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RESUMEN

La adiccion se considera un grave problema de salud publica mundial. Se define
como una enfermedad cerebral cronica, caracterizada por la busqueda y uso
compulsivo de una droga, el surgimiento de un estado emocional nocivo cuando se
impide el acceso a dicha droga y la pérdida de control para la limitacion de su

consumo, que involucra la alteracion de los circuitos motivacionales del cerebro.

Entre los principales farmacos con potencial adictivo se encuentran las anfetaminas,
que son drogas sintéticas similares estructuralmente a la adrenalina y otras
catecolaminas. Su estructura les permite unirse directamente a los receptores de
monoamina debido a la similitud estructural con aminas enddgenas vy

desencadenando sus efectos psicoestimulantes.

Para generar conocimiento acerca de las bases biolégicas de los procesos
adictivos, asi como para identificar nuevas dianas terapéuticas que permitan
desarrollar futuros tratamientos para la adiccién, se emplean modelos animales,
entre ellos, el Condicionamiento de Preferencia de Sitio (CPS), que es un paradigma
utilizado para evaluar varios aspectos de los comportamientos adictivos, como la
tolerancia, sensibilizacion y efectos de refuerzo en drogas psicoactivas. Este
modelo se basa en el aprendizaje asociativo entre las claves ambientales del lugar
donde el animal recibe la droga (luz, color, textura del suelo) y el efecto reforzante

que esta produce.

Hasta este momento, algunos farmacos betalactamicos han sido probados para el
tratamiento de adicciones. Adicionando su actividad como antibioticos, se ha
encontrado que ejercen efectos neuroprotectores en diversas patologias. En este
trabajo, se buscé un cambio de conducta de preferencia a anfetaminas en un
modelo murino tras la administracion de ceftriaxona, uno de los betalactdmicos mas
utilizados y cefalotina, antibiético que comparte anillo betalactamico con la
ceftriaxona, pero que no habia sido probado anteriormente en modelos animales de

adiccion.



Nuestros resultados conductuales muestran una disminucién de la recompensa
inducida por anfetaminas en un modelo de preferencia de sitio ocasionada por la

previa administracion de farmacos betalactamicos.

Se muestra por primera vez el potencial efecto neuroprotector de la cefalotina en un
modelo de condicionamiento de preferencia de sitio a anfetaminas en ratas. Estos

datos pueden dar paso a la ampliacion de la linea de investigacion.

PALABRAS CLAVE:

Anfetamina, adiccion, betalactamicos, Condicionamiento de Preferencia de Sitio



LISTA DE ABREVIATURAS

NAc: Nucleo Accumbens

Hc: Hipocampo

VTA: Area Ventral Tegmental (Ventral Tegmental Area, por sus siglas en inglés)
PFC: Corteza Prefrontal (Prefrontal Cortex, por sus siglas en inglés)
AMG: Amigdala

DA: Dopamina

DAT: Transportador de dopamina

NET: Transportador de norepinefrina

SERT: Transportador de serotonina

Na*: lon sodio

Ca?*: lon calcio

Mg?*: lon magnesio

AMPA: Receptor de acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico
NMDA: Receptor de N-metil-D-aspartato

CaMKIl: Proteina cinasa Il dependiente de calcio/ calmodulina
EPSP: Potencial postsinaptico excitador

CPS: Condicionamiento de Preferencia de Sitio

IP: Intraperitoneal (via de administracion)

AMP: Anfetamina

CTX: Ceftriaxona

CEF: Cefalotina

GLT-1: Transportador de glutamato 1

PLP: Potenciacion a Largo Plazo

OMS: Organismo Mundial de la Salud

NOM: Norma Oficial Mexicana



1. MARCO TEORICO

1.1 Adiccion

A pesar de ser una palabra de uso comun, el concepto de adiccion es dificil de
delimitar. El término es mayormente aceptado como sindénimo de dependencia a
sustancias; sin embargo, se ha descrito otro tipo de procesos que inducen adiccion.
Por ejemplo, la ultima edicion del Manual Diagnoéstico y Estadistico de los
Trastornos Mentales (DSM-5) dedica una seccién al juego patolégico debido a que
existe evidencia de la semejanza conductual con el trastorno de uso de sustancias.
Por otro lado, a pesar de que no existe aun una referencia clinica de adicciéon a
conductas tales como el sexo, el ejercicio, el consumo de comida altamente cal6rica
o las compras, es ampliamente conocido que todas estas involucran el mismo
mecanismo que se ha probado como indispensable para el desarrollo de esta
patologia. La adiccion, por lo tanto, se define como una enfermedad crénica y
recidivante del sistema nervioso que se desarrolla por el consumo de alguna
sustancia o por llevar a cabo alguna actividad que genere reforzamiento en el

sistema de recompensa del ser humano (Volkow & Morales, 2015).

No obstante, la investigacion que se ha llevado a cabo acerca de los procesos
adictivos se ha concentrado mas en la adiccion a farmacos. Esta se caracteriza por
la busqueda y uso compulsivo de una droga, el surgimiento de un estado emocional
nocivo cuando se impide el acceso a dicha droga y la pérdida de control para la
limitacion de su consumo (Garcia, et al., 2017; Koob & Volkow, 2010). Ademas, tal
y como se describié previamente, involucra una alteracion en los circuitos

motivacionales del cerebro (Koob & Volkow 2016).



La OMS ha descrito dos caracteristicas conductuales fundamentales para el

diagnéstico de una adiccion: impulsividad y compulsividad.

La impulsividad es una predisposicion hacia reacciones rapidas y no planificadas a
estimulos internos o externos. Se caracteriza por la incapacidad para resistir los
instintos, toma de decisiones irreflexiva y valoracion de recompensas inmediatas
sobre objetivos a largo plazo (Berlin & Hollander, 2013). Por otro lado, la
compulsividad es la tendencia a realizar actos repetitivos desagradables de manera
habitual o estereotipada para evitar consecuencias negativas percibidas, que
conducen a un deterioro funcional (Fineberg et al. 2009).

Ademas de las graves repercusiones biolégicas que representa, el abuso de
sustancias genera pérdidas economicas significativas. Estas pérdidas engloban los
costos de atencion médica, pérdida de productividad, delincuencia asociada a la
venta de la droga y falta de bienestar social. Dentro de los costos de atencion
meédica se encuentran aquellos recursos destinados a la prevencion, tratamiento y
rehabilitacion, la atencion a pacientes con sobredosis, episodios psicéticos,
reacciones adversas 0 sintomas de enfermedades infecciosas transmisibles
mediante el uso de drogas inyectables, como VIH/SIDA, hepatitis B y C,

tuberculosis, entre otras (International Narcotics Control Board [INCB], 2013).

1.1.1 Etapas de la adiccion

Koob y Le Moal (1997) han conceptualizado el proceso adictivo como un ciclo

compuesto por tres etapas: intoxicacion, abstinencia y anticipacion.
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Se conoce como intoxicacion a aquel evento que ocurre cuando al consumir una
sustancia se da una activacion del circuito de recompensa que produce un estado
heddnico, aumentando la probabilidad de repetir la conducta de consumir la
sustancia. A esto se le conoce también como reforzamiento positivo (Koob, Arends
& Le Moal, 2014). Por otro lado, la abstinencia se define como un estado de animo
negativo en ausencia del farmaco al que se es adicto y se presenta cuando se
consume una droga para evitar el desagrado (caracterizado por disforia, ansiedad
e irritabilidad), asi como los efectos fisioldégicos (temblor, taquicardia) que surgen
cuando se impide el acceso a dicha droga (Koob & Simon, 2009). Por dltimo, la
anticipacion, también llamada “craving”, implica un comportamiento compulsivo de
basqueda de la sustancia adictiva y un deseo imperioso para obtenerla (Koob,
2013).

Cada etapa esta particularmente asociada a una regién cerebral distinta (Figura 1).
La etapa de intoxicacion involucra en gran medida los ganglios basales, los cuales
estan asociados con el control motor voluntario, el aprendizaje de procedimientos
relacionados con comportamientos o habitos de rutina y la seleccién de acciones.
Los ganglios basales incluyen estructuras como el cuerpo estriado, globo palido,

sustancia negra y nacleo subtalamico (Koob, Arends & Le Moal, 2014).

