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Resumen

Titulo: Evaluacion del efecto protector del cannabidiol contra la neuropatia periférica inducida
por levofloxacina*

Autor: Lizeth Carolina Vargas Nunez**

Palabras Clave: Neuropatia periférica, levofloxacina, cannabidiol, estrés oxidante, pruebas
nociceptivas

Descripcion:

La levofloxacina, antimicrobiano del grupo de las fluoroquinolonas, es ampliamente utilizada en
el tratamiento de infecciones respiratorias, urinarias y gastrointestinales. Sin embargo, ha sido
asociada con efectos adversos severos como la neuropatia periférica, caracterizada por dolor,
entumecimiento y pérdida de reflejos. A pesar de la evidencia clinica, sus mecanismos
neurotoxicos aun no estan claramente definidos y existen pocas estrategias terapéuticas
disponibles. En este trabajo se desarroll6 y validé un modelo preclinico de neuropatia periférica
inducida por levofloxacina en ratas Wistar, mediante la administracion oral de 125 mg/kg/dia
durante siete dias. Las alteraciones nociceptivas fueron evaluadas mediante pruebas de presion en
pata, cola y placa caliente, evidencidndose en el grupo tratado con levofloxacina un aumento en la
sensibilidad a estimulos mecanicos y una reduccion en el tiempo de latencia frente al estimulo
térmico. Posteriormente, se evalu6 el efecto protector del cannabidiol (CBD), un compuesto con
propiedades antioxidantes y neuroprotectoras, administrado intraperitonealmente en dosis de 0.3,
3 y 30 mg/kg/dia. Los resultados mostraron que el tratamiento combinado con CBD logr6 una
recuperacion parcial de los umbrales nociceptivos, especialmente a dosis altas. Asimismo, se
evaluaron parametros bioquimicos y hematoldgicos, sin hallazgos significativos en su mayoria.

La evaluacion de estrés oxidante en homogenados de nervio ciatico incluy6 la medicién de
peroxidacion lipidica (4-HNE), niveles de glutation (GSH), y actividades enzimaticas de catalasa
y superdxido dismutasa, donde no se encontraron diferencias significativas entre los grupos y el
analisis histoldgico no evidenci6 cambios estructurales en el nervio cidtico.

Este estudio constituye una contribucion pionera al establecer un modelo experimental confiable
de neuropatia inducida por fluoroquinolonas y sugiere el potencial del CBD por su efecto
antinociceptivo frente al dolor neuropatico. Sus implicaciones son relevantes tanto para la
investigacion biomédica como para el desarrollo de nuevas terapias con cannabinoides en
contextos clinicos.

* Trabajo de Grado
** Facultad de Salud. Escuela de Medicina. Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas. Director: Mario
Negrette Guzman, PhD. Codirector: Diego Rincon Castillo, MSc.
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Abstract

Title: Evaluation of the protective effect of cannabidiol against levofloxacin-induced peripheral
neuropathy *

Author(s): Lizeth Carolina Vargas Nunez **

Key Words: Peripheral neuropathy, levofloxacin, cannabidiol, oxidative stress, nociceptive tests

Description:

Levofloxacin, an antimicrobial agent from the fluoroquinolone class, is widely used in the
treatment of respiratory, urinary, and gastrointestinal infections. However, it has been associated
with severe adverse effects such as peripheral neuropathy, characterized by pain, numbness, and
loss of reflexes. Despite clinical evidence, its neurotoxic mechanisms remain poorly understood,
and few therapeutic strategies are currently available. In this study, a preclinical model of
levofloxacin-induced peripheral neuropathy was developed and validated in Wistar rats through
oral administration of 125 mg/kg/day for seven consecutive days. Nociceptive alterations were
assessed using paw pressure, tail pressure, and hot plate tests, revealing increased sensitivity to
mechanical stimuli and reduced latency to thermal stimuli in the levofloxacin-treated group.
Subsequently, the potential protective effect of cannabidiol (CBD), a compound with antioxidant
and neuroprotective properties, was evaluated via intraperitoneal administration at doses of 0.3, 3,
and 30 mg/kg/day. Results indicated that combined treatment with CBD led to partial recovery of
nociceptive thresholds, particularly at higher doses. Additionally, biochemical and hematological
parameters were assessed, showing no significant differences.

Oxidative stress was evaluated in sciatic nerve homogenates by measuring lipid peroxidation (4-
HNE), glutathione (GSH) levels, and the enzymatic activities of catalase and superoxide
dismutase, with no significant differences observed between groups. Histological analysis also
revealed no structural changes in the sciatic nerve.

This study constitutes a pioneering contribution by establishing a reliable experimental model of
fluoroquinolone-induced neuropathy and suggests the potential of CBD due to its antinociceptive
effect against neuropathic pain. Its implications are relevant both for biomedical research and for
the development of new cannabinoid-based therapies in clinical contexts.

* Degree Work
** Faculty of Health. School of Medicine. Master’'s Program in Biomedical Basic Sciences. Advisor: Mario
Negrette Guzman, PhD. Co-advisor: Diego Rincén Castillo, MSc.
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Introduccion

La levofloxacina es un antimicrobiano perteneciente al grupo de las fluoroquinolonas,
ampliamente utilizado a nivel mundial para el tratamiento de infecciones respiratorias, urinarias y
gastrointestinales (Rossi & Sternon, 2001; King et al., 2000). En Colombia, su uso se ha extendido
incluso a patologias en las que no cuenta con indicacion formal, lo cual incrementa el riesgo de
aparicion de eventos adversos no previstos (Machado-Duque et al., 2020). La evidencia clinica ha
documentado que las fluoroquinolonas pueden inducir efectos secundarios multisistémicos,
persistentes y debilitantes, con impacto sobre los sistemas nervioso, musculoesquelético (Golomb,
Koslik & Redd, 2015; Marchant, 2018) ¢ incluso endocrino (Chou et al., 2013). Particularmente,
su uso oral se ha vinculado con un riesgo elevado de neuropatia periférica, caracterizada por
sintomas como dolor, hormigueo, entumecimiento, pérdida sensorial y debilidad (Fish, 2001; Staff
& Dyck, 2019), siendo la levofloxacina una de las fluoroquinolonas mads frecuentemente
implicadas en estos eventos (Cohen, 2001; Ali, 2014; Etminan, Brophy & Samii, 2014).

A pesar del creciente nimero de reportes clinicos que asocian a este antibidtico con
neurotoxicidad periférica, no existe un modelo experimental preclinico validado que permita
estudiar de forma sistematica dicha afeccion. Esto limita el desarrollo de estrategias terapéuticas
eficaces para su prevencion o tratamiento. Estudios con otros firmacos neurotdxicos han implicado
al estrés oxidante, la disfuncion mitocondrial y la apoptosis neuronal como posibles mecanismos
comunes de dafio (Mir et al., 2009; Kim et al., 2018), los cuales podrian también estar presentes
en la neuropatia inducida por fluoroquinolonas (Dukewich et al., 2017; Ghavanini, 2017; Morales

et a., 2019). En este contexto, el presente estudio adquiere relevancia tedrica y metodologica al
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proponer el disefio y validacion de un modelo animal de neuropatia periférica inducida por
levofloxacina, lo que permite explorar los mecanismos patolégicos involucrados, incluyendo el
desequilibrio redox en el tejido nervioso periférico.

Con base en la evidencia preclinica y clinica disponible, se planteé ademas el uso del
cannabidiol (CBD) como una posible estrategia terapéutica para contrarrestar los efectos
neurotoxicos de la levofloxacina. Diversos estudios han documentado sus propiedades
antinociceptivas (Bridgeman & Abazia, 2017; Lotsch, Weyer-Menkhoff & Tegeder, 2018), asi
como su capacidad para promover la regeneracion axonal, la remielinizacion, y la proteccion
contra el dafio mitocondrial y el estrés oxidante (Pazos et al., 2012; Erukainure et al., 2020;
Khaksar et al., 2022). A partir de ello, se planted la hipotesis de que el CBD podria ejercer un
efecto protector en el nervio periférico, mediado por la modulacion del estado redox celular y la
prevencion del dafio estructural neuronal. Esta aproximacion experimental, ademds de innovadora,

permite vincular de manera directa hallazgos moleculares con posibles aplicaciones terapéuticas.

De esta forma, se formul6 la siguiente pregunta de investigacion: ;Cual es el efecto del
cannabidiol (CBD) sobre la neuropatia periférica inducida por la levofloxacina en un modelo
experimental en ratas? Para responderla, se disefid un protocolo experimental que integr6 la
induccion de neuropatia por levofloxacina, la evaluacion funcional mediante pruebas nociceptivas
térmicas y mecanicas, y el andlisis bioquimico y morfoldgico del tejido nervioso. A través de este
enfoque, se buscd no solo validar un modelo de neuropatia farmacoldgica, sino también aportar
evidencia sobre el posible uso del CBD como agente terapéutico neuroprotector en escenarios de

dafo inducido por antibidticos.
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Finalmente, este trabajo de investigacion se justifica por su impacto potencial en el dmbito
clinico y social. Desde una perspectiva médica, los hallazgos podrian orientar el desarrollo de
nuevas estrategias para mitigar los efectos secundarios de tratamientos antibidticos frecuentes,
mejorando asi la calidad de vida de los pacientes. Desde el punto de vista econémico y regulatorio,
este estudio contribuye a fortalecer la base cientifica para el uso terapéutico del cannabidiol en
Colombia, un pais donde su acceso legal es limitado y la produccion local apenas comienza a
consolidarse (Ledezma-Morales, Rodriguez & Amariles, 2020; Orjuela-Rojas, Garcia Orjuela &
Ocampo Serna, 2021). Asi, esta investigacion no solo responde a una necesidad biomédica
concreta, sino que también se proyecta como una herramienta para fomentar la innovacion

terapéutica y el desarrollo de la industria de cannabinoides medicinales en el pais.

