
glutamato en regiones del sistema nervioso central EAAT1, EAAT2, EAAT3"EAAT4 y

EAATS5 (Gegelashvili y Bjerrum, 2014).
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L@ localizacion de los transportadores es diferente para cada tipo, EAAT1/GLAST y
EAAT2/GLT-1 se han identificado predominantemente en astrocitos, EAAT3/EAAC1,
EAAT4 4~EAATS en neuronas (Danbolt, 2001).El EAAT2 es el mas importante en la
homeostasis‘del glutamato, responsable de mas del 95% de captacion total, suministra

glutamato a la neurona adyacente y produce energia (Takashi, Foster y Glenn, 2015).

Sin embargo, existe” evidencia de la presencia de transportadores de glutamato en
tejido conectivo (Wen, Chang y Jean, 2015), en los queratinocitos epidérmicos (Skerry
y Genever, 2001). En la epidetmis los transportadores encargados de limitar los efectos

toxicos de glutamato son EAACI\y GLT1 (Genever, Maxfield, Skerry y cols., 1999).

El glutamato absorbido por Jos.astracitos puede utilizarse en 3 rutas metabdlicas
paralelas, en el ciclo del acido tricarboxilico, sintesis de proteinas o la transformacion
a glutamina (Zhou y Danbolt, 2014). La glutamina es exportada a las neuronas y
transformada a glutamato por accion defla enzima‘mitocondrial glutaminasa, empacado
en vesiculas, liberado y difundido a la terminal sinéptica como resultado a estimulos
especificos (Gegelashvili y Schousboe, 1997; Niciu,sKelmendi y Sanacora, 2012)

[Figura 4].

11
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El potencial de accién abre los canales de Ca2+ en terminal presinaptica
ocasionando el movimiento de vesiculas, que liberan el neurotran or glutamato a la
hendidura sinaptica. La neurona postinaptica tiene receptores tipo ionotrépico
(AMPA, NMDA y Kainato) y metabotrépicos (acoplados a proteina@ su superficie,
gue al interactuar con la molécula de glutamato generaran un poten e accion. En
el astrocito localizado en la periferia de la sinapsis se encuentran los portadores
de alta afinidad de glutamato (EAAT1 yEAAT?2 principalmente) los que s @argan de
limitar el potencial excitotéxico de glutamato (Recuperado de: Niciu, 2012). O

O

L 2
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GLUTAMATO EN CONDICIONES PATOLOGICAS

La hiperactividad del sistema glutamatérgico es una fuente adicional de dafio neuronal,
excitotoXicidad, pérdida de memoria y muerte neuronal influida por glutamato (Kim,
Kegelman, Su y.cols., 2011; Hsu, Hung, Chang y cols., 2015). El mal funcionamiento,
deterioro o desregulacion del sistema de captacién dado por los transportadores de
glutamato en los “astrocitos contribuye en la neurodegeneracién (Gegelashvili y

Bjerrum, 2014; Takashi, Foster y Glenn, 2015) [Figura 5].

(a) Condicién fisiologica (b) Excitotoxicidad de glutamato
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Figura 5. Neurotransmision glutamatérgica en condiciones fisiolégicas y
patologicas. En el panel a se observa la neurotransmision (glutamatérgica en
condiciones fisiologicas, en la neurona presinptica se encuentran‘lasyesiculas con
glutamato dirigiéndose a la terminal para ser liberado en la hendidura sinaptica y ejercer
una funcién sefalizadora en los receptores localizados en la membrana-postsinaptica,
en la periferia se encuentran los astrocitos que expresan proteinas transportadoras de
glutamato, encargadas de reciclar las moléculas de glutamato y limitarisu accién
excitadora. En el panel se encuentra esquematizada la excitotoxicidad del glutamato
representado por aumento en la liberacibn y activacion de receptores de
glutamato.(Recuperado de: Fontana, 2015)
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El glutamato y la funcion alterada de los EAAT s estan involucrados en enfermedades
asociadas con dafio neuronal severo, como apoplejia y lesién cerebral trauméatica
(Beart y O’Shea, .2007). La excitotoxicidad cronica y/o la hiperexcitabilidad estan
relacionadas con_enfermedades neurologicas crénicas y enfermedades psiquiatricas,
como la Enfermedad”de Alzheimer (EA), la Enfermedad de Parkinson (EP), la
Esclerosis Lateral Amiotrdfica (ELA), el trastorno depresivo mayor y la adiccion.

Se ha documentado que la Teduccion de la expresion y funcién de los transportadores
de glutamato se encuentra asociada a la patogénesis de desérdenes neuroldgicos
como isquemia, epilepsia, .dafio’ medula espinal, Esclerosis Lateral Amiotrofica,
enfermedad de Alzheimer (Ma0,2005). En modelos experimentales se ha identificado
que la disminucién en la capacidad destransporte de glutamato también se relaciona
con hiperalgesia, alodinia y tolerancia.a_morfina (Rawls, Zielinski, Patel y cols., 2011,

Gegelashvili y Bjerrum, 2014).