La etapa de abstinencia involucra regiones de la amigdala extendida, la cual incluye
componentes principales de los sintomas de estrés cerebral asociados con el
refuerzo negativo de la dependencia. La etapa de anticipacion involucra elementos
de la corteza prefrontal, estructura encargada de mediar la capacidad de organizar
pensamientos y actividades, priorizar tareas, administrar el tiempo y tomar
decisiones (Koob, Arends & Le Moal, 2014).
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Corteza Prefrontal <====-=- / ///] -=-» Talamo

Estriado Dorsal === -=-> Globo Palido

Nucleo Accumbens <===
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Corteza Orbitofrontal <==r G) Ins ----» Insula
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Sindrome de abstinencia
Anticipacion

Nucleo del Lecho de la Estria Terminal

Figura 1. Principales regiones cerebrales implicadas en las etapas del ciclo de la adiccién.
Las areas relacionadas con la Intoxicacion se encuentran de color azul, aguellas relacionadas con
el Sindrome de Abstinencia estan en rojo y las relacionadas con Anticipacién estan de color verde.
[Modificada de Koob, Arends & Le Moal, 2014]

Esta serie de caracteristicas colocan el tema de las adicciones como un
preponderante para tomar en cuenta con relacion a la salud publica, ya que se ha
convertido en un problema a nivel mundial como se describe en las siguientes

lineas.

1.1.2 Incidencia a nivel nacional e internacional

Segun el ultimo Informe Mundial sobre las Drogas de la Oficina de las Naciones
Unidas contra la Droga y el Delito (UNODC, 2020), aproximadamente 269 millones
de personas de edades comprendidas entre los 15 y 64 afos utilizaron sustancias
ilicitas en 2018. El problema de este consumo, independientemente del hecho de la
ilegalidad, estriba en que hasta el 13% de los usuarios podrian desarrollar
padecimientos relacionados con el abuso de estas sustancias tales como la
adiccion. De hecho, esta condicibn es tan importante que aproximadamente
585,000 muertes fueron atribuidas al consumo de drogas en 2017 (UNODC, 2020).
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Debido a lo anterior, las adicciones se consideran un grave riesgo para la salud a

nivel mundial.

De entre las sustancias de abuso, de acuerdo con la estimacion més reciente, la
droga con mayor numero de consumidores es la marihuana (192 millones), seguida
por los opioides (58 millones) y, en tercer lugar, las anfetaminas y estimulantes
sujetos a prescripcion médica (27 millones) (UNODC, 2020). Por otra parte, el
consumo y trafico de anfetaminas y metanfetaminas esta aumentando en regiones
de América del Norte, Oceania y gran parte de Asia (UNODC, 2020).

En México, los datos recabados en la Encuesta Nacional de Consumo de Drogas,
Alcohol y Tabaco (ENCODAT, 2016-2017) sefialan una tendencia al incremento de
la prevalencia del consumo de cualquier droga alguna vez en la vida, de 7.8% en
2011 a 10.3% en 2016, en la poblacion mexicana de entre 12 y 65 afios. Con
respecto al consumo de drogas ilegales en el ultimo afio, también se observé un
crecimiento significativo de 1.4% en 2011 a 2.7% en 2016, en la misma poblacion.
(CONADIC, 2019).

En 2018, la principal droga de impacto (aquella que el paciente identificé con mayor
capacidad para producirle efectos negativos de cualquier indole, asi como el motivo
principal de la demanda de servicio en instituciones de rehabilitacion) fueron los
estimulantes de tipo anfetaminico (33.5%), seguidos del alcohol (27.4%), la cocaina
(10.4%) y la marihuana (10.2%) (CONADIC, 2019).

1.1.3 Sustancias de abuso

Una de las caracteristicas de los farmacos adictivos es su capacidad para actuar
como reforzadores (Sanchis-Segura & Spanagel, 2006). Un refuerzo o reforzador
es un estimulo que aumenta la probabilidad de una respuesta (US Department of

Health and Human Services [HHS], 2016) y puede ser positivo 0 negativo.
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El refuerzo es positivo cuando una conducta produce un estimulo placentero, que
refuerza la repeticion de la conducta. El refuerzo es negativo cuando una conducta
elimina o impide un estimulo adverso, lo que, a su vez, incrementa la posibilidad de
que esta conducta vuelva a ocurrir (Organizacién Mundial de la Salud [OMS], 2005).
Esta caracteristica les permite promover patrones de comportamiento que

favorezcan un mayor consumo del farmaco.

Otra caracteristica presente tanto en los farmacos adictivos como en drogas
empleadas terapéuticamente durante un periodo prolongado es la tolerancia. Esta
se define como una adaptacion fisiolégica a la presencia de un farmaco en el
cuerpo, de tal forma que se requieren dosis mayores para producir los efectos
farmacoldgicos que resultaban inicialmente de dosis mas pequefias (Savage et al.,
2003).

Cabe mencionar que existen muchas sustancias capaces de generar adiccion.
Dichas sustancias han sido clasificadas de acuerdo con diversos criterios, sin
embargo, ninguno es considerado como definitivo, puesto que un mismo farmaco
puede incorporarse de manera diferente en dos sistemas o0 dos sistemas pueden
usar categorias con el mismo nombre (Kidra, 2020).

Una de las clasificaciones mas empleadas es aquella que las divide en farmacos
legales e ilegales. Dentro de las sustancias legales se encuentran el alcohol, la
nicotina o medicamentos normalmente prescritos (como la morfina y las
benzodiazepinas) y dentro de las sustancias ilegales, drogas como la heroina, la

cocaina y las anfetaminas (Baz-Lomba et al. 2016).

Por otra parte, Sateler et al. (2019) clasifican a las sustancias ilegales seguin sus
efectos dentro del Sistema Nervioso Central en depresoras, cuando causan
relajacion, sedacion y somnolencia; estimulantes, cuando producen euforia e
incluso irritabilidad; alucinbgenas, cuando perturban la percepcion e inducen
alucinaciones y sustancias con efectos tanto estimulantes, como alucindégenos
(Tabla 1). Este trabajo se enfocara en las anfetaminas, sustancias de tipo

estimulante que pueden ser legales o ilegales.
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Tabla 1. Clasificacién de farmacos de abuso ilegales segin su efecto sobre el sistema nervioso
central. [Modificada de Sateler et al., 2019].

Sustancias Sustancias Sustancias Sustancias
depresoras estimulantes alucinégenas estimulante- alucinégenas
Fentanilo Cocaina LSD MDMA
Heroina Anfetaminas Mescalina Catinonas sintéticas
Marihuana

1.1.4 Estimulantes

Los estimulantes son farmacos que producen una activacibn conductual
generalmente acompafiada de aumento en la excitacion, el estado de alerta y la
actividad motora (Koob, Arends & Le Moal, 2005). Abarcan una amplia categoria de
sustancias, incluidas las recetadas para afecciones médicas, aquellas ilicitas con
potencial adictivo, extractos de hierbas, bebidas con cafeina y cigarrillos (Preda,
2018).

Koob & Le Moal clasifican a los estimulantes segin su mecanismo de accion en
simpaticomiméticos directos o indirectos y no simpaticomiméticos (Tabla 2). Los
simpaticomiméticos imitan la accion del sistema nervioso simpatico cuando se
activa. De hecho, el término simpatina se usé originalmente para describir la
hormona noradrenalina que se encuentra en el sistema nervioso central. Por tanto,
los farmacos simpaticomiméticos imitan las acciones periféricas de la noradrenalina
en el sistema autonomo y neurofarmacolégicamente activan directa o
indirectamente los receptores de esta monoamina. Los no simpaticomiméticos
actuan a traves de diferentes mecanismos neurofarmacologicos en conjunto (Koob
& Le Moal, 2005).