1. Marco tedrico

1.1.  Neuropatia periférica inducida por farmacos

La neuropatia periférica se define como un conjunto de enfermedades que presentan
afectacion del nervio periférico y pueden manifestarse por sensacion de hormigueo,
adormecimiento, quemadura, dolor, hipersensibilidad, entre otros sintomas y signos que pueden
ser leves o incapacitantes, y durar desde dias hasta afios (Fernandez & Garcia, 2003). Pueden
clasificarse en tres grandes grupos segin la cantidad de miembros comprometidos:
mononeuropatias simples y multiples, y polineuropatias distales (Kraychete & Sakata, 2011).

Las causas de las neuropatias son multiples, dentro de las cudles se pueden encontrar
lesiones fisicas, enfermedades autoinmunes, tumores, infecciones, desérdenes hormonales, y por

exposicion a ciertas toxinas y fairmacos (Hammi & Yeung, 2023). Se ha encontrado que los



16
CBD EN NEUROPATIA PERIFERICA POR LEVOFLOXACINA

farmacos que estan mayormente asociados con las neuropatias son agentes quimioterapéuticos y
antibioticos (Manji, 2013). Sus sintomas, que son mas sensoriales que motores, incluyen sensacion
reducida y sensibilidad aumentada a la presion, el dolor, la temperatura y el tacto (Desforges et al.,

2022).

1.2. Estrés oxidante

El estrés oxidante se define como una condicion resultante del desequilibrio entre la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y la capacidad del sistema antioxidante celular
para neutralizarlas y reparar el dafio inducido (Diaz-Hung & Fraguela, 2014; Pruchniak, Arazna
& Demkow, 2015; Voronkova et al., 2018). Este sistema antioxidante comprende componentes
enzimaticos, como la superdxido dismutasa (Wang et al., 2018), la catalasa (Galasso et al., 2021),
las glutation peroxidasas y reductasas (Ighodaro & Akinloye, 2018), asi como mecanismos no
enzimaticos, entre los que se incluyen el glutation reducido (GSH), la vitamina C, entre otros
(Birben et al., 2012; Al-Dalaen & Al-Qtaitat, 2014) (Figura 1). Las ERO, en niveles fisioldgicos,
actian como segundos mensajeros en vias de sefalizacion celular que regulan procesos como
proliferacion, diferenciacion y apoptosis (Sharma et al. 2015). Ademas, participan en la defensa
inmunitaria mediante la activacion de fagocitos y contribuyen a la modulaciéon redox y
vasodilatacion. Su homeostasis es esencial para funciones celulares normales y respuestas
inflamatorias controladas (Singh & Kaur, 2012; Vara & Pula, 2014). Por otra parte, las ERO son
altamente reactivas causando peroxidacion de lipidos, inactivacion de proteinas y fragmentacion
del ADN (Halliwell & Gutteridge, 2015), lo que conduce a cambios celulares estructurales y

funcionales generando dafio oxidante, necrosis y apoptosis celular (Unal-Cevik et al., 2004).
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Figura 1. Fuentes, regulacion y efectos bioldgicos de las especies reactivas de oxigeno. Imagen

adaptada de Glasauer & Chandel, 2014.

1.3. Levofloxacina

La levofloxacina es una fluoroquinolona similar a la norfloxacina y ciprofloxacina. A

diferencia de las quinolonas previas, la levofloxacina presenta una permeabilidad celular y lipofilia

(Aridoss et al., 2009) que hace que su espectro antibacteriano incluya un buen niimero de bacterias

Gram positivas y negativas. Lo anterior la hace altamente efectiva y, por tanto, prescrita (Anderson

& Perry, 2008; Terradas et al., 2011; Ortiz, 2012).
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Figura 2. Mecanismo de accion de levofloxacina. Imagen adaptada de Rusu et al., 2021.

El mecanismo de accion de este antibidtico se basa en promover la rotura de las hebras de
ADN al inhibir la ADN girasa en organismos susceptibles, lo que inhibe la relajacion del ADN

superenrollado (Podder & Sadiq, 2023). La levofloxacina interactia con el complejo de ADN

18

unido a la ADN girasa o topoisomerasa [V, creando cambios conformacionales que resultan en la

inhibicion de la actividad enzimatica normal. Como resultado, el nuevo complejo firmaco-enzima-
ADN bloquea la progresion de la horquilla de replicacion, lo que inhibe la sintesis normal de ADN

bacteriano y, en ultima instancia, produce una muerte celular bacteriana rapida (Figura 2) (Marians

& Hiasa, 1997; Kampranis & Maxwell, 1998; Aboubakr & Soliman, 2014).
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En cuanto a su toxicidad, se ha descubierto que la mayoria de las fluoroquinolonas tienen
efectos perjudiciales en los 6rganos vitales (Giirbay et al., 2001), pues generan ERO que causan
estrés oxidante y dafio en las células del higado y rifiones (Afolabi & Oyewo, 2014).
Especificamente, la toxicidad de la levofloxacina en el higado, provoca deterioro mitocondrial y
peroxidacion lipidica en las membranas (Hincal & Taskin, 1995), asi como alteraciones en el
estado de equilibrio redox del glutation (GSH) (Podder & Sadiq 2023). En cuanto a los efectos
renales de las fluoroquinolonas, pueden incluir necrosis tubular aguda e insuficiencia renal aguda
(Ramalakshmi, Bastacky, & Johnson, 2003).

Si bien con la levofloxacina se puede tratar neumonia, infecciones de piel, sinusitis
bacteriana cronica, profilaxis del antrax, infecciones del tracto urinario y otros tipos de infecciones
(Podder & Sadiq; 2023), su uso puede causar efectos secundarios tales como: fotosensibilidad,
nauseas, cefalea, ruptura de tendon, hiperglicemia, hipoglicemia, convulsiones y neuropatia
periférica (Fish, 2001; Marchant, 2018; Staff & Dyck, 2019). En muchos de estos casos, los
mecanismos moleculares y celulares de esta toxicidad se conocen de manera pobre o nula.

Debido a su mecanismo de inhibicion de la topoisomerasa II en humanos, se plantea que
esta enzima puede estar involucrada en la mediacion de los eventos adversos asociados con las
quinolonas, no obstante, en investigaciones realizadas, no hay evidencia suficiente que soporte
esta idea (Fief et al., 2019). Pese a lo anterior, la toxicidad de las fluoroquinolonas, podria estar
asociada al aumento de las ERO y una disminucién de la expresion de proteinas mitocondriales
(Nadanaciva et al., 2010; Kalghatgi et al., 2013), y la disfuncién mitocondrial implicada en algunos
eventos adversos podria explicarse por interacciones entre las fluoroquinolonas y la topoisomerasa

humana Ila o IIf en las mitocondrias (Hangas et al., 2018).
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1.4. Cannabinoides

Inicialmente, los cannabinoides fueron considerados uno de los mas tipicos compuestos
del tipo C21, caracterizados por presentar una estructura con 21 atomos de carbono y estar
presentes en la Cannabis sativa; sin embargo, actualmente su definicion se basa en su estructura
quimicay en la farmacologia, englobando otros compuestos con formas parecidas que actlien sobre
los receptores cannabinoides (Grotenhermen, 2006).

Existen dos rutas candnicas antinociceptivas principales de los cannabinoides que se
fundamentan en la activacion de los receptores CB1 y CB2 (Bie et al., 2018; Shahbazi et al., 2020)
(Figura 3). En la primera ruta, se presenta la inhibicion de la liberacion de glutamato de neuronas
nociceptivas y regiones asociadas al dolor. La segunda ruta se fundamenta en la liberacion de
opioides endogenos que reducen la activacion de la nocicepcion (Pisanti et al., 2017; Lotsch,
Weyer-Menkhoff, & Tegeder, 2018). Los cannabinoides ya son utilizados en tratamientos para las

neuropatias (Notcutt et al., 1997; Karst et al., 2003; Berman, Symonds, & Birch 2004).
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Anandamida inhibe la liberaciéon posterior del

(endocanabinoide) neurotransmisor excitatorio,
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Figura 3. Modulacién sinaptica mediada por CBD via CB.. Imagen adaptada de Ryerson, 2022.
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Estudios clinicos sugieren que los extractos de C. sativa, en especial aquellos que contienen
CBD, pueden ser eficaces en el tratamiento del dolor neuropatico, la espasticidad y otros sintomas
asociados a la esclerosis multiple (Duran-Delmas & Capella- Hereu, 2004). Hay evidencia de que
los cannabinoides pueden favorecer la remielinizaciéon y, por tanto, la regeneraciéon axonal
(Nagarkatti et al., 2009; Grotenhermen & Miiller-Vahl, 2012; Rodrigues et al., 2019) y que
mejoran el estatus redox neuronal en varios modelos en algunos casos exhibiendo proteccion
mitocondrial, propiedades antioxidantes y antiapoptoticas (Erukainure et al., 2020; Raja et al.,
2020; Pereira et al., 2021; Salimi et al., 2022; Khaksar et al., 2022).

Las propiedades antioxidantes del CBD pueden estar relacionadas a su estructura quimica.
Los grupos hidroxilo y los dobles enlaces presentes en el CBD contribuyen a aumentar su
capacidad para donar un electrén, haciendo que este canabinoide sea una poderosa molécula
antioxidante (Figura 3). Ademads, podria reducir la toxicidad del peréxido en las neuronas
estimuladas con glutamato (Hampson et al., 2000; Borges et al., 2013).

En cuanto a su mecanismo de accion, se ha demostrado que el CBD altera la sefializacion
y estados de actividad de la dopamina en el cerebro, neurotrasmisor involucrado en la sensacion
de relajacion (Bhattacharyya et al., 2010; Hudson, Rushlow & Laviolette, 2018). Ademas, es un
modulador alostérico positivo de los receptores opioides p y 3, que participan en la regulacion del
dolor, lo que sugiere la participacion de estos receptores en su efecto antinociceptivo (Kathmann
et al., 2006). Mas especificamente, el CBD atentia la alodinia tactil y la hiperalgesia térmica (Toth
et al., 2010).