Algunos autores han propuesto que regular los niveles)de glutamato y mejorar el
transporte para incrementar su eliminacién del entorno sinaptieo extracelular es crucial
para el buen funcionamiento del sistema nervioso (Beart®y O!Shea, 2007; Kim,
Kegelman, Su y cols., 2011).La reduccion de glutamato extracelular, puede evitar la
excitotoxicidad en numerosas enfermedades neurolégicas y psiquiatricas (Takashi,

Foster y Glenn, 2015).

14
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L& induccién de la expresion de EAAT2/GLT-1 atenua la hipertermia ocasionada por el
aumento de la liberacion de glutamato en regiones del sistema nervioso central que
regulanfla“temperatura corporal tras la administracion de morfina (Rawls, Tallarida,

Robinson y.€ols., 2007),

GLUTAMATO Y.DOLOR

En la Ultima década,se ha demostrado que mantener baja la concentracion de
glutamato extracelular después del aumento de la proteina del transportador GLT-1
atenta el dolor.

La baja regulacion de GLT-1 seencuentra asociado a lesidén nerviosa. En el modelo
animal de neuropatia diabéeticasindtcida por estreptozotocina se demostro tras la
administracion repetida de ceftriaxona «(farmaco inductor) se obtuvieron efectos
antialodinico y Antihiperalgésico aspartir del dia 3 de tratamiento (Gunduz, Oitulu,
Buldumy cols., 2011).

La evidencia cientifica muestra que la transferencia’génica espinal del GLT-1 a través
de una infusién intraespinal reduce la hiperalgesia~imecénica y alodinia en la

rata(Maeda,Kawamoto, Yatani y cols., 2008).

También que en el modelo inflamatorio inducido por carragenina.se, demostrd que la
administracion aguda de un inductor de la expresion no tuvo efecto-antialodinico a los
30 minutos, sin embargo se obtuvo diferencia estadisticamente significativa en la

administracion continua a las 24 horas (Ochoa, Ventura, Sotomayor y cols:; 2018).
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En el modelo de dolor neuropético en rata similar a la condiciébn patoldgica por
compresion cronica de nervio se encontrd que la administracion repetida de un inductor
mostré aetividad antialodinica y antihiperalgésica (Hajhashemi, Hosseinzadeh y Amin,

2012).

Se han observado eféctos antinociceptivos en un modelo de dolor inflamatorio asociado
al aumento de la expresion del transportador de glutamato GLT-1 en un modelo animal
(Macaluso, Bernabucci, Trabucco y cols., 2013), la antihiperalgesia/antinocicepcion en
dolor somatico y visceral después de 7 dias de tratamiento con un inductor de la
expresion de GLT-1 (Stepanovic,\Micov, Maja y cols., 2014).

No hay mucha evidencia del tratamiento con inductores en humanos sin embargo, hay
registro que en la cirugia de“descompresion de nervio mediano en humanos hubo
efectos antinociceptivos después’de Ja ‘administracion profilactica de un farmaco

inductor de la expresion de GLT-1 (Macaluso, Bernabucci, Trabucco y cols., 2013).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los transpertadores de glutamato desempefian un papel elemental en la transmision
sensorial normal y en estados de dolor patologico. EI aumento en la expresion y
actividad del“ transportadorEAAT2/GLT-1 se ha relacionado con efectos
neuroprotectores, ‘de’ manera que la sobreexpresion de GLT-1 contrarresta la
acumulacion de glutamato el liquido extracelular y previene el desarrollo de la tolerancia
a morfina, la hipersensibilidad inducida por opioides, potencia el efecto analgésico de
la morfina y entre otras cosas atenua la alodinia tactil (Gegelashvilli, Bjerrun, 2014).

Farmacos destinados a atacar gran cantidad de condiciones patoldgicas exhiben
propiedades analgésicas y en_paralele aumentan la expresion y/o actividad de los
transportadores de glutamato como es” elcaso de los betalactamicos por lo que
derivado del contexto anterior surge™la siguiente pregunta de investigacion: ¢El
aumento de la expresion del transportador GLT<1\disminuye la intensidad de dolor

inflamatorio?
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JUSTIFICACION

Se ha'propuesto que reducir el glutamato extracelular a través de la sobreexpresion
del transportador de glutamato (EAAT2/GLT-1) es una estrategia terapéutica
innovadora para tratamientos de enfermedades asociadas al glutamato; entre ellas el
dolor (Stepanoviesy.cols., 2014). El transportador EAAT2/GLT-1 es el principal
mecanismo de recaptura.de glutamato (Lin y cols.,2011), y por lo tanto se considera un
mecanismo de neuroproteceion.

Se ha descrito que los antibiéticos betalactamicos; ceftriaxona y ampicilina, tienen la
capacidad de aumentar la expresion del transportador EAAT2/GLT-1, (Rothstein y
cols., 2005; Ochoa y cols4”2018). _Por lo cual, existe evidencia cientifica que la
ceftriaxona disminuyo el dolor neuropatico,.dolor visceral y de origen inflamatorio. Sin
embargo no existen reportes en la/literatura’de-la administracion sistémica o local de
estos antibioticos puedan disminuir la<cenducta dolorosa inducida por formalina en la

rata.
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HIPOTESIS

La administracion local y sistémica de los inductores de la expresion del transportador
GLT-1 disminuyeda conducta dolorosa inducida por inflamacion en la rata.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la ceftriaxona y ampicilina sobre la conducta dolorosa inducida por
inflamacion en-lasrata.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el efecto.de la administracion local de ceftriaxona sobre la conducta
dolorosa de sacudidas de la pata de la rata.