15



Tabla 2. Clasificacion de Sustancias Estimulantes Psicomotoras. [Tomada y modificada de Koob &
Le Moal, 2006]

Simpaticomiméticos Simpaticomiméticos No
directos indirectos Simpaticomiméticos
Isoproterenol Anfetamina Cafeina
Epinefrina Metanfetamina Nicotina
Noradrenalina Cocaina
Fenilefrina Metilfenidato

1.2 Anfetaminas

Las anfetaminas son un grupo de sustancias compuesto por moléculas con un
efecto estimulante elaboradas de manera sintética, que incluyen a la anfetamina,
metanfetamina, metcatinona y sustancias del grupo del éxtasis (por ejemplo, MDMA
y analogos sintéticos; UNODC, 2018). El término anfetamina se origina del nombre
quimico a-metilfenetilamina e incluye dextroanfetamina (d-anfetamina) vy
levoanfetamina (I-anfetamina) (Koob & Le Moal, 2014). Este grupo se cataloga como
aminas simpaticomiméticas debido a su similitud estructural y funcional con aminas
enddgenas tales como la adrenalina y otras catecolaminas (Figura 2). Sus
caracteristicas moleculares les permiten unirse y activar a los receptores endégenos
de estos neurotransmisores del organismo. Esta union desencadena los efectos
especificos reconocidos de este tipo de moléculas tales como la supresion del
apetito, dilatacion de las pupilas (midriasis), sequedad de la boca, sudoracion,
temblor, tension mandibular (trismo), rechinado de dientes (bruxismo), incremento
de la temperatura corporal (hipertermia), aumento de la presion arterial, aumento de
la frecuencia cardiaca (taquicardia), sensacion de alerta, euforia, disminucion del
cansancio, mayor resistencia fisica y mejoria del rendimiento intelectual a corto
plazo (Mannan, 2018, Simola & Carta, 2016).
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Figura 2. Estructuras quimicas del neurotransmisor monoaminérgico endégeno dopamina y tres de
los estimulantes de tipo anfetaminico mas comunes. Se observa en azul el anillo de fenilo no
sustituido unido con una cadena lateral de dos carbonos entre el anillo de fenilo y un nitrégeno.
[Modificada de Fleckenstein et al., 2007]

Tal y como ocurre con otras moléculas adictivas, la naturaleza de los efectos de las
anfetaminas depende de la via de administracion. Este grupo de farmacos se puede
administrar por via oral, intravenosa, e incluso pueden ser fumadas o aspiradas.
(Koob, 2015). Del mismo modo, también de esto depende la intoxicacion propia de
estas moléculas ya que los niveles séricos también son afectados por la via de
administracion (APA, 2014; Boutrel & Koob. 2010). Por otro lado, el uso particular
de este tipo de farmaco ha sido influido por la cultura popular, particularmente por
la serie televisiva “Breaking Bad”, lo cual ha aumentado los efectos adversos
inducidos por las anfetaminas. Esto se debe, en parte, al hecho de que se utilizan
otras moléculas para cambiar el color de las anfetaminas para caracterizarla como

en la serie (Johnson, Stollings & Ely, 2017).
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1.2.1 Usos clinicos de las anfetaminas

Originalmente, las anfetaminas se sintetizaron como posibles medicamentos
alternativos para el tratamiento del asma, siendo el componente principal del
inhalador de benzedrina original (Koob & Le Moal, 2006). Si bien demostro ser
eficaz, su uso constante condujo a un abuso y en muchos casos, causé toxicidad

cardiovascular (Ilversen, 2008).

Por otra parte, fueron empleadas por el ejército durante la Segunda Guerra Mundial
como farmacos antifatiga (Heal et al. 2013), por choferes de vehiculos de carga,
médicos, estudiantes en época de exdmenes por sus efectos promotores de la
vigilia y mejora de la concentracion y por atletas para aumentar su resistencia fisica
(Ilversen, 2008).

Actualmente, las anfetaminas estan legalmente disponibles para uso médico como
complementos para el control de peso a corto plazo y como tratamiento de sintomas
para la narcolepsia y el trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH)
(Boutrel & Koob, 2004).

La fisiopatologia de un proceso adictivo a farmacos es muy compleja ya que
involucra la alteracion de la funcién de un sistema fundamental para la vida,
conocido como sistema de motivacion y recompensa, descrito originalmente en
1954 por Olds y Milner. En su trabajo, los investigadores implantaron un electrodo
en ratas para estimular eléctricamente ciertas zonas cerebrales. Dentro de su
modelo, la rata oprimia una palanca que activaba un interruptor que les permitia
autoestimularse a través del electrodo, y era capaz de hacerlo casi 2 mil veces en

1 hora, ignorando otros estimulos como comida, agua o sexo (Olds & Milner, 1954).
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1.3 Sistema de Recompensa

Al llevar a cabo una actividad placentera como escuchar musica, pasar tiempo con
la persona amada o comer algo delicioso, se producen estimulos externos que son
procesados por diversas areas cerebrales (las cortezas auditiva, visual,
somatosensorial, entre otras) y convergen en un sitio cerebral constituido por
neuronas dopaminérgicas, llamado Area Ventral Tegmental (VTA) (Blood & Zatorre,
2001; Aron et al., 2005; Alonso-Alonso et al., 2015).

Estas neuronas del VTA proyectan hacia importantes estructuras de integracion
limbicas y corticales, en donde se asigna la relevancia del estimulo (Figura 3). Entre
dichos nucleos se encuentran la corteza prefrontal (PFC), el hipocampo (Hc), la
amigdala (AMG) y el nucleo accumbens (NAc). (Arias-Carrion et al., 2010). Cabe
sefialar que no son las Unicas vias dopaminérgicas en el cerebro, pero si las

importantes para el sistema de motivacion y recompensa.

Figura 3. Viamesocorticolimbica simplificada en el cerebro de roedores. Las neuronas del Area
Ventral Tegmental (VTA) proyectan dopamina al nicleo accumbens (NAc) y a la amigdala (AMG),
constituyendo la via mesolimbica. Asimismo, estas neuronas proyectan a la corteza prefrontal (PFC)
constituyendo la via mesocortical. Las lineas negras representan proyecciones dopaminérgicas, las
lineas azules rayadas representan proyecciones GABAérgicas y las lineas rojas punteadas
representan proyecciones glutamatérgicas. CPu= caudado putamen, Hipp= hipocampo [Tomada de
Vaillancourt et al., 2017].
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Los nucleos cerebrales mencionados anteriormente, integran la informacion
ambiental proveniente de diferentes sustancias o eventos que son conocidos como
reforzadores naturales, tales como la comida, el agua, o la conducta sexual, debido
a que responden a necesidades homeostaticas (Keramati & Gutkin, 2014). La
sensacion placentera producida al llevar a cabo estas conductas brinda una
motivacion para repetirlas. De esta manera, se preserva la integridad anatomo-
funcional y, por ende, la supervivencia de nuestra especie (Méndez- Diaz et al.,
2010).

Las sustancias de abuso, al igual que los reforzadores naturales, actian sobre el
sistema mesocorticolimbico, también llamado sistema de recompensa (Adinoff,
2004); sin embargo, no contribuyen a la homeostasia del sistema, sino que lo alteran
produciendo efectos euforicos intensos y duraderos, mismos que constituyen el
“high” buscado por las personas adictas. Algunos farmacos adictivos activan estos
mecanismos de recompensa directamente y otros indirectamente, dependiendo de

su mecanismo de accion (Gardner, 2005).

Las proyecciones dopaminérgicas mas importantes del VTA son hacia la amigdala,
en donde se evalla del valor emocional de los estimulos sensoriales (Fudge &
Emiliano, 2003), el hipocampo, area que detecta informaciéon nueva y facilita la
codificacion y consolidacion de memorias (Lisman & Grace, 2005), la corteza
prefrontal, sitio encargado de mediar funciones intelectuales o ejecutivas, en donde
ocurre la planeacion de actos secuenciales hacia un objetivo (Fuster, 2001) y el
ndcleo accumbens, region clave que recibe e integra las sefiales emocionales y

motivacionales que ayudan a regular la produccion conductual (Yu et al., 2019).
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1.3.1 Alteraciones generales en el sistema de recompensa
inducidas por farmacos

Las propiedades reforzantes de las sustancias de abuso se han asociado con su
capacidad para incrementar los niveles de dopamina en el estriado ventral,
particularmente en el NAc (Di Chiara & Bassareo, 2007). La actividad farmacolégica
de dichas sustancias utiliza las mismas vias mesocorticolimbicas sobre las cuales
operan los reforzadores naturales, tales como el agua, el alimento y el sexo,
generando un efecto heddnico que promueve la busqueda de la sustancia de abuso

por sus efectos (reforzamiento positivo) (Koob & Volkow, 2010).

Ademas del sistema dopaminérgico, otros sistemas se ven involucrados, como el
glutamatérgico, que proyecta de la CPF al NAc y se ha sugerido que participa en la
regulacion de la motivacion (Kalivas & Volkow, 2005). De hecho, la participacion del
sistema glutamatérgico ha sido reconocida como una de las mas importantes ya
que, aparentemente, uno de los mecanismos fundamentales para el establecimiento
de la adiccion es una potenciacién a largo plazo, evento que se describe a

continuacion.

En condiciones homeostaticas, la concentracion de glutamato en el espacio
sinaptico se regula a través de su metabolismo. Este depende, particularmente, de
la presencia de transportadores de glutamato conocidos como EAAT2 en el humano
0 GLT1 en roedores. Estos transportadores son responsables de hasta el 90% de
la recaptura de glutamato a los astrocitos (Bridges y Esslinger, 2005). Una vez
dentro del astrocito, el glutamato se metaboliza por medio de una molécula conocida
como glutamina-sintetasa, transformandose en glutamina y perdiendo su potencial

excitador.