Se ha observado que la mayoria de los efectos contra el dolor neuropatico asociados a este

canabinoide estan mediados a través de sus propiedades agonistas en los receptores de serotonina
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5-HTa, canales TRPV y canales de glicina (Bisogno et al., 2001; Russo et al., 2005; Xiong et al.,
2014; Almeida & Devi 2020), asi como, el bloqueo de los canales de Ca*™ activados por bajo
voltaje y es modulador de la actividad de FAAH (hidrolasa de amidas de acidos grasos), las cuales
son vias responsables de la percepcion del dolor, sinapsis y excitabilidad neuronal (Massi et al.,
2008; Aragona et al., 2009). Esta interaccion simultdnea sobre estas vias implicadas contribuye a
su perfil antinociceptivo y neuroprotector, posicionando al CBD como un candidato de interés en

el abordaje de patologias asociadas al dolor crénico (Pisanti et al., 2017; Almeida & Devi 2020).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo General
Evaluar el efecto protector del CBD contra la neuropatia periférica inducida por el

antimicrobiano levofloxacina en un modelo experimental en ratas Wistar.

2.2. Objetivos Especificos
Establecer un modelo experimental preclinico para el estudio de la neuropatia periférica
inducida por levofloxacina en ratas Wistar.
Evaluar el efecto protector del CBD contra las alteraciones sensoriales inducidas por el
antimicrobiano levofloxacina en ratas Wistar.
Describir el papel del estrés oxidativo como mecanismo mediador de la neurotoxicidad
periférica inducidos por la levofloxacina en ratas Wistar y la proteccion asociada a la combinacion

con el CBD.

3. Metodologia de la investigacion

Se emplearon 52 ratas Wistar (Rattus norvegicus) machos con un peso inicial de 180+10 g
y una edad comprendida entre seis y siete semanas. Los animales se usaron y se alojaron en el
Bioterio de la Facultad de Salud de la Universidad Industrial de Santander, ubicado en el Parque
Tecnoldgico Guatiguara. Dicho bioterio fue adecuado seglin lo dispuesto en la ley 84 de 1989, el

titulo V de la resolucion 8430 de 1993 y siguiendo los lineamientos de la Guia para el cuidado y
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uso de animales de laboratorio de la Academia Nacional de Ciencias de los Estados Unidos
(National Academies Press (US), 2011). Los protocolos ejecutados se sometieron a evaluacion,
obteniendo la aprobacion por parte del Comité de Etica en Investigacion Cientifica (CEINCI) de
la UIS el 15 de marzo del 2024 en el acta Acta N° 08, asi como su seguimiento, de acuerdo con lo
dispuesto en el articulo 26 de la ley 84 de 1989.

Las diferentes fases del trabajo de investigacion se detallan en la Figura 4.
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relacionados S 1,2,3
[ Fase I 3m
Max. 14 dias
T LEV= Adm. oral diaria.
S
< LEV= Adm. oral 125 mg/Kg/dia - Méx 14 dias. Fase II1 3m
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Figura 4. Fases del trabajo de investigacion. Cada fase tuvo una duracion especifica expresada en
meses (m). Las pruebas nociceptivas fueron tomadas diariamente a lo largo del tratamiento. En la
fase 1, fueron tomadas a partir del dia 4 de tratamiento. Tamafo total muestra (N), tamafio muestral
(n), administracion intraperitoneal (i.p.), grupos experimentales (GE), control (CT), levofloxacina

(LEV), CBD (cannabidiol), levofloxacina+CBD (LEV+CBD)
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3.1. Establecimiento del modelo experimental animal

Se establecid un esquema de administracion disefiado para asegurar la induccién de
toxicidad y que al mismo tiempo resultara representativo en un contexto clinico (Kashida & Kato,
1997). Se utilizé una dosis de levofloxacina de 125 mg/kg/dia por via oral durante un periodo de
5 a 14 dias, equivalente a la empleada en humanos (20 mg/kg/dia durante 5-14 dias en el

tratamiento de neumonia adquirida en la comunidad) (Lynch II1, File Jr & Zhanel, 2006).

En esta primera fase se trabajo con ratas Wistar macho (Rattus norvegicus), distribuidas en
dos grupos experimentales (n=8 por grupo, N=16): El grupo Control (CT) se administro con el
vehiculo de la levofloxacina (solucidn salina isotonica, SSI) por via oral, mientras que al grupo
Levofloxacina (LEV) se le administré levofloxacina (500 mg, comprimidos; Laboratorios Laproff
S.A., Colombia) también por via oral. La administraciéon del tratamiento se realizd mediante
gavage gastrico. Para ello, los animales fueron sujetados con cuidado, inmovilizando suavemente
el cuerpo y la cabeza con el fin de reducir el riesgo de movimientos bruscos. Posteriormente, se
introdujo una sonda metalica curva y roma acoplada a una jeringa, la cual se desliz6 con precaucion
a través de la cavidad oral hasta alcanzar el estdbmago. Una vez en posicion, se administrd el

volumen previamente calculado de la solucion, retirando la sonda lentamente al finalizar.

La evaluacion de los umbrales nociceptivos se inici6 a partir del cuarto dia de tratamiento
y se realizd mediante pruebas comportamentales sensoriales de presion en pata, presion en cola y
placa caliente (Kim et al., 2018). Para ello se emplearon los equipos Randall-Selitto PANLAB
modelo LE7306 y Hot Plate PANLAB modelo LE7406 (Panlab, S.L.U., Barcelona, Espana). En

el ensayo de placa caliente, los animales fueron expuestos a una superficie con temperatura
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controlada (50-52 °C) y se registro el tiempo de latencia hasta la respuesta nociceptiva. En la
prueba de presion en cola y presion en pata se aplicd una fuerza creciente y controlada, registrando
la latencia hasta la respuesta (Carter & Shieh, 2015). Para garantizar el bienestar animal, se
establecieron valores maximos de corte: 180 g de presion en pata, 50 °C y 60 s en placa caliente,
y 10 s en la prueba de presion en cola (Carter & Shieh, 2015). Las mediciones se realizaron por
triplicado, con intervalos de 10 minutos entre cada réplica, y se expresaron los datos como el valor
de la media + DE. Todas las sesiones fueron grabadas en video con el fin de validar posteriormente
la exactitud de los registros. El esquema de administracion y las evaluaciones descritas en la Figura
4 permitieron establecer el nimero de dias en los que se observaron disminuciones significativas

en los umbrales nociceptivos, confirmando el establecimiento del modelo experimental.

Las ratas se eutanasiaron anestesiando de manera profunda con Ketamina (90 mg/Kg) +
Xilacina (15 mg/Kg) via intraperitoneal (ip) y posterior sangrado por la auricula derecha. Se
recolectd la sangre mediante puncion cardiaca en el ventriculo izquierdo, utilizando aguja y jeringa
bajo condiciones de anestesia profunda con el fin de realizar hemogramas y determinar los
marcadores de dano de la funcidon renal mediante el analisis de la creatinina en plasma y la
determinacion del nitrogeno ureico en sangre (BUN). Ademas, se realiz6 la determinacion de daio
hepatico, mediante la determinacion de aspartato aminotransferasa (AST), alanina
aminotransferasa (ALT) y fosfatasa alcalina (ALP), mediante el uso de kits Labtest Diagnostica

S.A, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil.
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3.1.1. Determinacion de l1a AST y ALT de modo cinético

La actividad enzimdtica de AST y ALT e determind mediante un ensayo cinético
espectrofotométrico, basado en la disminucidn de la absorbancia a 340 nm, atribuida a la oxidacion
del NADH. Se emplearon reactivos comerciales provistos en kit de Labtest Diagnostica S.A,
Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil , los cuales contenian los componentes necesarios para cada
determinacion.

Para la medicion de AST, se utilizaron 4 ml del Reactivo 1, compuesto por tampon Tris
105 mmol/L, L-aspartato 330 mmol/L, malato deshidrogenasa (MDH) >825 U/L, lactato
deshidrogenasa (LDH) >1200 U/L y azida sédica 0,095%, y 1 ml del Reactivo 2, que contenia
tampon Tris 20 mmol/L, NADH 1320 umol/L, a-cetoglutarato 66 mmol/L y azida sodica 0,095%.
Para la medicion de ALT, también se utilizaron 4 mL del Reactivo 1 y 1 ml del Reactivo 2, pero
con distinta composicion. El Reactivo 1 contenia tampon Tris 132,5 mmol/L, L-alanina 687,5
mmol/L, LDH >2300 U/L y azida sodica 0,095%, mientras que el Reactivo 2 incluia tampoén Tris
20 mmol/L, NADH 1320 pumol/L, a-cetoglutarato 82,5 mmol/L y azida sddica 0,095%.
A cada pozo se agrego6 200 pl de la solucion previamente preparada y 20 pl de muestra. Se incub6
la placa a 37 °C durante 1 minuto. Se registrd la absorbancia inicial (A1) a una longitud de onda
de 340 nm y transcurridos 2 minutos, se registroé nuevamente la absorbancia (A»).
Los calculos de la medicion se realizaron utilizando la formula:

AA/minuto Muestra = (A1l - A2)/2 * 1746

3.1.2. Determinacion de Creatina Quinasa (CK-MB)
La actividad de la creatina quinasa (CK) se cuantific6 mediante un ensayo cinético

espectrofotométrico utilizando kits comerciales de Labtest Diagndstica S.A, Lagoa Santa, Minas
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Gerais, Brasil. Para la medicion, se emplearon 4 ml de Reactivo 1 (Tris 105 mmol/L, L-aspartato
330 mmol/L, MDH >825 U/L, LDH >1200 U/L, azida sodica 0,095%) y 1 ml de Reactivo 2 (Tris
20 mmol/L, NADH 1320 umol/L, a-cetoglutarato 66 mmol/L, azida sodica 0,095%). Se afiadieron
200 pl de la mezcla y 10 pl de muestra a cada pozo, incubandose a 37°C durante 5 minutos,
registrandose dos absorbancias a 340 nm con un intervalo cinético de 5 min. Los resultados se

calcularon con la formula:

Actividad de la CK-MB (U/L) = AA muestra /AA calibrador * 79 U/L

3.1.3. Determinacion de Nitrogeno ureico en sangre

La medicién de nitrogeno ureico se llevd a cabo mediante la preparacion de una mezcla de
cuatro partes de Reactivo 1, el cual contenia tampon 20 mmol/L (pH 10,0), 2-cetoglutarato 16
mmol/L, NADH 300 umol/L, azida sodica 30,8 mmol/L, con una parte de Reactivo 2, compuesto
por tampdn 380 mmol/L (pH 8,0), ureasa 50,000 U/L, GLDH 3750 U/L, azida sédica 14,6 mmol/L.
Se anadieron 200 pl de la mezcla y 2 pl de muestra a cada pozo, incubandose a 37°C durante 1
minuto, registrandose dos absorbancias a 340 nm con un intervalo cinético de 1 min.
Los resultados de la medicion fueron obtenidos mediante el uso de la siguiente formula:

Urea (mg/dL) = AA muestra /AA estandar * 70

3.1.4. Determinacion de fosfatasa alcalina en modo cinético

La medicidn se realizdo mediante la preparacion de una mezcla compuesta por cuatro partes
de Reactivo 1, que contenia tampoén a pH 10,4, HEDTA 2,0 mmol/L, sulfato de zinc 1,2 mmol/L,
acetato de magnesio 2,5 mmol/L y azida s6dica 8§ mmol/L, y una parte de Reactivo 2, compuesto

por p-Nitrofenilfosfato 60 mmol/L y fenol 50 mmol/L. A cada pozo se afiadieron 200 pl de la
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mezcla y 2 pl de muestra, incubando a 37°C durante 1 min. Posteriormente, se registraron dos
absorbancias a 405 nm con un intervalo cinético de 2 min. Los resultados se calcularon utilizando
la formula:

AA Test= (Al - A2)/2 * 2764

3.1.5. Determinacion de creatinina K

Para la medicion de creatinina K, se prepard una mezcla utilizando 4 ml de Reactivo 1
(Hidroxido de sodio 200 mmol/L) y 1 ml de Reactivo 2 (Acido picrico 22,2 mmol/L). A cada pozo
se afiadieron 200 pl de la solucion preparada y 20 pl de muestra, incubandose a 37°C durante 30
s. Posteriormente, se registraron dos absorbancias a 510 nm con un intervalo cinético de 1 min.
Los resultados de la medicion se determinaron utilizando la siguiente formula:

Creatinina = AA muestra /AA estandar * 4 mg/dL

3.2.  Evaluacion del efecto del CBD contra alteraciones inducidas por levofloxacina
Después de haber establecido el modelo de neurotoxicidad periférica inducida por
levofloxacina, se incorporaron los tratamientos con CBD (Biominerales Pharma, S.A.S). Se
propuso un esquema de administracion conformado por 6 grupos experimentales, cada uno con
n=6 animales. Al primer grupo, denominado control (CT), se administré SSI oral como vehiculo
de la levofloxacina de acuerdo con el esquema establecido. También se administro via
intraperitoneal el vehiculo del CBD (Tween 80 al 2% en SSI) segun la metodologia empleada por
Silva-Cardoso et al. (2021). Los grupos experimentales son descritos en la Tabla 1. Ademas, los

animales fueron sometidos a las pruebas comportamentales sensoriales y se eutanasiaron al final
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del tratamiento, obteniéndose sangre y nervios ciaticos para los estudios de los mecanismos de

dafio y proteccion.

Tabla 1. Grupos experimentales segiin esquema de administracion.

Nombre del grupo Nomenclatura Descripcion de administracion
Administracion vehiculo de levofloxacina** y
CONTROL** CT
vehiculo de CBD*
LEVOFLOXACINA** LEV Administracion de LEV** y vehiculo del CBD*
Administracion vehiculo de levofloxacina** y
CANNABIDIOL 30* CBD30
CBD 30 mg/Kg/dia*
CANNABIDIOL 0.3* + Co-administracion de CBD 0.3 mg/Kg/dia* y
CBDO0.3+LEV
LEVOFLOXACINA** LEV**
CANNABIDIOL3* + Co-administracion de CBD 3 mg/Kg/dia* y
CBD3+LEV
LEVOFLOXACINA** LEV**
CANNABIDIOL30* + Co-administracion de CBD 30 mg/Kg/dia* y
CBD30+LEV
LEVOFLOXACINA** LEV**

* Administracion via intraperitoneal
** Administracion via oral de 125 mg/Kg/dia de LEV.

3.3. Evaluacion de los mecanismos de toxicidad y proteccion

Para la obtencion de tejidos para analisis histopatologicos fueron perfundidos Los nervios
ciaticos de las ratas fueron obtenidos después de ser tratadas y eutanasiadas. Un nervio completo
fue lavado con solucidn salina estéril (SSI) y formalina neutra al 10%, luego fue homogenizado
en una solucion inhibidora de proteasas. Para la obtencion del homogenado de tejido, se pesaron
100 mg del tejido extraido y se afiadié 1 ml de la solucion inhibidora de proteasas. La muestra fue
sometida a sonicacion al 40% de intensidad durante 1 min, con pulsos cada 5 s para facilitar la lisis
celular. Posteriormente, el homogenado fue centrifugado a 13,000 g durante 10 minutos a 4°C. El
sobrenadante resultante fue cuidadosamente recolectado y almacenado a -80°C.

El nervio restante se fijo en formaldehido al 4% en PBS durante 24 horas a temperatura

ambiente. Posteriormente, se realiz6 un lavado post-fijacién en agua destilada (2x10 min) para
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eliminar el exceso de fijador. las muestras fueron procesadas en un tren de solventes utilizando
etanol de diferentes concentraciones (70%, 90% y absoluto), xilol-etanol y xilol con tiempos de
inmersion de 20 min en cada bafo. La inclusion se llevd a cabo en parafina histologica,
manteniendo la temperatura de inclusion entre 56 y 58 °C. Los bloques obtenidos se seccionaron
en un micrétomo rotatorio a un espesor de 3.5 pm, en orientaciones tanto transversales como
longitudinales. Los cortes fueron montados en laminas portaobjetos y posteriormente horneados a
60 °C durante 30 minutos, con el fin de asegurar su adecuada adhesion y garantizar la calidad en

la evaluacion histologica.

3.4. Evaluacion de marcadores de estrés y dafio oxidante en homogenado de nervio ciatico.

A partir del homogenado previamente obtenido y almacenado a -80 °C, se llevo a cabo la
cuantificacion de proteinas totales empleando el método de Bradford. Para esto, se utilizo albumina
sérica bovina (BSA) como estandar de referencia con un rango de concentraciones de 0 a 2.0
mg/ml para construir una curva estandar para la interpolacion de las concentraciones. Las
mediciones de absorbancia se realizaron a una longitud de onda de 595 nm. Posteriormente, se
procedid a la realizacion de los bioensayos correspondientes, cuya metodologia se describe en las

siguientes secciones.

3.4.1. Cuantificacion de la peroxidacion lipidica mediante determinacion de 4-HNE

Se evaluo6 la peroxidacion lipidica como marcador de dafio oxidante, mediante la medicion
de la reaccion del 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) con el N-metil-2-fenilindol, los cuales forman un
cromoforo estable a 586nm (Gerard-Monnier et al.,1998). Esta determinacion de 4-HNE, se llevo

a cabo a partir de la preparaciéon de una solucion de 1-metil-2-fenilindol (1M2F) a una
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concentracion de 15.4 mM, disuelta en una solucion de acetonitrilo:metanol en proporcion 3:1.
Para la construccion de la curva estandar, se prepar6 1 ml de cada concentracion de

tetrametoxipropano (TMPO), utilizando 0.2 ml por ensayo (Tabla 2).

Tabla 2. Preparacion de curva estandar de TMPO para analisis de 4-HNE

# Estandar 4-HNE (uM) ;:)Igolllfi ‘::;/EE ;llilnl?les HNE ;?\EIOPS?)B : Ié:)rsl?;tt;gc;l: g?):asio
(M) 20 mM pH 7.4

0 0 0 0 0l 1000 pl

1 0.7386 0.14772 0.7386 10 ul 990 pl

2 1.4772 0.29544 1.4772 20 pl 980 ul

3 2.9544 0.59088 2.9544 40 pl 960 ul

4 5.9088 1.18176 5.9088 80 ul 920 ul

Se prepar6 ademds una solucion de acido metanosulfoénico concentrado (15.608 M)
suplementada con hierro (III) a una concentracion de 34 pM. Las mezclas se realizaron y se

incubaron a 45 °C durante 40 minutos como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Cantidades para preparacion de soluciones para la determinacion de 4-HNE

Blanco Tubo estindar  Tubo muestra  Blanco de
muestra

A. fosfato SOmM pH 7.4 0.2 ml -- -- --
Estandares -- 0.2 ml -- --
* Muestra (1 mg de proteina) -- -- 0.2 ml 0.2 ml
Solucion de 1M2F (en 0.65 ml 0.65 ml 0.65 ml --
acetonitrilo:metanol; 3:1)
Acido metanesulfénico con Fe (III) 0.15ml 0.15ml 0.15ml 0.15ml
Sol. acetonitrilo:metanol (3:1) -- -- -- 0.65 ml
VOLUMEN TOTAL Iml Iml Iml Iml

Después de la incubacion, se determiné la concentracion de proteinas en cada muestra con

el fin de normalizar los resultados de 4-HNE por mg de proteina. Las muestras se centrifugaron
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posteriormente a 3,000 g durante 5 min. La absorbancia fue medida a 586 nm frente a la curva de

estandares de TMPO.

3.4.2. Determinacion de GSH total

La cuantificaciéon de glutation se llevd a cabo siguiendo un protocolo adaptado para
microplacas de 96 pozos y espectrofotometria, segun la metodologia modificada de Vandeputte et
al. (1994). Todas las soluciones se prepararon en tampon KPE 0,1 M, pH 7,5. Las muestras y
estandares se mantuvieron en hielo durante el procedimiento, y los reactivos protegidos de la luz,
dado que la exposicion luminica favorece la oxidacion del GSH y la reduccion del 5,5'-ditio-
bis(acido 2-nitrobenzoico) (DTNB).