e Evaluar el efecto agude, de la administracion intraperitoneal ceftriaxona y
ampicilina sobre la conducta dolorosa de sacudidas de la pata de la rata.
e Evaluar el efecto crénico de_la administracion intraperitoneal ceftriaxona y

ampicilina sobre la conducta dolerosa de sacudidas de la pata de la rata.
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MATERIAL Y METODOS

ANIMALES

Se utilizaron'ratas cepa Wistar hembra, entre 180 y 200 g, procedentes del bioterio del
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados (CINVESTAV) sede sur. Los animales
fueron alojados en{grupos de 6, a temperatura y humedad controladas, el acceso a
agua y alimentos fuea libre demanda, una vez terminada la fase experimental se
sacrificaron en camara de.CO2 en apego a las guias éticas para investigacion animal

(Zimmermann, 1993).

FARMACOS INDUCTORES DE/EAAT2/GLT-1

Los farmacos utilizados como “inductores de la expresion del transportador GLT-1
fueron las presentaciones comerciales-de los betalactamicos: ceftriaxona y ampicilina
que se disolvieron en solucidon salina_para su~administracion intraperitoneal. La
preparacion de los farmacos fue diaria y se disolvieron antes de la administracion

intraperitoneal a un volumen final de 2 ml/kg de peso.

MODELO DE DOLOR

Como modelo experimental de dolor se uso la prueba de la formalina, ttil para el estudio
de los mecanismos neurobioldgicos periféricos y espinales involucrados en el dolor
(Tjolsen, Berge, Huskaar y cols., 1992)

Las ratas se colocaron de manera individual durante 60 minutos en cilindros de-acrilico

transparente con espejos en un angulo de 45° para su adaptacion al ambiente.
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Transcurrido el tiempo de adaptacién se sujetaron suavemente para la administracion
subcutanea 50 pl de formalina al 1%. e inmediatamente se devolvieron a los cilindros
para iniciar_el conteo de sacudidas durante 1 minuto cada 5 minutos durante 60
minutos.

La disminucién®o..aumento en el nimero de sacudidas como consecuencia del
tratamiento experimental se interpreta como efecto antinociceptivo o pronociceptivo,

respectivamente.

DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental consistié en.6. grupos de experimentos. En el primero se realizo
la estandarizacion de la pruepa.de formalina, en el segundo la administracion local de
ceftriaxona, en el tercero la administracion aguda intraperitoneal de ceftriaxona, en el
cuarto la administracion crénica intraperitoneal'de ceftriaxona, el quinto y sexto grupo

consistieron en la administracion aguda y ¢ronica’de ampicilina.

1. ESTANDARIZACION DE LA PRUEBA DE FORMALINA

Se destinaron 4 grupos de ratas (n=6) para estandarizacion deJa prueba de formalina,
las concentraciones que se utilizaran son 0.5, 1.0, 2.5 y 5.0%-que se administraron en
50 pl en la region dorsal de la pata trasera derecha.

T=-60min T=0 min J=80 min

Ambientacidn Aplicacionde
Formalina
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2., CURVA DOSIS RESPUESTA DEL TRATAMIENTO LOCAL DE CEFTRIAXONA

De la misma forma, se construyd una curva dosis-respuesta para ceftriaxona a dosis
de 400 y 800 pg/pata. Se administro la dosis correspondiente en la region dorsal de la
pata trasera derecha 20 minutos después se inyecté formalina y se llevd a cabo el
conteo de las sacudidas de pata de acuerdo a lo descrito en el modelo, tal como se

muestra en el esquema:

20 min 0 min 60 min

Administracién Administracion
de Ceftriaxona de Formalina
Lacal 1.0% 5.C.

3. CURVA DOSIS RESPUESTA DEL TRATAMIENTO AGUDO INTRAPERITONEAL DE

CEFTRIAXONA

Se construyd una curva dosis-respuesta-para la ¢eftriaxona, a dosis de 50, 100, 200 y

400 mg/kg via intraperitoneal.

Cada grupo estuvo constituido por 6 ratas (n=6), 20 minutos.previos a la administracion
de formalina se le inyectd concentracion de ceftriaxona intraperitoneal correspondiente
y transcurrido el tiempo se le inyecto formalina al 1% para la evaluacion de la respuesta

nociceptiva.

-20 min 0 min ©0,min
Administracion Administracion
de Ceftriaxona de Formalina

I.P. 1.0% S.C.
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4. CURVA DOSIS RESPUESTA DEL TRATAMIENTO CRONICO DE CEFTRIAXONA

INTRARERITONEAL

El tratamiento crénice consistio en la administracion intraperitoneal cada 24 h del
farmaco en las concentraeciones antes descritas o vehiculo durante 7 dias y se evalué

la conducta de sacudidas producida por formalina al dia 1, 4 y 8.

-168hrs  -144hrs  -120hrs  -96 hrs -72hr§ . 48hrs  -24 hrs 0 min 60 min

Administracion
de B-lactdmico
L.P.

Aplicacionde
Formalina1%
S.C.