21



En condiciones patoldgicas o en presencia de farmacos con potencial adictivo, esta
regulacion se afecta causando una cascada de procesos que, a la larga, permiten
la facilitacion de la transmision de los estimulos en diversas areas, particularmente
el NAc (Scofield et al., 2016) y el hipocampo (Kutlu & Gould, 2016). Este proceso
inicia cuando, por la actividad de un farmaco como la anfetamina, la liberacion de
glutamato y la actividad neuroglial se ven alterados por un aumento de la
concentracion de glutamato en el espacio sinaptico, una menor cantidad de
transportadores GLT1 en los astrocitos perisinapticos y una hiperreactividad glial
(Scofield et al., 2016). Esto, a su vez, altera las concentraciones de factores
proinflamatorios tales como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) o la
interleucina 1 beta (IL-18), llegando a convertirse en un proceso cronico conocido

como potenciacion a largo plazo (Ramirez & Arbuckle, 2016).

1.3.3 Alteraciones del sistema de recompensa inducidas por
anfetaminas

Al igual que otros farmacos, las anfetaminas ejercen sus efectos recompensantes
al elevar los niveles extracelulares de monoaminas (Mauna et al., 2019). Sin
embargo, consta de tres mecanismos de accion (Figura 4). El primero consiste en
inhibir competitivamente la recaptacion de monoaminas (dopamina, serotonina y
noradrenalina, principalmente) (Boutrel & Koob, 2004; Fernandez- Espejo, 2006). El
segundo mecanismo, facilita el movimiento de dopamina y otras monoaminas fuera
de las vesiculas de almacenamiento, hacia el citoplasma, invirtiendo el flujo normal
del transportador vesicular de monoaminas VMAT2 (Robledo, 2008; Sitte &
Freissmuth, 2015). El tercer mecanismo, promueve el transporte inverso (salida) de
monoaminas, utilizando sus transportadores de la membrana plasmatica DAT,
SERT y NET (Robertson, Matthies & Galli 2009; Calipari & Ferris, 2013).
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Ademas de lo mencionado anteriormente, algunos estudios han encontrado que las
anfetaminas actian como inhibidores competitivos de las monoaminooxidasas
(MAOSs), disminuyendo la degradacion de monoaminas al inhibir a la enzima
Monoaminooxidasa A. (Cao et al., 2016; Sulzer et al.,, 2005) Como resultado del
aumento de monoaminas en el espacio sinaptico también se alteran las
concentraciones de otros neurotransmisores como el glutamato y pueden, a la larga,

aumentar la reactividad glial (Kish et al., 2017).

* Anfetamina

® Neurotransmisor

@ ®
0‘/—-!—-.-\& Receptor
Figura 4. Mecanismos de accion de las anfetaminas. La anfetamina (1) revierte la accion de los
transportadores del neurotransmisor, lo que conduce a la liberacion presinaptica; (2) bloquea

competitivamente la recaptacion del neurotransmisor e (3) inhibe la degradacién enzimatica del

neurotransmisor [Modificada de Haggkvist & Frank, 2003].
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Por otra parte, los mecanismos moleculares responsables del flujo de salida de DA
por las anfetaminas han sido objeto de una intensa investigacion, pero aun no se
comprenden completamente (Mauna et all., 2019). Varias proteinas interactian y
regulan el flujo de salida de DA a través de DAT. Entre ellas se encuentra la proteina
cinasa C (PKC), la proteina cinasa Il dependiente de Ca2+/ calmodulina (CAMKII)

y la sintaxina 1A.

La anfetamina es metabolizada por via hepética, donde es desaminada y convertida
en fenilacetona, posteriormente oxidada a acido benzoico y finalmente excretada en

forma de glucurénida o conjugados de glicina (Koob & Le Moal, 2006).

1.3.3 Alternativas terapéuticas y presentacion del problema

Dentro de los distintos mecanismos fisiopatolégicos que se han reconocido como
involucrados en el desarrollo de la adiccién, actualmente sabemos que ésta inicia
con la liberacién de dopamina del area ventral tegmental (Koob & Volkow, 2016).
Esta liberacion se debe principalmente a una inhibicion de las interneuronas
gabaérgicas que proyectan sobre las neuronas dopaminérgicas en el VTA inducida
por la activacion de receptores tipo Gi (MacNicol, 2017). Una vez liberada, la DA se
une a sus receptores D1 y D2 en el NAc (Steinberg et al., 2014). La perpetuacion
del circulo vicioso inducido por una baja cantidad de DA en ausencia de la sustancia
adictiva, y el reforzamiento y posterior disminucion de DA generada por la misma

sustancia es la base fundamental del proceso de adiccion (Koob & Volkow, 2016).

A pesar de que por mucho tiempo la basqueda de tratamiento para las adicciones
ha estado dirigido particularmente a la respuesta dopaminérgica, en tiempos
recientes se ha buscado incidir en el proceso glutamatérgico y la respuesta

neuroinmunoldgica secundaria a este (Moussawi y Kalivas, 2010).

24



Un factor comUn que se ha descrito, y que podria estar involucrado en el proceso,
es la disminucion en la concentracién de un grupo de transportadores de glutamato
astrociticos conocido como GLT1 (Bechard & Knackstedt, 2019). Debido a esto se
han buscado alternativas terapéuticas que puedan aumentar la concentracion de
estos transportadores para evitar alguno de los procesos relacionados con la

adiccion.

Los modelos animales de adiccion se han utilizado ampliamente para investigar las
neuroadaptaciones que median la busqueda prolongada y persistente de drogas.
Los estudios preclinicos han implicado a la neuroplasticidad glutamatérgica en la
adiccion (con una importancia especifica puesta en el papel del NAc) (Bechard &
Knackstedt, 2019).

1.4 Moléculas betalactamicas

Los betalactdmicos son una familia de farmacos conocida principalmente por su uso
clinico como antibiéticos. Son compuestos de accion bactericida lenta, dependiente
del tiempo, con escasa toxicidad y amplio margen terapéutico (Nufiez et al., 2006).
El representante principal y mas conocido por el impacto que tuvo su descubrimiento
y posterior uso medicinal es la penicilina. Esta molécula ha sido fundamental para
la mejora de la salud publica y la expectativa de vida desde mediados del siglo XX
(Poole 1944; Demain y Sanchez 2009; Kardos y Demain 2011).

1.4.1 Farmacologia general de las moléculas betalactamicas

El metabolismo de la mayoria de los betalactamicos es casi nulo; se mantienen en
forma activa hasta su eliminacion renal mediante filtrado glomerular y secrecion
tubular. Muy pocos de los betalactamicos experimentan algun tipo de metabolismo
antes de su eliminacién, como la desacetilacion (en el caso de la cefalotina o de la
cefotaxima) (Suarez & Gudiol, 2009).
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Su mecanismo de accion consiste en la inhibicion de la sintesis de la pared
bacteriana, interfiriendo en la sintesis del peptidoglicano mediante un bloqueo en la
Ultima etapa de su produccion (transpeptidacién) (Gémez, Garcia-Vazquez &
Hernandez-Torres, 2015). Para mas informacion consultar ANEXO.