Para la cuantificacion de GSH, se afiadieron 20 pl de tampén KPE al pozo blanco (Al),
20 pl de cada estandar en los pocillos B-H de la columna 1, y 20 pl de muestra en los pocillos A-
H de las columnas 2 y 3. Posteriormente, se prepard una mezcla fresca de DTNB y glutation
reductasa en partes iguales, de la cual se anadieron 120 pul a cada pozo. Tras 30 s, se agregaron
60 ul de B-NADPH. La absorbancia se midié inmediatamente a 412 nm utilizando un lector de
microplacas (Varioskan LUX, ThermoFisher), con lecturas cada 30s durante 2 min (cinco
mediciones en total). La velocidad de formacion de acido 2-nitro-5-tiobenzoico (TNB) se calculo
con base en la pendiente de la curva de absorbancia. La concentracion total de GSH en las muestras
fue determinada mediante interpolaciéon en la curva estandar empleando siete estandares
(Estandares 1-7, con concentraciones respectivas de 0.412 uM , 0.825 uM, 1.65 uM, 3.3 uM, 6.6
uM, 13.2 uM, 26.4 uM), utilizando un analisis de regresion lineal. Los valores de absorbancia

obtenidos para cada muestra fueron aplicados a la ecuacion de la recta generada a partir de la curva
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patron, permitiendo asi el célculo preciso de las concentraciones de GSH expresadas como pmol

por mg de proteina.

3.4.3. Determinacion de la actividad enzimatica de catalasa

La determinacién de la actividad de la enzima antioxidante catalasa (CAT) se realizo
afiadiendo 50 pl del homogenado (muestra de tejido) a 1450 ul de peroxido de hidrogeno (H20:)
a una concentraciéon de 30 mM, en una celda de cuarzo de 10 mm. La actividad enzimatica se
evalud midiendo el cambio en la absorbancia a 240 nm durante 30 segundos, registrando la cinética
cada 15 segundos en el espectrofotometro CLARIOstar Plus, BMG LABTECH. Esta medicion se
basa en la descomposicion del H20- catalizada por la CAT, seglin el método descrito por Aebi

(1984).

3.4.4. Determinacion de la actividad enzimatica de la superoxido dismutasa

Ademas, se determind la actividad de la superéxido dismutasa (SOD) donde el principio
de la determinacion es la reduccion del nitroazul de tetrazolio (NBT) a formazan por el radical
02". E1 O es producido mediante la reaccion de la xantina oxidasa (XO). Debido a que la SOD
presente en la muestra evita la reduccion del NBT por el O2™, su actividad se obtuvo cuantificando
por colorimetria a 560 nm el formazan generado, el cual se expresa como unidades de SOD/mg de
proteina (Oberley y Spitz, 1984).

Para esto, se prepar6 la mezcla de reaccidon compuesta por Sml de xantina a una
concentracion final de 3 mM, 1.5 ml de EDTA a 0.6 mM, 1.5 ml de nitroazul de tetrazolio (NBT)
a 600 uM, 0.9 ml de carbonato de sodio (Na2COs) a 400 mM y 0.45 ml de albamina sérica bovina

(BSA) al 0.1%, para un volumen total de 9.35 ml.
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Ademas, se prepard una solucion de XOD mediante la incorporacion de 10 pl de la XOD
en 320 pl de sulfato de amonio 2 M para alcanzar una concentracion final en el ensayo de 12.5 U/L.

Las muestras se diluyeron en amortiguador de fosfato de sodio 50 mM. A cada pozo se le
afiadieron 166 pul de mezcla de reaccion, 33 ul de amortiguador y 10 pl de solucion de XOD,
incubando a 27 °C durante 15 minutos. Para detener la reaccion, se agreg6 66 pl de CuClz 0.8 mM.
La densidad optica (DO) se leyé a 560 nm en un un lector de microplacas (Varioskan LUX,
ThermoFisher), utilizando la mezcla de reaccion como blanco general para validar la generacion

de superoxido.

3.5.  Analisis histologico
Los cortes histologicos de 3.5 um montados en laminillas fueron desparafinados a 60 °C
durante 30 minutos y posteriormente hidratados mediante un tren de solventes compuesto por xilol,
xilol-etanol, etanol absoluto, etanol al 90 %, etanol al 70 % y agua destilada. A continuacion, se
realiz6 la coloracion con hematoxilina y eosina (H&E), con el fin de evaluar el dafio neuronal en
el nervio cidtico, permitiendo la identificacion de patrones generales de respuesta tisular
(Rodriguez-Jurado, 2009). Las imagenes histologicas obtenidas fueron analizadas utilizando el
software ImageJ, version 1.5.4 (NIH, EE. UU.), mediante el cual se cuantificaron pardmetros
morfométricos como la densidad axonal, densidad de células de Schwann y de fibroblastos,
longitud del perineuro, proporcion de células de Schwann respecto a las fibras nerviosas y area
total del fasciculo.
3.6.  Analisis estadistico
Todos los resultados se expresaron como el promedio = DE (desviacion estandar) de las

observaciones. Para la primera fase experimental, en la que se compararon Uinicamente el grupo
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tratado con levofloxacina y el grupo control, se utilizo la prueba t de Student no pareada. En los
analisis posteriores, que involucraron mas de dos grupos, los valores se procesaron mediante
analisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido de un test de comparaciones multiples de
Bonferroni. Se consideraron diferencias significativas los valores p<0.05. El andlisis se llevd a

cabo con GraphPad Prism 9.5.1 (San Diego, CA, United States).

4. Resultados
4.1. Induccion de neuropatia periférica
Se establecio un esquema experimental de administracién de levofloxacina (LEV) a una
dosis de 125 mg/kg/dia por via oral durante siete dias consecutivos. La evaluacion de los umbrales
nociceptivos se inicid a partir del cuarto dia de tratamiento con el objetivo de detectar
manifestaciones de alodinia o hiperalgesia asociadas a la administracion del antibidtico. En la
Figura 5 se presentan imagenes de los analgesimetros empleados para la realizacion de las pruebas

nociceptivas, evaluando la sensibilidad al estimulo mecanico y térmico en el modelo experimental.

Figura 5. Pruebas nociceptivas empleadas en el estudio. A. Prueba de presion en pata, B. Prueba

de presion en cola, C. Prueba de placa caliente.
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Al finalizar el periodo de tratamiento (dia 7), se observaron diferencias estadisticamente
significativas en todas las pruebas nociceptivas evaluadas, en comparacion con el grupo control
tratado con SSI (CT). En las Figuras 6A y 6B, se evidencia una reduccion progresiva en los
umbrales de retirada tanto en la prueba de presion aplicada a la pata como en la prueba de presion
en la cola. Esta disminucion sugiere un incremento en la sensibilidad al estimulo mecénico. El
analisis estadistico demostrd una diferencia significativa entre los grupos el dia 8, donde el grupo
tratado con LEV present6 umbrales de retirada significativamente menores respecto al grupo CT

(p <0.05), indicando una mayor sensibilidad al estimulo nociceptivo.

Asimismo, en la Figura 6C se representa la prueba de placa caliente, en la cual se observo
una disminucién en el tiempo de respuesta en el grupo LEV a lo largo del tratamiento. Esta
reduccion en la latencia sugiere un aumento en la sensibilidad térmica, compatible con un estado
de hiperalgesia térmica inducido por la administracion de levofloxacina. No obstante, los
resultados de esta prueba no evidenciaron una tendencia tan pronunciada como la observada en las

mediciones de presion en pata y presion en cola entre los grupos evaluados.
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Figura 6. Pruebas nociceptivas durante cuatro dias de tratamiento registradas a partir del dia 4 del

tratamiento con LEV. A. Prueba de presion en cola. B. Prueba de presion en pata. C. Prueba de

- CT
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placa caliente. El umbral de retirada se cuantific6 en gramos para las pruebas de presion de pata y
cola, y en segundos para la prueba de placa caliente. El andlisis se realiz6 usando un t-test no
pareado. n=8. Control (CT), Levofloxacina (LEV). *p-valor < 0.05; ** p-valor < 0.01; *** p-

valor< 0.001.

4.1.1. Parametros bioquimicos y hematologicos

A partir del plasma obtenido, se llevd a cabo la evaluacion de marcadores bioquimicos
(Tabla 4) y la realizacion de hemogramas (Tabla 5). Para la funcion renal, se cuantificaron los
niveles de creatinina plasmatica y nitrogeno ureico en sangre (BUN). En cuanto a la funcion
hepatica, se determinaron las concentraciones de las enzimas aspartato aminotransferasa (AST),
alanina aminotransferasa (ALT), fosfatasa alcalina (ALP) y la creatina quinasa MB (CK-MB). Los
resultados obtenidos no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales en los niveles de creatinina, AST, ALT, ALP y CK-MB. No obstante, se observo
una diferencia significativa en los valores de BUN, lo cual podria sugerir una posible alteracion

en la funcion renal bajo las condiciones evaluadas.

Tabla 4. Parametros bioquimicos de toxicidad en ratas Wistar tratadas con levofloxacina.
Valores promedio encontrados en los parametros bioquimicos en el grupo Control (CT) y
Levofloxacina (LEV) relacionados con valores normales de referencia encontrados en la literatura

para ratas Wistar.
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Creatinina BUN CK-MB ALT AST ALP
Parametros
mg/dL U/L

CT 0411 24.907 158.139 34.010 74.353 148.599
+0.135 + 14.293%* +41.704 +9.537 +25.463 +36.574
LEV 0.813 40.381 183.916 40.229 72.622 124.034
+0.678 +0.678* +20.678 +0.678 +24.171 +28.246
Rango de valores 0.28 - 26.39 - 61 - 38.8 - 76.29 - 136. 28 -

de referencia 0.56 48.93 153 56.3 121.31 208.51

BUN: nitrogeno uréico, CK-MB: creatina quinasa, ALT: alanina aminotransferasa, AST: aspartato

aminotransferasa, ALP: fosfatasa alcalina. Los datos se expresan como media + DE y se analizaron

mediante un t-test no pareado. n= 8. * p-valor < 0.05.