5. CURVA DOSIS RESPUESTA DEL TRATAMIENTO AGUDO DE AMPICILINA

INTRAPERITONEAL

El tratamiento agudo de ampicilina consistié en administrar las dosis de100, 200, 400

y 800 mg/kg via intraperitoneal 20 minutos previos a la evaluacion de formalina.

- 20 min 0 min 60 min

..................................... e o

Administracion Aplicacion de
de Ampicilina Formalina 1L.0%
ILP. S.C
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6., CURVA DOSIS RESPUESTA DEL TRATAMIENTO CRONICO DE AMPICILINA

INTRAPERITONEAL

En este mismo orden de ideas el tratamiento cronico consistio en la administracion
intraperitonéal de ampicilina o vehiculo cada 24 h durante 7 dias, la evaluacion de la
prueba de formalina se realiz6 al dia 1, 4y 8.

La dosis de ampieilina fue de 100, 200, 400 y 800 mg/kg respectivamente.

-168hrs  -144hrs  -120hrs  -96 hrs 72hrs  -48hrs  -24hrs  Omin 60 min

Administracion
de B-lactdmico
I.P.

S o o i ol

Aplicacionde
Formalina1%
SLC.
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ANALISIS ESTADISTICO

Todosdos resultados experimentales se muestran como medias de 6 animales + el error
estandar de la media.

Se registré el \nimero de sacudidas durante 1 minuto cada 5 minutos durante 60
minutos. Se construyeron cursos temporales graficando en el eje de las Y el nUmero de
sacudidas y el en eje.de las X el tiempo. De los cursos temporales se calculd el area
bajo la curva (ABC) por método de trapezoide de la fase Il de la prueba de formalina,
como una expresion de la duracion e intensidad del efecto antinociceptivo.

Los datos de ABC de cada rataindividual se transformaron a porcentaje (%) de maximo

efecto posible con la ecuaciénssiguiente:

(ABC promedio-del conitrol) — (ABC individual del tratamiento) »

1
ABC 'promedio del control 00

% de antinocicepcion =

Las curvas dosis-respuesta se construyeron graficando el ABC en funcion de la dosis.
Los datos fueron analizados por el analisis varianza de.una via (ANOVA) seguido de

la prueba de Bonferroni. Se considerd p<0.05 como estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

ESTANDARIZACION DE LA PRUEBA DE FORMALINA

La inyeccion subcutanea dio como resultado un comportamiento bifasico donde la
conducta tipica” de, sacudidas aumentado posterior a la inyeccion que disminuye
rapidamente hasta‘casi desaparecer al minuto 10 aproximadamente identificada como
fase 1 o de respuesta neurogénica que continua con un aumento sostenido hasta
alcanzar su pico maximo‘alrededor de los 30 minutos hasta volverse esporadica o

desaparecer asociada a la reSpuesta inflamatoria (Figura 6).
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SACUDIDAS/min
N
o
L

T T T T
0.5% 1% 2.5% 5%

FORMALINA

1 5 10 15 20 25 30 @35 40 45 50 55 60

Tiempo (min)

10001

<

ABC

T T T T
0.5% 1% 2.5% 5%

FORMALINA

Figura 6. Comportamiento nociceptivo inducido por diferentes conCentraciones

de formalina (0.5, 1, 2.5y 5%) en la rata

El panel A muestra el curso temporal formalina 1% que representa el desarrollo de ‘dolor de tipo
inflamatorio después de la inyeccion de formalina. Los paneles B y C corresponden a la fase)l y 2 del
modelo y expresan la curva dosis respuesta (CDR) para la inyeccion de diferentes concentraciones de
formalina. Los datos de la CDR se expresan como area bajo la curva (ABC) el panel B de lafase 1y el
panel C fase 2. Los datos son expresados como la media del nimero de sacudidas * error estandar de
6 animales por grupo.
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CURVA DOSIS RESPUESTA DE TRATAMIENTO AGUDO LOCAL DE CEFTRIAXONA

La administracion local de ceftriaxona (Dosis 400 y 800 ug/pata) redujeron de forma no
dependiente. de dosis la conducta de sacudidas de la pata un efecto antinociceptivo no

dependiente de la dosis (Figura 7).

40+ 200 B

(&)
204 m 100
<<

SACUDIDAS

—®— 0 ug/pata
-8 800 pg/pata

104 50

N T T v ) v ' o 400 800
o 10 20 30 40 50 60

Tiempo (min) CEFTRIAXONA (uG/pata)

8007 100 D

80

60 -

ABC

40+

% DE ANTINOCICERCION

20

CEFTRIAXONA (pg/pata) vEN 100 800

CEFTRIAXONA (pg/pata)

Figura 7. Efecto de la administracion local de ceftriaxona sobre la conducta de

sacudidas inducida por formalina.