1.4.2 Tipos de betalactamicos

Esta familia de farmacos se caracteriza por tener dentro de su estructura quimica
un grupo funcional conocido como anillo betalactdmico, mismo que actia como
farmacoforo (Ochoa-Aguilar et al., 2016). No obstante, para que el betalactamico
sea activo, es preciso que esté unido a otros radicales, habitualmente anillos. La
asociacion de diferentes cadenas junto con el nucleo formado por dos anillos
modifica las propiedades del compuesto resultante, dando lugar a al menos 5
subfamilias: las penicilinas, como la penicilina y la amoxicilina; las cefalosporinas,
como la ceftriaxona (CTX); los carbapenémicos, los monobactamicos y los
bloqueadores de la actividad de las betalactamasas, como el sulbactam y el acido

clavulanico. (Figura 5)

Dentro de cada grupo, pequefias alteraciones en la estructura quimica son capaces
de modificar las caracteristicas del antibiotico, como el espectro, la afinidad por
determinados receptores o la resistencia a las betalactamasas. (Marin & Gudiol,
2003; Suéarez & Gudiol, 2009)
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Figura 5. Estructura quimica de los betalactamicos. El anillo betalactamico, que consiste en un anillo
heterociclico de cuatro atomos (tres de carbono y uno de nitrégeno), forma parte de la estructura
de las cinco familias de antibidticos. [Modificada de Sudrez & Gudiol, 2009]

1.4.3 Funciones neuroinmoduladoras de los betalactamicos

Ademas de los efectos antibiéticos, se ha encontrado que los betalactdmicos en su
conjunto tienen efectos pleiotropicos. Inicialmente, esto se demostrd por Rothstein
y cols. (2005) cuando administraron 1040 farmacos diferentes aprobados por la FDA
en cultivos celulares de astrocitos humanos y murinos en busca de una elevacién
del transportador GLT1. Este grupo encontré que la administracién de moléculas
con anillo betalactamico aumentaba la expresion de ese transportador hasta 3
veces, ademas de ofrecer neuroproteccion ante la excitotoxicidad inducida por

glutamato.
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El glutamato es el principal neurotransmisor excitador del sistema nervioso central
de los mamiferos y esta involucrado en varios procesos fisiologicos como la
memoria o el aprendizaje. Los niveles excesivos de este aminoacido en la sinapsis
provocan la muerte neuronal por excitotoxicidad, que esta implicada en muchas
condiciones patoldégicas como epilepsia, esclerosis mdultiple, enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica (ELA), entre
otras (Konaklieva et al., 2009; O’'Donovan, 2017). Su metabolismo depende de su
eliminacion de la hendidura sindptica por los astrocitos y su transformacién en
glutamina mediante los transportadores de glutamato. Aunque existen varios
transportadores de glutamato, tanto en el sistema nervioso central como en el
periférico, los mas importantes son GLT1 / EAAT2, GLAST y EAAT1 que
combinados son responsables de mas del 95% de la captacion de glutamato en el
cerebro; y su disfuncion esta implicada en varias enfermedades (Ochoa-Aguilar et
al., 2017).

En estudios posteriores se estudiaron los efectos neuroprotectores brindados por la
ceftriaxona para aliviar los sintomas de diferentes trastornos neurolégicos inducidos
experimentalmente, tales como la enfermedad de Parkinson (Bisht et al., 2014),
enfermedad de Alzheimer (Zumkehr et al., 2015), enfermedad de Huntington (Sari
et al., 2010), esclerosis lateral amiotréfica (Cudkowicz et al.,, 2014), isquemia
cerebral (Hu et al., 2015), lesiones cerebrales traumaticas (Cui et al., 2015) y dolor
neuropatico (Hu et al., 2010). También se encontré que la ceftriaxona podia retrasar
la pérdida de neuronas motoras y fuerza muscular, asi como prolongar la vida util,
en un modelo murino de atrofia muscular espinal (Nizzardo et al., 2011).

Aunque la mayor parte de la investigacion se ha centrado en los efectos de la
ceftriaxona, otros betalactamicos también han mostrado capacidad neuroprotectora
(Ochoa-Aguilar et al., 2017); tal es el caso del &cido clavulanico (Huh et al., 2010),

la ampicilina (Lee et al., 2008) y el sulbactam (Cui et al., 2014).
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1.4.4 Efecto de betalactamas en adicciones a otras moléculas

La ceftriaxona (CTX) es una cefalosporina de tercera generacion, perteneciente al
grupo de los antibidticos betalactamicos, y es el farmaco mas utilizado para las
infecciones locales (infecciones de piel y tejidos blandos), asi como sistémicas,

comunitarias y hospitalarias (Pinto-Pereira et al., 2004).

Recientemente, en estudios preclinicos se ha resaltado la eficacia terapéutica de la
CTX contra varios trastornos neuroldgicos, dependencia de drogas y sindrome de
abstinencia, asi como su potencial neuroprotector contra varios quimicos
neurotdxicos (Yimer, Hishe & Tuem, 2019). Entre los estudios donde se muestra la
alteracion que ejerce la CTX en efectos farmacoldgicos de diferentes drogas de
abuso, se observa la prevencién de la dependencia fisica desarrollada durante la
exposicion cronica a la morfina (Rawls et al., 2010), la inhibicidn de la sensibilizacién
locomotora producida por cocaina y anfetamina (Sondheimer & Knackstedt, 2011;
Rasmussen et al., 2011), el bloqueo del restablecimiento del CPS inducida por
metanfetamina (Abulseoud et al., 2012) y la reduccion del consumo de alcohol (Sari
et al., 2013).

El &cido clavulanico, un inhibidor de la betalactamasa que se administra
normalmente en combinacion con amoxicilina, es poseedor del anillo betalactdmico
y también ha mostrado actividad neuroprotectora en estudios donde reduce los
efectos gratificantes, hipertérmicos y locomotores-sensibilizadores de la morfina en
ratas (Schroeder et al., 2014) y disminuye la eficacia reforzadora de cocaina en
ratones (Kim et al., 2016).

Se han sugerido mecanismos para las acciones neuroprotectoras de los
betalactamicos, tales como la regulacion positiva de la expresion de GLT-1, la
atenuacion del estrés oxidativo y la neuroinflamacion (Yimer, Hishe & Tuem, 2019).
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Particularmente, la cefalotina (CEF), una cefalosporina de primera generacion con
un espectro antibiético amplio, descrita por primera vez por Chauvette en 1962, es
una molécula que en su estructura contiene un anillo betalactamico que aun no ha
sido explorada en el contexto de la regulacién neuroinmunolégica y que puede tener
un transporte mas expedito a través de la barrera hematoencefélica (Cherubin et
al., 1989) y un tiempo de vida media mas prolongado que el del &cido clavulanico
(Munch et al., 1982; Cherubin et al., 1989).

1.5 Modelos animales de adicciones

Los modelos animales juegan un papel importante en la comprension de la relacion
entre los procesos biolégicos y de comportamiento, y como éstos son alterados por
los cambios ambientales y de desarrollo; ademas, permiten estandarizar las
condiciones experimentales, intervenir, estudiar un organismo en comportamiento y

realizar andlisis neurobiolégicos (Lamontage & Olmstead, 2018).

Muchos componentes de la conducta adictiva se pueden estudiar en animales de
experimentacion, por ejemplo, el valor reforzante primario de las drogas, los
aspectos cognitivos como el procesamiento de asociaciones droga-contexto,
fendmenos de sensibilizacion o tolerancia a diferentes efectos de la sustancia, entre
otros. Los modelos animales de adiccion a las drogas proporcionan una herramienta
muy util a la hora de estudiar los procesos neurobiol6gicos y conductuales
implicados en la adiccion contribuyendo a la identificacion de nuevas dianas

terapéuticas para el tratamiento de esta enfermedad (Garcia et al., 2017).

Durante las ultimas décadas, los investigadores han utilizado modelos animales
para evaluar los efectos conductuales de las drogas de abuso que estan
potencialmente relacionados con sus efectos en los seres humanos (Badiani et al.,
2011).
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Entre los principales modelos animales empleados para estudiar el refuerzo
producido por las drogas y las conductas adictivas destacan principalmente el
paradigma de autoadministracion (AA), el condicionamiento de preferencia de sitio
(CPS) y la autoestimulacion eléctrica intracraneal (AEIC); no obstante, otros
modelos también ofrecen informacion relevante y son, por lo tanto, ampliamente
utilizados (Garcia et al., 2017).

2. JUSTIFICACION

La adiccién es una enfermedad cronica, recidivante y potencialmente mortal que se
caracteriza por compulsividad e impulsividad para consumir un farmaco, dificultad
para controlar su consumo, problemas sociales y presencia de un estado emocional
lesivo (Koob & Volkow, 2010). De entre todas las moléculas con potencial adictivo,
las anfetaminas representan un grave problema de salud mundial debido a la
facilidad de su adquisicion y al alto potencial adictivo que poseen (Cao et al., 2016).
A pesar de su importancia como un problema de salud mundial, hasta este momento

no existe una terapia eficaz para prevenir o eliminar la adiccién a las anfetaminas.

De entre la gran cantidad de aproximaciones que se han intentado para el
tratamiento de la adiccion, en dltimas fechas se ha considerado fundamental el
manejo de la respuesta neuroinmune como parte de la terapéutica. Esto debido a
que se ha encontrado que varias moléculas con potencial adictivo como la
anfetamina (Franke et al., 2003a), la cocaina (Fattore et al., 2002) o la morfina
(Beitner-Johnson et al., 1993) comparten una alteracion en la regulacién de los
neurotransmisores debido a una astrogliosis reactiva ante el consumo.