Por su parte, el analisis de los hemogramas (Tabla 5) no evidencio diferencias significativas

entre el grupo control y el grupo tratado, lo que sugiere que la intervencion no gener6 alteraciones

hematologicas detectables en los pardmetros evaluados.

Tabla 5. Pardmetros hematoldgicos en ratas Wistar tratadas con levofloxacina.

de referencia

, Mon # Lym # Neu # Eos # Bas # PLT
Parametro
10°/L
or 0.638 4253 1332 0.023 0.011 760.875
+0.194 +1.856 +0.282 +0.013 +0.009 +240.107
LEV 0711 7.006 1.456 0.03 0.011 7415
+0.357 +3.593 +0.679 +0.021 +0.008 +04.648
R*g‘g" de valores 0.19-1.1 1.8-8.3 0.5-5.5 0.03-0.6  0.00-0.3 402-963
e referencia
Pardmet RBC HCT MCV HGB WBC
arametro 102/L % fL g/dL 10%L
or 6.392 47.625 745 15.062 6.26
+0.221 +3.105 +3.705 +0.42 +2.141
LEV 6.691 48.662 73.075 14.487 9215
+1.451 +9.191 +1.893 +1.783 +4.58
Rango de valores 6.34-779  394-51.04 71.6-89.8 12.3-18.8 32-95

Valores promedio encontrados en los parametros hematoldgicos en el grupo Control (CT) y

Levofloxacina (LEV) relacionados con valores normales de referencia encontrados en la literatura

para ratas Wistar. Mon: Monocitos, Lym: Linfocitos, Neu: Neutrofilos, Eos: Eosinéfilos, Bas:

Basofilos, PLT: Plaquetas, RBC: Globulos rojos, HCT: Hematocrito, MCV: Volumen corpuscular
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medio, HGB: Hemoglobina, WBC: Globulos blancos. Los datos se expresan como media + DE y

se analizaron mediante un t-test no pareado. n==8.

4.2. Tratamiento de proteccion con CBD frente a la toxicidad inducida por la levofloxacina
4.2.1. Pruebas nociceptivas

Se evalud la sensibilidad mecanica y térmica en las ratas Wistar y el efecto de la
levofloxacina en esta, asi como el posible efecto modulador del CBD administrado a diferentes
dosis durante siete dias. Las graficas muestran la comparacion entre distintos grupos
experimentales, donde se evalua el umbral de retirada tanto de la cola como de la pata y el tiempo
de latencia de permanecia en la placa caliente, relacionada con un efecto inducido por el
tratamiento con levofloxacina y el posible efecto protector del CBD y sus diferentes dosis (Figura

7-9).

Presion en cola

El umbral de retirada fue determinado como indicador de la sensibilidad mecanica
mediante la aplicacion de presion en la cola de las ratas. En la Figura 7 se muestran los valores
obtenidos en g para cada grupo experimental. El grupo control present6 el umbral mas alto,
indicando una respuesta nociceptiva normal. En contraste, el grupo tratado con levofloxacina
evidencié una reduccion significativa en dicho umbral, lo que refleja un incremento en la
sensibilidad mecanica. Los grupos que recibieron tratamientos combinados con CBD mostraron
una recuperacion progresiva del umbral de retirada en comparacion con el grupo LEV, dependiente
de la dosis de CBD, aunque no todos alcanzaron los niveles del grupo control. Asimimo, el grupo

tratado tnicamente con CBD 30mg/kg/dia presentd valores de umbral de retirada cercanos a los
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valores basales registrados en el grupo control. Estas diferencias sugieren un posible efecto

protector de los tratamientos con CBD frente a la sensibilizacion inducida por levofloxacina.
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Figura 7. Valores de umbral de retirada de la cola (g) en ratas Wistar tratadas con levofloxacina
y/o CBD. El andlisis entre grupos se realizd usando ANOVA de una via seguido de un test de
comparaciones multiples de Bonferroni. n=6. Control (CT), Levofloxacina (LEV), CBD
30mg/kg/dia (CBD30), CBD 0.3mg/kg/dia + levofloxacina (CBD 0.3 + LEV), CBD 3mg/kg/dia
+ levofloxacina (CBD 3 + LEV), CBD 30mg/kg/dia + levofloxacina (CBD 30 + LEV). * p-valor

< 0.05; ** p-valor < 0.01; *** p-valor< 0.001.
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Presion en pata

La evaluacion de la sensibilidad mecénica se realizo también mediante la aplicacion de
presion sobre la extremidad posterior de los animales, permitiendo registrar las variaciones en la
respuesta nociceptiva. En la Figura 8 se ilustran los valores en g correspondientes al umbral de
retirada evaluados mediante la aplicacion de presion en la pata trasera. El grupo control registro
los umbrales mas elevados, reflejando una sensibilidad nociceptiva basal. Por el contrario, el grupo
tratado con levofloxacina mostr6 una disminucion significativa en dicho umbral, evidenciando un
incremento en la hiperalgesia mecéanica. Por su parte, los grupos que recibieron tratamientos
combinados con CBD mostraron una recuperacion progresiva de los umbrales de retirada en
relacion con el grupo que recibid solo levofloxacina; sin embargo, en varios casos, estos valores
no lograron equipararse completamente a los niveles observados en el grupo control. En el grupo
tratado exclusivamente con CBD a una dosis de 30 mg/kg/dia, los valores del umbral de retirada

se mantuvieron cercanos a los niveles basales observados en el grupo control.
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Figura 8. Valores de umbral de retirada de la pata (g) en ratas Wistar tratadas con levofloxacina
y/o CBD. El andlisis entre grupos se realizd usando ANOVA de una via seguido de un test de
comparaciones multiples de Bonferroni. n=6. Control (CT), Levofloxacina (LEV), CBD
30mg/kg/dia (CBD30), CBD 0.3mg/kg/dia + levofloxacina (CBD 0.3 + LEV), CBD 3mg/kg/dia
+ levofloxacina (CBD 3 + LEV), CBD 30mg/kg/dia + levofloxacina (CBD 30 + LEV). * p-valor

< 0.05; ** p-valor < 0.01.
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Placa caliente

Se empleo la prueba de placa caliente para medir el tiempo de latencia, definido como el
intervalo entre el inicio del estimulo térmico y la respuesta nociceptiva del animal. En la Figura 9
se presentan los valores correspondientes al tiempo de latencia en la prueba de placa caliente. El
grupo control mostré los tiempos de latencia mas prolongados, reflejando una respuesta
nociceptiva basal. En contraste, el grupo tratado con levofloxacina exhibié una disminucion
significativa en el tiempo de latencia, indicando un aumento en la sensibilidad nociceptiva térmica.
Por otro lado, los grupos que recibieron tratamientos combinados con CBD mostraron una
recuperacion progresiva de los tiempos de latencia en comparaciéon con el grupo tratado
unicamente con levofloxacina (Figura 9). En particular, los animales que recibieron CBD a una
dosis de 30 mg/kg/dia, asi como aquellos cotratados con levofloxacina y CBD a la misma dosis,

mostraron tiempos de latencia cercanos a los valores basales registrados en el grupo control.
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Figura 9. Valores de tiempo (s) de latencia en placa caliente en ratas Wistar tratadas con
levofloxacina y/o CBD. El andlisis entre grupos se realizé usando ANOVA de una via seguido de
un test de comparaciones multiples de Bonferroni. n=6. Control (CT), Levofloxacina (LEV), CBD
30mg/kg/dia (CBD30), CBD 0.3mg/kg/dia + levofloxacina (CBD 0.3 + LEV), CBD 3mg/kg/dia

+ levofloxacina (CBD 3 + LEV), CBD 30mg/kg/dia + levofloxacina (CBD 30 + LEV). * p-valor

< 0.05; ** p-valor < 0.01.

Dado que los andlisis realizados en la Fase 1 no revelaron diferencias estadisticamente

significativas, la aplicacion de estas pruebas no se consider6 pertinente en la Fase 2 del estudio.
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Sin embargo, se realizd la medicion del nitrégeno ureico en sangre (BUN) en las muestras
correspondientes a la fase 2, sin que se evidenciaran diferencias significativas entre los grupos

experimentales.

4.2.2. Cuantificacion de proteinas y determinacion de marcadores de estrés oxidante

A partir del homogenado de tejido previamente preparado donde se obtuvo en promedio un
volumen de 500 pl, se procedid a la cuantificacion de proteinas totales mediante el método de
Bradford. Para ello, se construyé una curva estandar, lo que permitio establecer una relacion lineal
entre la absorbancia y la concentracion de proteinas (Figura 10). Esta curva fue utilizada para
interpolar las concentraciones proteicas de las muestras experimentales. Los valores obtenidos de

la concentracion de proteinas se resumen en la Tabla 6.

Curva de BSA

Concentracién (mg/ml)
Figura 10. Curva estandar de albumina sérica bovina (BSA) obtenida mediante el método de

Bradford para la cuantificacion de proteinas totales.
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Tabla 6. Determinacion de la concentracion de proteinas totales en las muestras mediante el

método de Bradford.
BRADFORD - Concentraciéon de proteinas totales (mg/ml)
CT LEV CBD 30 CBDO0.3+LEV CBD3+LEV CBD30 +LEV

M Prot. M Prot. M Prot. M Prot. M Prot. M Prot.