El panel A muestra el comportamiento nociceptivo después de la inyeccion de formalina’als1% asi como
el efecto antinociceptivo de la mayor dosis probada de ceftriaxona local ipsilateral. Los\paneles By C
representan la CDR de las dos dosis probadas de ceftriaxona local ipsilateral como ABC, (B) de la fase
1y (C) de la fase 2. En el panel D se expresa el porcentaje de antinocicepcién. Todos l@s ‘puntos
graficados se presentan como medias + error estandar de seis animales por grupo (n=6). * repfesenta
las dosis estadisticamente significativo con respecto al grupo control (salina) p<0.05 segun lo
determinado por el andlisis de la varianza de una via seguido por la prueba de Bonferroni.
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CURVA DOSIS RESPUESTA DE TRATAMIENTO AGUDO INTRAPERITONEAL DE

CEFTRIAXONA

El pretratamiento sistémico de ceftriaxona (Dosis 50, 100, 200 y 400 mg/kg) 20 minutos

previos a la inyeccion de formalina produjo efecto antinociceptivo dependiente de la

dosis [Figura 8].

SACUDIDA S imin

ABC

40 4

3o+

20

-20 min PREVIO S
F1%

200
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2004
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(1=
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WEH 50 100 z0o0 adn
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Figura 8. Efecto de la administracion sistémica de ceftriaxona'sobre la conducta

de sacudidas inducida por formalina.
El panel A muestra el comportamiento nociceptivo después de la inyeccion de formalina,al 1% asi como
el efecto antinociceptivo de la mayor dosis probada de ceftriaxona sistémica (400 mg/kg). les paneles B
y C representan la CDR para la administraciéon de las cuatro dosis probadas de ceftriaxona sistémica,
como ABC, (B) de lafase 1y (C) de la fase 2. En el panel D se expresa el porcentaje de antinocicepcion
de la ceftriaxona sistémica. Todos los puntos graficados se presentan como medias + error estandar de
seis animales por grupo (n=6). * representa las dosis estadisticamente significativo con respecte-al grupo
control (salina) p<0.05 segun lo determinado por el andlisis de la varianza de una via seguido por la
prueba de Bonferroni.
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CURVA DOSIS RESPUESTA TRATAMIENTO CRONICO DE CEFTRIAXONA

INTRARERITONEAL

El pretratamiento sistémico con ceftriaxona (50, 100, 200 y 400 mg/kg) 24 horas antes
de la inyeccionde formalina produjo efecto antinociceptivo en la fase 2 (Figura 9C). Por
el contrario en la'fase 1 (Figura 9B) no se modifico la conducta de sacudidas de pata

después de la inyeccion de formalina [Figura 9].
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Figura 9. Efecto del pretratamiento con ceftriaxona sobrejla conducta de

sacudidas inducida por formalina.

El panel A muestra el comportamiento nociceptivo después de la inyeccion de formalina al 1% asi como
el efecto antinociceptivo de la mayor dosis probada de ceftriaxona sistémica (400 mg/kg). Los paneles B
y C representan la CDR para la administraciéon de las cuatro dosis probadas de ceftriaxona sistémica,
como ABC, (B) de lafase 1y (C) de la fase 2. En el panel D se expresa el porcentaje dé antinocicepcion
de la ceftriaxona sistémica. Todos los puntos graficados se presentan como medias + errer estandar de
seis animales por grupo (n=6). * representa las dosis estadisticamente significativo con respecto_al grupo
control (salina) p<0.05 segun lo determinado por el andlisis de la varianza de una via seguido)por la
prueba de Bonferroni.
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El pretratamiento sistémico con ceftriaxona (50, 100, 200 y 400 mg/kg) cada 24 horas
durante tres dias antes de la inyeccion de formalina produjo efecto antinociceptivo en
la fase”2¢(Figura 10C). Por el contrario en la fase 1 (Figura 10B) no se modificé la

conducta de\sacudidas de pata después de la inyeccion de formalina [Figura 10].
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Figura 10. Efecto del pretratamiento de ceftriaxona cada 24 hotas'por 3 dias

sobre la conducta de sacudidas de parainducido por formalina.

El panel A muestra el comportamiento nociceptivo después de la inyeccion de formalina-al 1% asi como
el efecto antinociceptivo del pretratamiento con ceftriaxona (400 mg/kg) cada 24 horas durante 3 dias.
Los paneles By C representan la CDR para la administracion de las cuatro dosis probadas de ceftriaxona
sistémica, como ABC, (B) de la fase 1 y (C) de la fase 2. En el panel D se expresa el percentaje de
antinocicepcién de la ceftriaxona sistémica. Todos los puntos graficados se presentan como_medias +
error estandar de seis animales por grupo (n=6). * representa las dosis estadisticamente significativo con
respecto al grupo control (salina) p<0.05 segtin lo determinado por el andlisis de la varianza de una via
seguido por la prueba de Bonferroni.
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El pretratamiento sistémico con ceftriaxona (50, 100, 200 y 400 mg/kg) cada 24 horas
durante siete dias antes de la inyeccion de formalina produjo efecto antinociceptivo en
la fase”2¢(Figura 11C). Por el contrario en la fase 1 (Figura 11B) no se modificé la
conducta de\sacudidas de pata después de la inyeccion de formalina [Figura 11].
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Figura 11. Efecto del pretratamiento de ceftriaxona cada 24 horas por 7 dias

sobre la conducta de sacudidas de para inducido por formalina.