Esto puede causar una disminucion de la expresion de los transportadores de
glutamato GLT1/ EAAT2 en la membrana celular de los astrocitos (Spencer &
Kalivas, 2017). El evento antes mencionado no es exclusivo de las sustancias con

potencial adictivo, de hecho, se ha encontrado en diversas patologias tales como
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las enfermedades de Parkinson (Zhang et al., 2016) y Alzhéimer (Scott et al., 2011),

esquizofrenia (Shan et al., 2012) y dolor patologico (Guo et al., 2019), entre otros.

Debido a lo anterior, diversos grupos de investigacién han buscado moléculas cuyo
efecto farmacoldgico fuera elevar la expresion de transportadores GLT1. La primera
ocasion que se encontré un grupo de moléculas con estas propiedades fue en 2005
cuando el grupo de investigacion liderado por Rothstein y cols. administraron 1040
farmacos distintos en cultivos de astrocitos humanos y murinos encontrando que
todos los betalactdmicos utilizados, incluidos ceftriaxona y cefalotina, elevaron
hasta tres veces la expresion de transportadores de GLT1 en las membranas
astrociticas. En apoyo a lo anterior, los betalactdmicos ha sido probados en modelos
de dolor patologico (Ochoa-Aguilar et al., 2016), crisis convulsivas (Hussein et al.,
2016) y particularmente en excitotoxicidad (Wei et al., 2012), entre otros.

Estas moléculas también han sido probadas en modelos de adiccion y se han
encontrado resultados interesantes, por ejemplo, Kim y cols. (2016) demostraron
que el acido clavulanico disminuye el reforzamiento de la morfina en ratones,
Knackstedt y cols. (2010) encontraron que la ceftriaxona previene la recaida en la
basqueda de cocaina en ratas, Rasmussen y cols. (2011) probaron que la
ceftriaxona atenua la hiperactividad y la sensibilizacion conductual inducidas por la
exposicion repetida a anfetaminas en ratas Sprague-Dawley.

Es importante mencionar que a pesar de que la cefalotina fue la primera
cefalosporina desarrollada (Greenwood, 2009), hasta este momento no ha sido
determinado si esta molécula betalactamica posee un efecto terapéutico o
preventivo en modelos de adiccién. Debido a lo anterior, la intencion de la presente
tesis es determinar si la cefalotina ejerce algun efecto inhibitorio en el modelo de

preferencia de sitio inducida por anfetaminas y su comparacion con ceftriaxona.
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3. HIPOTESIS

La administracion de ceftriaxona y cefalotina prevendran la conducta de

recompensa inducida por anfetaminas en ratas.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar conductualmente si la recompensa inducida por anfetaminas se reduce
al administrar ceftriaxona y cefalotina en un modelo de condicionamiento de

preferencia de sitio en ratas.

4.2 Objetivos particulares

o Estandarizar un modelo de preferencia de sitio condicionado a anfetaminas

en ratas.

o Evaluar el efecto de la administracion de ceftriaxona en la conducta de
recompensa en un modelo de preferencia de sitio condicionado a

anfetaminas en ratas.

o Evaluar el efecto de la administraciéon de cefalotina en la conducta de
recompensa en un modelo de preferencia de sitio condicionado a

anfetaminas en ratas.
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5. METODO

5.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho de 200 - 250 g, provenientes del bioterio central de
la Facultad de Medicina de la UNAM. Fueron alojadas individualmente, en cajas de
acrilico, con un ciclo luz-oscuridad invertido 12x12 horas (7 am- 7 pm) y se les
proporcioné comida y agua ad libitum. Los experimentos se llevaron a cabo en un
cuarto de experimentacion conductual, con iluminacion controlada y atenuacion a
ruidos externos. Todos los procedimientos se realizaron conforme a lo establecido
en la NOM-062-Z00-1999 bajo la aceptacion del protocolo FM/DI/074/2017 por
parte del Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
(CICUAL).

5.2 Farmacos

Se disolvio sulfato de dl-anfetamina (Sigma) en solucion salina estéril (NaCl- 0.9%)

y se inyecto via intraperitoneal (i.p) a dosis de 0.5, 1, 2.5 y 5 mg/kg.

La Ceftriaxona (Amcef ®) se disolvio en solucién salina 500 mg/5 ml y se empleé a
una dosis de 200 mg/kg. La Cefalotina (AMSA) se disolvié en soluciéon salina 1g/
5ml y se us6 a una dosis de 100 mg/kg. Ambos se administraron i.p, a la misma

hora (08:00 hrs) los dias que se llevo a cabo el condicionamiento.

5.3 Condicionamiento de Preferencia de Sitio

El condicionamiento de preferencia de sitio (CPS) es un modelo conductual basado
en los principios del condicionamiento clasico. Se utiliza para estudiar las
asociaciones de contexto relacionados con la recompensa, incluidas las
recompensas naturales y las drogas de abuso (Tzschentke, 2014; Blanco- Gandia
et al., 2018).
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Este modelo involucra el estudio de los mecanismos de aprendizaje y memoria al
establecer una preferencia de los animales por compartimentos que inicialmente no
preferian, pero fueron emparejados con farmacos adictivos (memoria de

recompensa) (Sun et al., 2018).

Para este modelo se emplea un aparato de dos o tres compartimentos con
caracteristicas contextuales distintas. Consta de tres fases: habituacion,
condicionamiento y prueba.

En la fase de habituacion o precondicionamiento, el animal se expone al aparato
para que se familiarice con el ambiente y proporcione una medida de preferencia
inicial para cada compartimento (Mckendrick & Graziane, 2020). Durante la fase de
condicionamiento, las propiedades gratificantes de la droga (estimulo
incondicionado) se combinan con uno o mas estimulos contextuales neutros
(iluminacion, color de las paredes, textura del piso), que adquieren propiedades
gratificantes después de varias sesiones y se convierten en estimulos
condicionados (asociacion del contexto con la droga) (Sun et al., 2018). Finalmente,
en la fase de prueba o postcondicionamiento se obtiene un valor de la expresion del
CPS: si los animales (en un estado libre de drogas) pasan mas tiempo en el
compartimento asociado al farmaco, significa que el farmaco produce CPS (Aguilar,
Rodriguez-Arias & Mifiarro, 2008).

Para los experimentos, se utilizé una doble caja de condicionamiento de sitio con 3

compartimentos cada una (Figura 6).
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Figura 6. Caja de acrilico, empleada para realizar el modelo de Condicionamiento de
Preferencia de Sitio. Se muestra la vista desde afuera (a) y desde arriba (b). Se pueden apreciar
los compartimentos con caracteristicas distintas (A, B y C), interconectados por pequefas puertas
removibles (*).

Las caracteristicas de cada compartimento se explican en la tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de cada compartimento (A, B y C) de la caja de Preferencia de Sitio.

A B C
Medidas (cm) 30x23 5x23 30x23
Color de las paredes Negro Gris Blanco
Textura del piso Liso Liso Malla metalica
lluminacién (luxes) 0.8 18 102

Las ratas Wistar fueron alojadas en el bioterio cinco dias antes del
condicionamiento, para su correcta inversion del ciclo circadiano. Su transporte del
bioterio al cuarto de conducta se realiz6 con las cajas- habitacion cubiertas por una
lona negra que evitd el paso de luz al interior de las cajas-habitacion. Este
procedimiento se repitié para el transporte de regreso al bioterio. En los intermedios,
los animales permanecieron en la habitacion conductual oscura, con agua y comida

ad libitum.
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Se empled el procedimiento sesgado (biased), en el cual, el animal explora
libremente los compartimentos y elige permanecer en el compartimento donde
siente mayor seguridad. Como resultado, el compartimento menos preferido (C) fue
elegido para la administracion del farmaco (anfetaminas). Los animales sin

preferencia o con preferencia a otro compartimento fueron eliminados del estudio.

El tren experimental se llevo a cabo en 6 dias, divididos en 3 fases: prueba de
preferencia precondicionamiento, condicionamiento y prueba de preferencia

postcondicionamiento.