Rl 2.570 1.645 R3 2076 R4 2779 RS 2.580 R6 1.749
R7 2.158 RS 1.898  R9 1.898 R10 2440 RI11 2236 R12 1939
R13 2426 R14 2025 RIS 2025 RIl6 2572 R17 2411 R18 3.381
R1 2.144 R2 1.051 R3 2.145 R4 1.568 RS 0.902 R6 1.526
R7 1.573 RS 1.668  R9 1.668 R10 2371 RI1 1.556 RI12 0.876
RI13 1.632 R14 0970 R15 0970 Rl6 0344 R17 0.484 RI18 0.832

Concentracion de proteinas totales obtenido mediante el método de Bradford en ratas Wistar

tratadas con levofloxacina y/o CBD. n=6. M: Muestra, Prot.: Concentracion de proteina, CT:

Control, LEV: Levofloxacina, CBD30: CBD 30mg/kg/dia, CBD 0.3 + LEV: CBD 0.3mg/kg/dia

+ levofloxacina, CBD 3 + LEV: CBD 3mg/kg/dia + levofloxacina, CBD 30 + LEV: CBD

30mg/kg/dia + levofloxacina.

Con el fin de evaluar el estado oxidante en los diferentes grupos experimentales, se

cuantificaron varios marcadores de estrés oxidante. En la Tabla 7 se presentan los valores

promedio obtenidos para estos parametros, incluyendo las concentraciones de 4-hidroxi-2-nonenal

(4-HNE) como marcador de peroxidacion lipidica, asi como las actividades enzimaticas de

catalasa (CAT) y superdxido dismutasa (SOD) y los niveles de glutation (GSH). La medicion de

estos indicadores permitié una caracterizacion integral del balance redox tisular, facilitando la

evaluacion del dafio oxidante inducido por el tratamiento con levofloxacina, asi como el analisis

del posible efecto protector del CBD cuando se administré en combinacion. Sin embargo, no se
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observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos analizados en ninguno de
los parametros evaluados, lo que sugiere que las intervenciones aplicadas no generaron
alteraciones detectables en los niveles de estrés oxidante bajo las condiciones experimentales
establecidas.

Tabla 7. Valores para marcadores de estrés oxidante en homogenados de nervio ciatico de ratas

Wistar tratadas con levofloxacina y/o CBD.

Pruebas enzimaticas
Actividad catalasa 4-HNE Ac;‘(v)‘]‘;ad [GSH]total
GRUPO k1 K2 K3 I/ 1/
nmol/mg pmol / mg
(0-15)  (15-30)  (0-30)  prot. O/mgprot. prot.
ot 0012 0012 0012  148.007 0.643 1.726
10.013  +0.011 +0.003  +67.018 +0.436 +1.446
LEV 0.019 0006 0015  199.495 0.643 1.753
£0.019  +0.002  +0.013  +79.685 +0.289 +0.273
CBD30 0017 0015 0016  213.188 1239 2.729
+0.024 0012  +0.017 +207.871  +1234 +1.394
0011 0013 0012 171818 0.485 1.142
CBDOFLEV 5009 10011 40.009 +137.759  +0.305 +0.354
0.040 0012 0026 124832 0.899 1.961
CBD3+LEV £0.043 40013  40.026  +99.165 +0.642 +1.25
0017 0012 0015  132.638 1.198 1.989
CBD3FLEV 5011 20011 4001  +75.818 +1.187 +0.929

Datos promedio + DE de pruebas para marcadores de estrés oxidante. n=6. El analisis entre grupos
se realiz6 usando ANOVA de una via de una via seguido por un test de comparacion multiple de
Bonferroni. CT: Control, LEV: Levofloxacina, CBD30: CBD 30mg/kg/dia, CBD 0.3 + LEV: CBD
0.3mg/kg/dia + levofloxacina, CBD 3 + LEV: CBD 3mg/kg/dia + levofloxacina, CBD 30 + LEV:

CBD 30mg/kg/dia + levofloxacina.

4.2.2.1. Peroxidacion lipidica
La peroxidacion lipidica fue evaluada como un marcador de estrés oxidante mediante la

cuantificacion de 4-HNE, utilizando su reaccion con N-metil-2-fenilindol, que produce un
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cromoforo detectable a 586 nm. A partir de esta reaccidn, se construyo una curva estandar (Figura
11) utilizando concentraciones crecientes de TMPO, permitiendo la interpolacion de las
concentraciones de 4-HNE en los homogenados (Tabla 7). Los resultados obtenidos reflejan los

niveles relativos de peroxidacion lipidica en los diferentes grupos analizados.

Curva de TMPO y =0.0125x - 0.0172
R?=0.9128

0.06

0.05

0.04
w 003
Ke}
<

0.02

0.01

0 — -
0~ 0.7386 1.4772 2.9544 5.9088

-0.01
Concentracion uM

Figura 11. Curva de calibracion estandar de TMPO para la cuantificacion de 4-HNE en

homogenados de nervio ciatico de ratas Wistar tratadas con levofloxacina y/o CBD.

4.2.2.2. GSH total

Se determind la concentracion de GSH a partir de una curva estandar basada en la reaccion
de GSH con DTNB, que da lugar a la formacion TNB. En la Figura 12 se presenta la curva
obtenida, en la cual se utiliz6 una serie de concentraciones conocidas de GSH y se registro la
absorbancia a 412 nm, observandose una relacion lineal entre la concentracion de GSH y la
intensidad de la senal. Los valores de absorbancia de las muestras fueron interpolados en la curva,
empleando la ecuacion de la recta generada (Figura 13). Lo anterior, permiti6 calcular las

concentraciones de GSH en las muestras (Tabla 7).
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Figura 12. Curvas de velocidad para los estdndares de GSH en homogenados de nervio ciatico

de ratas Wistar tratadas con levofloxacina y/o CBD.
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Figura 13. Curva de calibracion de concentracion de estandares de GSH vs pendiente.

4.2.2.3. Superoxido dismutasa

La actividad SOD fue evaluada a partir de la inhibiciéon de la formacion de formazan,
detectada colorimétricamente a 560 nm. En los diferentes grupos experimentales, los valores
obtenidos de actividad SOD, mostraron un comportamiento homogéneo, sin diferencias

estadisticamente significativas entre ellos (Tabla 7). Si bien no se observaron diferencias
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significativas en la actividad de la enzima entre los grupos experimentales, se evidencié que
algunos valores individuales fueron mas altos en los grupos que recibieron la dosis de 30 mg/kg/dia

de CBD, tanto en el grupo con cotratamiento como en el grupo tratado inicamente con CBD.

4.2.2.4. Catalasa

La actividad de la enzima antioxidante CAT fue determinada midiendo la descomposicion
del H20: a 240 nm durante 30 segundos. Se utilizo el valor de k1, correspondiente al primer
intervalo de variacion en absorbancia, dado que representa la fase inicial de la reaccion enzimatica
de la catalasa por su corto tiempo de actividad. Los valores de su actividad se obtuvieron
dividiendo el valor de k entre los mg de proteina de cada muestra (Tabla 6), los cuales no mostraron

diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes grupos experimentales (Tabla 7).

4.3. Evaluacion histologica de nervio ciatico

Se evaluaron las caracteristicas histologicas y morfométricas del nervio ciatico en los
diferentes grupos experimentales. En los cortes tefiiddos con H&E se observa la disposicion
caracteristica de las fibras nerviosas en cortes longitudinales del nervio ciatico presentando fibras
nerviosas organizadas, con presencia de axones distribuidos de manera uniforme, sin evidenciar
alteraciones notorias en la morfologia general del tejido (Figura 14). La densidad axonal, la
densidad de células de Schwann y de fibroblastos, la longitud del perineuro, el area del fasciculo
y la proporcion de células de Schwann respecto a las fibras nerviosas mostraron valores
consistentes entre los grupos evaluados. Estas imagenes ilustran la morfologia general observada
en cada grupo experimental y respaldan los analisis morfométricos descritos, en los cuales no se

evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. En la Tabla 8 se
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presentan los resultados cuantitativos de estos parametros, los cuales no evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas, lo que indica que el tratamiento no indujo cambios estructurales

relevantes en el nervio ciatico.

Tabla 8. Parametros morfométricos de nervio ciatico de ratas Wistar tratadas con levofloxacina

y/o CBD.
Grupos experimentales
Parametros CBD 0.3 + CBD 3 + CBD30 +
morfométricos cT LEV CED30 LEV LEV LEV
, 2334769 3660586.7
Area Fasciculo 5000/ 2712273 3395154.783 3984740.5 2725632.333 83
(nm?) 3 2009903204 £2893156.424  £3011364.374  £1128945.178 2708584,
135
Densidad 192.781 271.84 411.763 307.024 434231 232.765
axonal (um?)  +156.109 +315.349 +266.453 +311.809 +259.138 +224.908
Df;”g:‘:lge 468.765 426.572 727.254 633.762 824.089 622212
u +266.346 4414721 +172.859 +683.100 +240.524 +318.998
Schwann (um?)
L"L‘fi‘;‘e‘dr‘(i)el 263.687 273.417 294.702 267.776 260.495 287.875
p (uml)l +12.457 +56.16 +136.222 +84.446 +91.960 +147.749
]t?lf)l;(s)lbdl:(sltg: 6.998 3.598 5.862 6.004 3.863 4.921
) +3.62 +1.418 +4.499 +3.906 41372 +1.932
Proporcion de
Scc‘:“':sfes 0.373 0.496 0.546 0.413 0.524 0.372
wann v +0.152 +0.266 +0.52 +0.304 +0.255 +0.207
fibras
nerviosas

Datos promedio = DE de parametros histologicos y morfométricos de nervio cidtico. n=6. El
andlisis entre grupos se realizd usando ANOVA de una via de una via seguido por un test de
comparacion multiple de Bonferroni. Control (CT), Levofloxacina (LEV), CBD 30mg/kg/dia
(CBD30), CBD 0.3mg/kg/dia + levofloxacina (CBD 0.3 + LEV), CBD 3mg/kg/dia + levofloxacina

(CBD 3 + LEV), CBD 30mg/kg/dia + levofloxacina (CBD 30 + LEV).