El panel A muestra el comportamiento nociceptivo después de la inyeccion de formalina’al 1% asi como
el efecto antinociceptivo del pretratamiento con ceftriaxona (400 mg/kg) cada 24 horas‘durante 7 dias.
Los paneles B y C representan la CDR para la administracion de las cuatro dosis probadas de’'ceftriaxona
sistémica, como ABC, (B) de la fase 1 y (C) de la fase 2. En el panel D se expresa el porcentaje de
antinocicepcién de la ceftriaxona sistémica. Todos los puntos graficados se presentan comosmedias +
error estandar de seis animales por grupo (n=6). * representa las dosis estadisticamente significativo con
respecto al grupo control (salina) p<0.05 segun lo determinado por el analisis de la varianza desuna via
seguido por la prueba de Bonferroni.
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CURVA DOSIS RESPUESTA DE TRATAMIENTO AGUDO INTRAPERITONEAL DE AMPICILINA

El pretratamiento sistémico de ampicilina (100, 200, 400 y 800 mg/kg) 20 minutos
previos a lasinyeccién de formalina produjo efecto antinociceptivo dependiente de la

dosis [Figura12].
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Figura 12. Efecto del pretratamiento con ampicilina sobreglas<tonducta de

sacudidas de pata inducido por formalina.

El panel A muestra el comportamiento nociceptivo después de la inyeccion de formalinaal 1% asi como
el efecto antinociceptivo del pretratamiento con ampicilina (400 mg/kg). Los paneles By Crepresentan
la CDR para la administracion de las cuatro dosis probadas de ampicilina sistémica, como ABC, (B) de
la fase 1y (C) de la fase 2. En el panel D se expresa el porcentaje de antinocicepcion defla ampicilina
sistémica. Todos los puntos graficados se presentan como medias + error estandar de seis animales por
grupo (n=6). * representa las dosis estadisticamente significativo con respecto al grupo control*(salina)
p<0.05 segun lo determinado por el andlisis de la varianza de una via seguido por la prueba de Bonferroni
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CURVA DOSIS RESPUESTA DEL TRATAMIENTO CRONICO CON AMPICILINA

El pretratamiento sistémico de ampicilina (100, 200, 400 y 800 mg/kg) 24 horas previos
a la inyeccién de formalina produjo efecto antinociceptivo dependiente de la dosis en la

fase 1 (Fig. 43B) y en la fase 2 (Fig. 13C) del modelo de formalina [Figura 13].
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Figura 13. Efecto del pretratamiento con ampicilina cada 24 horas sobre la

conducta de sacudidas de pata inducido por formalina.

El panel A muestra el comportamiento nociceptivo después de la inyeccion de formalina al 1% asi como
el efecto antinociceptivo del pretratamiento con ampicilina (400 mg/kg) cada 24 horas? Los paneles B y
C representan la CDR para la administracion de las cuatro dosis probadas de ampicilina'sistémica, como
ABC, (B) de lafase 1y (C) de la fase 2. En el panel D se expresa el porcentaje de antingcicepcion de la
ampicilina sistémica. Todos los puntos graficados se presentan como medias * error estandar de seis
animales por grupo (n=6). *representa las diferencias estadisticamente significativas con_respecto al
grupo vehiculo (salina) p<0.05 determinado por el analisis de la varianza de una via seguido pof la prueba
de Bonferroni.
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El pretratamiento sistémico de ampicilina (100, 200, 400 y 800 mg/kg) 24 horas durante
3 dias previos a la inyeccidn de formalina tuvo efecto antinociceptivo dependiente de la
dosis en Ja fase 1 (Fig. 14B) y en la fase 2 (Fig. 14C) del modelo de formalina [Figura
14].
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Figura 14. Efecto del pretratamiento con ampicilina cada 24 horas durante 3 dias

sobre la conducta de sacudidas inducida por formalina.

El panel A muestra el comportamiento nociceptivo después de la inyeccion de formalina_al 1% asi como
el efecto antinociceptivo del pretratamiento con ampicilina (400 mg/kg) cada 24 horas\durante 3 dias.
Los paneles B y C representan la CDR para la administracion de las cuatro dosis probadasde ampicilina
sistémica, como ABC, (B) de la fase 1 y (C) de la fase 2. En el panel D se expresa ehporcentaje de
antinocicepciéon de la ampicilina sistémica. Todos los puntos graficados se presentan como medias +
error estdndar de seis animales por grupo (n=6). * representa las diferencias estadisticamente
significativas con respecto al grupo vehiculo (salina) p<0.05 determinado por el analisis de la*Varianza
de una via seguido por la prueba de Bonferroni.
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El pretratamiento sistémico de ampicilina (100, 200, 400 y 800 mg/kg) 24 horas durante
7 dias previos a la inyeccién de formalina tuvo efecto antinociceptivo dependiente de la
dosis en Ja fase 1 (Fig. 15B) y en la fase 2 (Fig. 15C) del modelo de formalina [Figura
15].
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Figura 15. Efecto del pretratamiento con ampicilina cada 24/horas durante 7 dias

sobre la conducta de sacudidas inducido por formalina

El panel A muestra el comportamiento nociceptivo después de la inyeccion desformalina al 1% asi como
el efecto antinociceptivo del pretratamiento con ampicilina (400 mg/kg) cada 24*horas durante 7 dias.
Los paneles B y C representan la CDR para la administracién de las cuatro dosis probadas de ampicilina
sistémica, como ABC, (B) de la fase 1 y (C) de la fase 2. En el panel D se expresa‘el porcentaje de
antinocicepcion de la ampicilina sistémica. Todos los puntos graficados se presentanscomo medias *
error estdndar de seis animales por grupo (n=6). * representa las diferencias estadisticamente
significativas con respecto al grupo vehiculo (salina) p<0.05 determinado por el analisis\de la varianza
de una via seguido por la prueba de Bonferroni.
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DISCUSION

La prueba de formalina es utilizada ampliamente para conocer el efecto y mecanismos
tanto centrales como periféricos de los analgésicos implicados en el dolor agudo de tipo
inflamatorio enllarata (Tjglsen y cols., 1992; Roca y cols., 2018).