Fase de prueba preferencia precondicionamiento: El dia 1 cada animal fue colocado
en el compartimento central (B), permitiéndole explorar libremente la caja completa
durante 900 segundos. Para determinar su preferencia basal, se empleé el software
OMNIALVA®

Fase de condicionamiento: Las sesiones de condicionamiento se realizaron del dia
2 al dia 5. Consistieron en la administracion via intraperitoneal de vehiculo (solucién
salina al 0.9%) o sulfato de dl-anfetamina (0.5, 1, 2.5 mg/kg); inmediatamente
después se coloc6 al animal en uno de los compartimentos laterales de acuerdo con
el farmaco correspondiente (C- anfetamina / A- solucién salina). Los animales
permanecian en el compartimento durante 30 minutos. Las sesiones se efectuaron
2 veces al dia, alternando las sesiones anfetamina con solucion salina, con 6 horas

de separacién entre ellas, como se muestra en la Figura 7.
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ler
Condicionamiento 22

Grabacion Grabacion
| | | | | | |
I I I I I I I
Dia0 Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6

Hora / Dia 2 3 4 5

08:00 am CNP (C) - CP (A) — Solucion CNP (C) - CP (A) — Solucion

Anfetamina Salina Anfetamina Salina
14:00 pm  CP (A) — Solucién CNP (C) - CP (A) — Solucion CNP (C) -
Salina Anfetamina Salina Anfetamina

Figura 7. Disefio experimental. Se muestran los horarios y las condiciones de administracion de
anfetaminas. CNP= Compartimento No Preferido, CP = Compartimento preferido, C= Compartimento
“C” (claro), A= Compartimento “A” (oscuro).

Fase de prueba preferencia postcondicionamiento: El dia 6 los animales fueron
colocados nuevamente en el compartimento B, con acceso libre a toda la caja. Su
exploracion se grabd durante 900 segundos, determinando el compartimento

preferido después del condicionamiento.

Para los experimentos con los antibiéticos betalactamicos se utilizé el mismo disefio
experimental, administrando previamente Ceftriaxona o Cefalotina los dias de

condicionamiento, via intraperitoneal (una vez al dia, a las 8:00 am).

5.4 Grupos experimentales

Grupo Control (n=10): Se administr6 solucion salina en compartimentos Ay C.
Grupo Anfetamina 0.5 mg/kg (n=8): Se administro anfetaminas en compartimento C
y solucion salina en el A.

Grupo Anfetamina 1 mg/kg (n=8): Se administré anfetaminas en compartimento Cy
solucién salina en el A.

Grupo Anfetamina 2.5 mg/kg (n=8): Se administro anfetaminas en compartimento C

y solucion salina en el A.
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Grupo Ceftriaxona + Anfetamina 1 mg/kg (n=10): Se administré anfetaminas en
compartimento C y solucion salina en el A. La Ceftriaxona fue administrada a los
animales a las 08:00 hrs durante la fase de condicionamiento.

Grupo Cefalotina + Anfetamina 1 mg/kg (n=10): Se administr6 anfetaminas en
compartimento C y solucion salina en el A. La Cefalotina fue administrada a los

animales a las 08:00 hrs durante la fase de condicionamiento.

5.5 Andlisis estadistico de datos

Para el andlisis de la conducta se utilizo el programa OMNIALVA®
Para calcular el Condicionamiento de Preferencia de Sitio (CPS) se estimé la
diferencia de tiempo que paso el animal en cada compartimento antes y después

de las sesiones de condicionamiento. Se us6 la siguiente formula:

CPS: Tiempo total que pasan los animales en el compartimento no preferido
después del condicionamiento - Tiempo total que pasan los animales en el

compartimento no preferido antes del condicionamiento.

Se estimd la normalidad de la distribucién de los datos empleando la prueba de
D’Angostino & Pearson. Para la evaluacion estadistica se utilizd un ANOVA de una
via, seguido de una prueba post hoc (Tuckey), considerando p<0.05 como
significativo. Se utilizo el software GraphPad Prism 5 para los analisis estadisticos.
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6. RESULTADOS

Inicialmente se busco la estandarizacion del modelo de Preferencia de Sitio. Por lo
tanto, se probaron 3 dosis para elegir la indicada para emplear durante el resto del
experimento, con un grupo control salina (n=8) y anfetaminas en dosis de 0.5, 1y
2.5 mg/kg. El grupo control salina mostré una preferencia al compartimento A,
pasando en promedio -150.3 segundos (s), con un error estandar de 33.44 s. Las
tres dosis de anfetaminas utilizadas mostraron una preferencia al compartimento C
con promedio de 171.5 s para la dosis de 0.5 mg/kg (n=8), 182.6 s para la dosis de
1 mg/kg (n=8) y 108.4 s para la dosis de 2.5 mg/kg (n=8), con errores estandar de
47.4, 21.93 y 22.44 segundos, respectivamente. No se encontré diferencia
significativa entre ellas (Fig. 8).

Considerando el error estandar y el promedio de preferencia se decidio elegir la

dosis de 1 mg/kg para el resto del estudio.
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Figura 8. Estandarizacion del modelo de Condicionamiento de Preferencia de Sitio
con anfetaminas a dosis de 0.5, 1y 2.5 mg/kg. Se observa un aumento de la preferencia
de sitio (en segundos) condicionada a las diferentes dosis de anfetaminas respecto al grupo
control. N= 8. Las barras representan el promedio y las lineas verticales representan la
desviacion estandar. * p< 0.05
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Posteriormente, como se muestra en la Figura 9, la administracion i.p. de
ceftriaxona (200 mg/kg, n= 10) disminuyé de manera significativa el efecto
reforzante de la anfetamina, con un promedio de 192.9 s para anfetaminasy 4.9 s

para ceftriaxona.

Cuando se utilizé cefalotina (100 mg/kg, n=10) también se encontré una disminucién
significativa del efecto reforzante de las anfetaminas, con un promedio de 36 s. El

valor de p fue menor a 0.0001.
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Figura 9. La administracion de ceftriaxona (CTX) y de cefalotina (CEF) disminuye la
preferencia de sitio condicionada a anfetaminas en ratas.

La gréfica muestra el tiempo en segundos de la preferencia de sitio inducida por
anfetaminas (AMP) 1mg/kg comparado con los grupos de AMP con previa administracion
de dos betalactdmicos: ceftriaxona (CTX) y cefalotina (CEF). N= 10. *p<0.05
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Al analizar el efecto comparativo con el grupo control salina se encontraron
diferencias significativas respecto a los grupos de Anfetaminas (n=10), Ceftriaxona
(n=10) y Cefalotina (n=10). Por lo que la administracion de ceftriaxona y cefalotina
en adyuvancia con anfetaminas aminora la preferencia de sitio, pero no la elimina

por completo (Figura 10).
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Figura 10. Comparacion de preferencia de sitio en grupos que recibieron farmacos
Vs grupo control.

La grafica muestra el tiempo en segundos de la preferencia de sitio inducida por
anfetaminas (AMP) comparado con los grupos de AMP con previa administracion de dos
betalactdmicos: ceftriaxona (CTX) y cefalotina (CEF), asi como con el grupo control (SAL).
El condicionamiento con AMP aumenta la preferencia de sitio, mientras que la
administracién previa con CTX y CEF la disminuyen, sin embargo, comparandolos con el
grupo control (SAL) existe también diferencia significativa. N= 10. *p<0.05
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7. DISCUSION

El condicionamiento de preferencia de sitio (CPS) es un modelo ampliamente
utilizado para evaluar los efectos recompensantes de sustancias adictivas (Prus,
James & Rosecrans, 2009). Sin embargo, engloba muchas variables, cuya
modificacion puede alterar los resultados del estudio (Kaur, 2013). Por ejemplo, se
ha demostrado que la via de administracion modifica la respuesta del farmaco en el
organismo debido a la diferencia en las tasas de absorcion y metabolismo (Turner
at al. 2011).

La dosis del farmaco es una de las variables mas importantes. Algunas drogas como
la nicotina pueden producir recompensa o aversion dependiendo de la dosis
utilizada (Torres et al., 2008). Sin embargo, para las anfetaminas no hay una dosis
estandar, sino que se hacen estudios con dosis diferentes. Debido a esto, se
probaron tres dosis (0.5, 1 y 2.5 mg/kg) empleadas satisfactoriamente en estudios
anteriores (Yates et al., 2012; Burke, Watt & Forster, 2011; Latagliata et al., 2017).
De esta manera se determiné 1mg/kg como la dosis Optima para este estudio
(Figura 9).

Como se esperaba, en los grupos donde se administré un antibidtico betalactamico
previo al condicionamiento con anfetaminas, hubo una disminucién de la
preferencia, es decir, la ceftriaxona y la cefalotina mostraron eficacia para reducir la
motivacion de busqueda del psicoestimulante empleado (Figura 10). Esta evidencia
es consistente con datos precedentes que muestran que la ceftriaxona reduce los
efectos gratificantes de metanfetaminas en un modelo de preferencia de sitio
condicionado en ratas Sprague-Dawley (Abulseoud et al., 2012). Por su parte, la
cefalotina no habia sido probada anteriormente como agente neuroprotector en
modelos animales de adiccidn, siendo este el primer estudio que aporta informacion
referente a su capacidad para disminuir el reforzamiento en un modelo de

preferencia de sitio condicionada a anfetaminas.
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La expresion de la adiccion y el comportamiento relacionado con el abuso de
sustancias involucran una desregulacién de la neurotransmision glutamatérgica,
debido a la cantidad excesiva de glutamato en los circuitos de recompensa del
cerebro (D’Souza, 2015). Dicha alteracién ocurre en parte debido a una mayor
liberacion vesicular en el ndcleo accumbens a través de la inactivacion de los
receptores de glutamato metabotrépicos inhibidores presinapticos mGIuR2
(Marquez et al., 2016). También se ha demostrado que la expresién de la subunidad
catalitica de xC-, XCT, asi como el transportador GLT-1 se reducen en el NAc tras
el abuso de sustancias (Roberts-Wolfe & Kalivas, 2015).

El exceso de glutamato en el espacio sinaptico de manera cronica provoca la
activacion adicional de receptores glutamatérgicos sinapticos (AMPA, NMDA) y no
singpticos (GIuN2B, mGIuR5) (Marquez et al., 2016). Con un mayor ndmero de
receptores, la sinapsis se vuelve mas fuerte, generando un aumento en la sintesis
de factores de crecimiento, que estan involucrados en la formacién de nuevas
sinapsis, lo que permite la base de la plasticidad sinaptica (Jankowsky & Patterson,
1999). El proceso de potenciacion a largo plazo también incluye cambios en el
tamafo y la forma de las espinas dendriticas (Bourne & Harris, 2007; Nagerl et al.,
2007) Figura 11.

El mecanismo mas plausible de la capacidad de la ceftriaxona y la cefalotina para
reducir los efectos reforzantes de la anfetamina es la activacion de la expresion del
transportador GLT-1, que conduciria a la normalizacion de la difusién del glutamato
en el circuito de recompensa cerebral de los roedores (Kim et al., 2016). En el
estudio de Rothstein et al, 2005 se encontré que el antibibtico ceftriaxona, asi como
otras moléculas betalactamicas estimulan la expresion de los transportadores GLT-
1. Esta accién aparentemente es mediada por un aumento en la transcripcion del
gen GLT-1.
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Figura 11. Sistema glutamatérgico alterado tras el consumo crénico de estimulantes.

A) Principales neuroadaptaciones glutamatérgicas en regiones involucradas en el circuito de
recompensa cerebral. B) Esquema explicativo sobre los desencadenantes en la alteracion
glutamatérgica. Glu- Glutamato, PFC- Corteza Prefrontal, ES- Estriado, Nac- Nucleo Accumbens,
AMG- Amigdala, VTA- Area Ventral Tegmental, Hc- Hipocampo [Figura modificada de Marquez et
al., 2016].

La diferencia encontrada al comparar la preferencia de sitio de los grupos a los que
se les administr6 previamente CTX y CEF con el grupo control SAL (Figura 11)
indica que a pesar de que los betalactamicos disminuyen la preferencia a las

anfetaminas, no la eliminan completamente.

Es importante destacar que la cefalotina produce estos efectos a la mitad de la dosis
que el antibidtico betalactamico ceftriaxona. Este hecho apunta hacia el estudio de
cefalotina como una alternativa a ceftriaxona como tratamiento potencial para la

disminucién del reforzamiento inducido por farmacos adictivos.

En resumen, en nuestro estudio demostramos por primera ocasion que la cefalotina
tiene un efecto inhibidor del reforzamiento inducido por la administracion de
anfetaminas y que este efecto no tiene una diferencia significativa con aquel
mostrado con ceftriaxona. Este ultimo resultado puede deberse al hecho de que

tanto la cefalotina como la ceftriaxona poseen un anillo betalactamico, habiéndose
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encontrado en estudios previos que el mecanismo de CTX requiere la presencia de
un ndcleo central B-lactamico, ya que la expresion de GLT-1 no se ve reforzada por

otros antibidticos que carecen de esta caracteristica (Rothstein et al., 2015).

Si bien el efecto inhibidor de las conductas de preferencia a drogas podria estar
relacionado con el aumento de los transportadores GLT1 (Bechard et al., 2018),
existe la posibilidad de que también estuviera relacionada con la modulacion de
factores proinflamatorios como el TNF o antiinflamatorios como la IL 10 (Ochoa-
Aguilar et al., 2017).

8. CONCLUSIONES

o La dosis de 1 mg/kg de anfetamina es la mas adecuada para generar
recompensa en el modelo de Condicionamiento de Preferencia de Sitio en
ratas Wistar.

e« La administracibn de ceftriaxona disminuye la preferencia de sitio
condicionada a anfetaminas en ratas Wistar.

« La administracion de cefalotina disminuye la preferencia de sitio
condicionada a anfetaminas en ratas Wistar.

e La disminucion de la preferencia de sitio condicionada a anfetaminas

producida por ceftriaxona y cefalotina es parcial.
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9. PERSPECTIVAS A FUTURO

Para complementar los resultados obtenidos en este trabajo y conocer la interaccion
cefalotina-anfetamina a niveles neuroquimicos y moleculares, es necesario llevar a
cabo estudios que observen la expresion del transportador GLT-1 en el cerebro de

ratas que fueron tratadas con cefalotina.

Por otra parte, es importante investigar si las moléculas betalactamicas también
alteran sistemas no glutamatérgicos, como el dopaminérgico y el GABAérgico, para

regular los comportamientos inducidos por las anfetaminas.

Finalmente, estudios futuros podran determinar si otros farmacos betalactamicos
gue no hayan sido probados reducen los efectos gratificantes de anfetaminas u
otras sustancias adictivas en modelos conductuales, asi como su actividad

molecular y neuroquimica.
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10. ANEXO

Mecanismo de accion de los betalactamicos

La pared celular es una estructura que envuelve a la mayoria de las células
bacterianas y actia como una capa protectora contra las variaciones de presion
osma@tica interna. Estd compuesta principalmente por una proteina llamada
peptidoglucano (PG), que forma una malla gruesa en bacterias grampositivas y
delgada en organismos gramnegativos. Esta malla de peptidoglicano consta de
moléculas de acido N-acetiimuramico (NAM) y N-acetilglucosamina (NAG)

reticulados mediante enlaces peptidicos (Cho, Uehara & Bernhardt, 2014).

Los componentes del peptidoglicano se sintetizan en el citoplasma y son
transportados a través de la membrana citoplasmica al espacio periplasmico, donde
NAM y NAG se ensamblan como pentapéptido. La Ultima fase de la sintesis de la
pared bacteriana consiste en la formacién de tetrapéptidos a partir de los
pentapéptidos mediante la pérdida de uno de los aminoacidos terminales, en un
proceso conocido como transpeptidacion, a través de la accion de un grupo de
enzimas llamadas proteinas de unién a penicilina (PBP, por sus siglas en inglés)
(Ochoa-Aguilar et al., 2016).

El anillo betalactdmico presenta una similitud estructural con la region del
pentapéptido al que se unen estas enzimas, por lo que es capaz de unirse a ellas

de forma covalente e impedir asi la formacion de la pared celular (Figura 12).

Sin la pared, la bacteria queda expuesta al medio y muere debido a cambios en la
presion oncotica. Por tanto, para que actuen los betalactamicos, es preciso que la
bacteria se halle en fase de multiplicacion, ya que éste es el momento en que se
sintetiza la pared celular. Los betalactamicos también actian activando una
autolisina bacteriana enddgena que destruye el peptidoglucano (Marin & Gudiol,
2003; Suéarez & Gudiol, 2009).
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Figura 12. Formacion de la pared celular y accion de los betalactamicos. El proceso de formacion
de la pared celular se puede dividir en cuatro pasos: 1) Se sintetizan las cadenas de glucanos N-acetil
glucosamina (NAG) y el Acido N-acetil muramico (NAM) y se transportan fuera de la membrana
celular. 2) NAG y NAM se disponen formando una cadena de pentapéptidos. 3a) Una proteina de
union a penicilina (PBP) cataliza la polimerizacion de la cadena de pentapéptidos formada
previamente, 4a) formando finalmente la pared celular bacteriana. Sin embargo, en presencia de
un antibiético betalactdamico 3b), la PBP se une preferentemente al anillo de betalactama,
blogueando asi su accidn en el pentapéptido que finalmente 4b) bloquea la formacion de la pared
celular, provocando la muerte de la bacteria [Modificada de Ochoa-Aguilar et al., 2016].
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