El modelo experimental utilizado para obtener la evidencia farmacolégica del
transportador de glutamato GLT-1 fue desarrollado en ratas hembra ya que esta
descrito que la formalina-y.da ligadura de nervio espinal produce el mismo patrén en
ratas macho y hembra (Caranty.cols., 2007; Cervantes y cols., 2016).

Esta investigacion se realizo para determinar el efecto de los betalactamicos ceftriaxona
y ampicilina en la conducta dé/sacudidas de pata inducido por formalina y se demostré
gue la respuesta se reduce de forma dependiente de dosis.

Los sistemas glutamatérgicos periféricos desemperan un papel significativo en el dolor
de tipo inflamatorio. En los modelos decarragenina, formalina y capsaicina se demostré
gue hay aumento de receptores de tipo ionotropicos y:liberacion de glutamato en tejido
de pata de rata mostrando mayor sensibilidad al glutamato local contribuyendo a la
aparicion de hiperalgesia y alodinia (Carlton y Coggeshal, 1999).

La inyeccion de formalina aumenta el nivel de glutamato libre.en la periferia de lado
ipsilateral (Omote, Kawamata, Kawamata y cols., 1998) y permanece aumentado
durante ~3 horas, asociado a la lesion cutanea y a la activacion de receptores de tipo
TRPAL.

Las implicaciones del tratamiento con ceftriaxona proporcionan una amplia gama de

aspectos para discutir. Los antibiéticos betalactamicos constituyen el grupo mas grande
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de farmacos utilizados para tratar infecciones para una amplia variedad de espectros
antibaeterianos. La Ceftriaxona es un antibiotico ampliamente utilizado para infecciones
bacteriahas_y meningitis y hasta el momento no se han descrito efectos tdxicos
sustanciales’en el sistema nervioso central a dosis antibacterianas normales, ademas
ha demostrado.gque reduce efectivamente la concentracion de glutamato extracelular a
dosis de 200 mg/kg(Rasmussen, Baron, Kim y cols., 2009).

La ampicilina es otro antibidtico betalactamico usado ampliamente en el tratamiento de
infecciones causadas por{microorganismos gram-positivos y gram-negativos, su vida
media de 1.7 + 0.3 h, la eficacia en la profilaxis quirdrgica (Assawapalanggool,
Kasatpibal, Sirichotiyakul y cols.;x2018), ademas, estimula la expresion y funcion del
transportador GLT-1 (Rothstein-yscols.; 2005) y reduce el dafio neuronal después de la
isquemia transitoria de forma depéendiente’de dosis (Lee, Kim, Cho y cols., 2008).
Varias lineas de evidencia sugierenque.reducir el glutamato extracelular a través de la
sobreexpresion del transportador EAAT2/GLT<1.es un enfoque innovador para el
tratamiento de patologias del SNC (Yang, Roman, Chen, y cols., 2011).

No se conoce el comportamiento del transportador GLT-1 en el modelo de dolor
inflamatorio con formalina, sin embargo, la administracion/iocal de ceftriaxona 20
minutos previos a la administracion de formalina revirtic moderadamente el
comportamiento sacudidas de la pata en la fase 2 del modelo de“formalina, y con
respuesta antinociceptiva evidente en la administracion intraperitoneal.aguda y cronica
lo que demuestra la importancia de esta linea de investigacion asociada ajos/farmacos

que sobre estimulan la induccion del transportador GLT-1.
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En el.modelo de constriccion cronica de nervio reduce la expresion de GLT-1 en un
50% aproximadamente (Ramos, Lewis, Morgan y cols., 2011) que condiciona a la
aparicidh-exagerada a estimulos no nocivos (Woolf y Mannion, 1999), no obstante, la
administraciéniintraperitoneal de dosis repetidas de CEF durante 7 dias en un tiene un
efecto protector(Hajhashemi, Hosseinzadeh y Amin, 2012), e intratecal diaria durante

20 dias atentan demanera significativa la alodinia trasera en ratas.

Estudios recientes indican.gue el antibiético CEF y el adyuvante acido clavulanico (CA)
muestran efecto antialodinicey antiinflamatorio 24 horas después de la administracion
(Ochoa, Ventura, Sotomayor (y\/Cols. 2018). La CEF disminuye la sensibilidad
conductual x regulacion negativa de GFAP y regulacion positiva de GLT-1 (Nicholson,
Gilliland y Winkelstein, 2013)“Ademas los reportes revelan que CEF y CA tienen la
capacidad de modular las concentraciones=~séricas de TNF-a (Amin, Hajhashemi,

Hosseinzadeh y Cols. 2012; Ochoa, Ventura, Sotemayor y Cols. 2018).

El CA disminuye el numero de contracciones abdominales inducidas por acido acético
en el ratdn, también disminuye el nimero de lamidas de(pata en la fase 1y 2 del modelo
de formalina, mostrando un efecto similar o menor 40 mg/kg de“CA versus 10 mg/kg de

morfina (Hashashemi y Dehdashti, 2014).

Ademas la inyeccion intraperitoneal cada 24 horas de CEF o subcutanea2 veces al dia
durante 10 dias de CA tienen el potencial de revertir la alodinia e hiperalgesia en ratas

(Kristensen, Gegelasvilli, Heegaard y Cols., 2017).
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La actividad protectora de la CEF también se reporté en un modelo de nocicepcion
visceral disminuye en cerca del 70% la respuesta visceromotora (Roman, Yang y
Stephens;2013) sin embargo, altera de manera significativa la cantidad de lactobacilos
sin ocasionar efectos motores negativos en la rata (Lin, Roman, Foust, y Cols. 2011).
Entre otros beneficios de los antibidticos betalactamicos se ha reportado que CEF tiene
el potencial para tratanla neurodegeneracién y la demencia (Weng, Tikhonova, Cheny
Cols. 2016), En el modelo de isquemia Chu. y colaboradores en el 2007 describieron
que la expresién del ARNm GLT-1y de la proteina GLT-1 alcanzan los puntos maximos
alos 3yalos 5 dias respectivamente después de la administracion de ceftriaxona (Chu,
Lee, Sinny Cols. 2007).

También la administracion /centinua\de 200 mg de ceftriaxona produce efecto
antialodinico 24 horas después“de lazadministracion, en el andlisis de citocinas
proinflamatorias se identific6 un deseenso significativo a las 3 horas de admistracion en
la concentracién de TNF-a en suero, pero no de ll-10 (Ochoa, Ventura, Sotomayor y

Cols. 2018).

También hay datos que demuestran que la administracion en dosis repetidas durante
7 dias de ceftriaxona muestra efectos antialodinicos y antiinflamatorios en un modelo
de constriccion cronica de nervio en la rata (Hajhashemi, Hosseinzadeh y Amin,
2012).Rawls y colaboradores en el 2011, definieron que las dosis bajas{de ceftriaxona
alcanzan efecto antinociceptivo en las pruebas realizadas a ratas en{up' modelo de
tolerancia a morfina por ello la indicacion es que se respete la dosis maxima para

alcanzar efecto antibidtico en humanos de 2mg/dia para evitar reacciones adversas
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(Rawls, Zielinski, Patel y Cols 2011). Dado que el farmaco se ha usado con seguridad
durante mucho tiempo, la farmacocinética de CTX y su patron de reacciones adversas

son universalmente conocidas, cruza facilmente la barrera hematoencefalica.

Lin y colaboradores han demostrado que el tratamiento prolongado con ceftriaxona la
cantidad de lactobacilos pero no altera la funcién motora en ratas visceral (Lin, Roman,
Fousty Cols. 2011). ‘Emun modelo de EP en rata se demostré que la ceftriaxona mejora
la cognicién y la expresion.de GLT-1 48 horas después del inicio del tratamiento (Hsu,

Hung, Chang y Cols. 2015):

Hay evidencia que la dosis usualde-dl a 2 g en humanos es menor que la utilizada en
los estudios pero a la mitad-de la ‘concentracidbn se incrementa la expresion del
transportador. La participacion deMranspertador GLT-1 es importante para incrementar
la antinocicepcion y antialodinia sin embargo Jos estudios publicados siguen pareciendo
inconsistentes, existe controversia de acuerdo altiempo de duracion del aumento en la
expresion por farmacos inductores ya que no se congce con precision el mecanismo
de regulacién transcripcional del transportador GLT-1. Ramos y colaboradores indican
que 7 dias después de la ultima administracion de ceftriaxonamo habia diferencia en la
expresion de la proteina GLT-1 entre el inductor y el control (Ramos, Lewis, Morgan y
Cols., 2011) en contraste Rasmussen y cols. Muestran que los niveles de glutamato
extracelular se mantuvieron disminuidos 20 dias después gue se suprimié la exposicion

al farmaco inductor (Rasmussen, Baron, Kim y Cols. 2009).
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> Conclusiones y Recomendaciones

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Con-base en los objetivos propuestos se concluye:

1. La administracion periférica de ceftriaxona reduce de forma no dependiente de
la dosisla"conducta de sacudidas de la pata.

2. La administraCion intraperitoneal de ceftriaxona y ampicilina agudo produjeron
efecto antinocieeptivo significativo lo que sugiere que mejora la funcion del
transportador GLT<1 durante el desarrollo de la inflamacién producida por
formalina.

3. La administraciéon intraperitoneal de ceftriaxona y ampicilina crénico mostré
efecto antinociceptivo Significativo lo que sugiere la induccidén de la expresion

del transportador GLT-1.

Como recomendacién se considera que se deben’de realizar estudios moleculares que

contribuyan con la evidencia farmacolégica sobre el€fécto de los betalactdmicos sobre

la induccién del transportados GLT-1 en la rata.
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