Como parte del andlisis morfologico del nervio ciatico, se presentan las caracteristicas

morfoldgicas de las fibras nerviosas observadas en los diferentes grupos experimentales: control,
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tratado con levofloxacina y aquellos que recibieron tratamientos combinados con cannabidiol
(Figura 14). En las imagenes se identifican estructuras relevantes como las fibras nerviosas, los

axones y las células de Schwann.
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Figura 14. Imagenes representativas de cortes histologicos longitudinales y transversales del
nervio ciatico de ratas Wistar tefiidos con hematoxilina y eosina en los diferentes grupos

experimentales, observadas a 40x. Las flechas negras sefialan las fibras nerviosas y las flechas
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amarillas marcan los axones. Las imagenes ilustran la organizacion tipica de los componentes del

tejido nervioso periférico en los diferentes grupos experimentales.

Finalmente, se observa un corte histoldgico del nervio tefiido ccon H&E (Figura 15), donde
es posible identificar la organizacion estructural del tejido nervioso periférico. El fasciculo
nervioso se encuentra compuesto por numerosas fibras nerviosas, inmersas en un tejido conjuntivo
laxo denominado endoneuro. Cada fasciculo se encuentra delimitado por el perineuro, una capa de
tejido conectivo denso que se tifie con eosina. Asimismo, el epineuro ocupa los espacios
intersticiales entre los fasciculos y rodea externamente al nervio, proporcionando integridad
mecanica al conjunto nervioso. En conjunto, la disposicion histologica observada corresponde a

una arquitectura normal, sin alteraciones evidentes en la morfologia de las fibras nerviosas.

Figura 15. Imagen histologica transversal de fasciculo nervioso de rata Wistar del grupo tratado
con levofloxacina tefiido con H&E, observada a un aumento de 10x. Las flechas negras el

perineuro, las flechas amarillas marcan el endoneuro, mientras las azules indican el epineuro.
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5. Discusion

Diversos estudios han reportado que las fluoroquinolonas, y en particular la levofloxacina,
pueden inducir neuropatias periféricas tanto en modelos animales como en pacientes humanos
(Ali, 2014). Estas neuropatias se han manifestado clinicamente a través de parestesias, pérdida
sensorial, dolor cronico y debilidad muscular, sintomas que pueden desarrollarse incluso tras la
administracion de una sola dosis del farmaco. En este contexto, se han documentado casos de dolor
neuropatico cronico refractario al tratamiento convencional y atribuibles al uso de levofloxacina
(Dukewich et al., 2017), asi como recurrencias en pacientes con antecedentes de neuropatia (Hao
et al., 2018). Tales hallazgos han reforzado la preocupacion sobre la severidad y persistencia de
los efectos adversos asociados a este antibiotico (Etminan et al., 2014; FDA, 2016).

Los mecanismos subyacentes a estas alteraciones han sido relacionados con la capacidad de las
fluoroquinolonas para interferir en procesos celulares fundamentales de las neuronas periféricas,
como la funciéon de los canales i6nicos, el equilibrio redox y la homeostasis mitocondrial.
Evidencias experimentales han demostrado que estos compuestos pueden inducir disfuncion
mitocondrial, lo cual contribuye al dafio neuronal observado en los casos de neuropatia periférica

asociada a su uso (Kern & Geier, 2021; Reinhardt et al., 2025).

En concordancia con esta evidencia, los resultados del presente estudio muestran que la
administracioén continua de levofloxacina a una dosis de 125 mg/kg/dia durante siete dias produjo

una marcada sensibilizacion nociceptiva en roedores. Esta se reflejo en la disminucion significativa
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de los umbrales de retirada ante estimulos mecanicos y térmicos, como se observa en la Figura 6,
lo cual sugiere el establecimiento de un estado de alodinia y/o hiperalgesia. Estos hallazgos
respaldan la hipotesis de que la exposicion a levofloxacina es capaz de inducir fendmenos de

nocicepcion asociados a mecanismos inflamatorios y neurotoxicos.

El uso de pruebas nociceptivas, como la placa caliente y la estimulacion mecanica, resultd
altamente eficaz para detectar estas alteraciones en la sensibilidad al dolor, lo cual coincide con lo
reportado por Yalcin et al. (2009) y Pawar et al. (2021), quienes destacan la utilidad de estas
herramientas para evaluar cambios en la nocicepciéon bajo condiciones experimentales de
inflamacion y dafio nervioso. Asimismo, estudios mas recientes han confirmado que dichas
pruebas permiten valorar con precision los efectos de intervenciones farmacoldgicas sobre la
percepcion dolorosa (Sahranavard et al., 2024). En conjunto, los resultados obtenidos en este
trabajo no solo corroboran las observaciones previas sobre el potencial neurotoxico de la
levofloxacina, sino que también aportan evidencia experimental de que su administracion continua

genera un estado de hipersensibilidad al dolor en modelos animales.

Adicionalmente, estudios preclinicos han evidenciado que el tratamiento con levofloxacina
puede inducir alteraciones conductuales asociadas a deficiencia locomotora y dolor agudo en
modelos murinos (Bidell & Lodise, 2016), hallazgos que resultan concordantes con los patrones
observados en este estudio. En el presente modelo, la administracion repetida del antibidtico
produjo una disminucidn progresiva de los umbrales nociceptivos frente a estimulos mecanicos y
térmicos, lo que refleja un estado de sensibilizacion dolorosa similar al descrito previamente. Esta

correspondencia no solo refuerza la hipotesis de que la levofloxacina ejerce efectos acumulativos
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sobre el sistema nervioso, favoreciendo la aparicion de fenomenos de alodinia e hiperalgesia (Hao
et al.,, 2018), sino que también valida la pertinencia del modelo experimental utilizado, al

reproducir de manera consistente las manifestaciones nociceptivas documentadas en la literatura.

En conjunto, los resultados obtenidos refuerzan la nocidon de que la levofloxacina ejerce
efectos adversos sobre el sistema nervioso periférico. La evidencia de una hipersensibilidad al
dolor tras la exposicion continua al antibidtico, reflejada en la reduccion de la respuesta a estimulos
nociceptivos, sugiere que este firmaco puede favorecer procesos de disfuncidon neuronal capaces
de contribuir al establecimiento de neuropatias de caracter persistente. Asi, estos resultados son
consistentes con la literatura sobre neurotoxicidad inducida por fluoroquinolonas y destacan la
relevancia de investigar estrategias de neuroproteccion que mitiguen estos efectos adversos en

contextos clinicos donde el uso prolongado del antibidtico sea necesario.

Por su parte, la evaluacion de los parametros bioquimicos permiti6 identificar posibles
alteraciones en la funcion renal y hepatica asociadas al tratamiento experimental (Tabla 4). Aunque
no se observaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de creatinina, AST,
ALT, ALP ni CK-MB entre los grupos evaluados, el aumento significativo de BUN sugiere un
posible compromiso de la funcidon renal. Este pardmetro es un marcador clinico ampliamente
utilizado para evaluar el estado funcional del rifion y un incremento en sus niveles puede indicar

dafio renal, tanto en contextos agudos como cronicos (Jana et al., 2023; Sami et al., 2023).

Este resultado tiene relevancia considerando que las fluoroquinolonas, incluyendo la

levofloxacina, han sido asociadas con toxicidad renal en estudios clinicos y preclinicos
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(Ramalakshmi et al., 2003; Oda et al., 2014, Hussen et al., 2023). Se ha documentado que estos
antibidticos pueden inducir nefrotoxicidad a través de mecanismos como estrés oxidante,
acumulacion de metabolitos toxicos, y alteraciones renales (Ara et al., 2020). Sin embargo, los
hallazgos no permiten establecer de manera concluyente la presencia de dafio renal, pues requeriria
la confirmacion mediante andlisis histopatologicos del tejido. Ademas, no se ve respaldada por los
niveles de creatinina, los cuales no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos analizados.

A pesar de la evidencia previa que sefiala que las fluoroquinolonas pueden inducir dafo
hepatico, tanto bioquimico como histolégico (Coban et al., 2005; Adikwu & Deo, 2012; Al-Miahy,
2019), la ausencia de alteraciones significativas en los marcadores hepaticos convencionales (AST,
ALT y ALP) sugiere que, bajo el esquema de dosificacion utilizado en este estudio, no se genero
un dafio hepatico evidente. No obstante, es importante sefialar que la ausencia de cambios
bioquimicos no excluye completamente la posibilidad de dafio subclinico. Por ello, se deberian

considerar pardmetros complementarios, asi como andlisis histopatoldgicos del tejido hepatico.

Es importante sefalar que los valores obtenidos en las pruebas bioquimicas se encuentran
dentro de los rangos fisiologicos reportados para ratas Wistar, y son consistentes con los datos
previamente publicados por Leal (2020) y Oliveira et al. (2021). Del mismo modo, los resultados
de los hemogramas se ubicaron dentro de los valores de referencia descritos en dichos trabajos
(Tabla 5). Esta concordancia respalda la validez de los resultados obtenidos y sugiere que las
condiciones experimentales utilizadas en este estudio no generaron alteraciones significativas en

los pardmetros evaluados.
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Los resultados hematoldgicos analizados muestran que todos los parametros evaluados,
tanto en el grupo control como en el grupo tratado con levofloxacina, se encuentran dentro de los
rangos de referencia previamente reportados (Leal, 2020; Oliveira et al., 2021; Kim et al., 2024).
Asi, los niveles de RBC, HGB, HCT y PLT se mantuvieron estables y dentro de los limites
normales, lo que indica que no hubo alteraciones relevantes asociadas al tratamiento (Tabla 5).
Los conteos de monocitos, eosinoéfilos y basoéfilos también permanecieron dentro de los valores de
referencia. Asi, esto sugiere que la administracion de levofloxacina en las condiciones evaluadas

no generd efectos adversos evidentes sobre los pardmetros hematologicos globales.

En cuanto a las pruebas nociceptivas realizadas en la fase 2, la reduccioén del umbral de
retirada observada, tanto en la prueba de presion en pata como en cola, asi como la reduccion en
el tiempo de latencia en la placa caliente (Figura 7, 8 y 9), en el grupo tratado con levofloxacina
es consistente con lo encontrado en la fase 1. En particular, se ha observado que la exposicion a
fluoroquinolonas como la levofloxacina puede provocar una disminucion significativa de los
umbrales de dolor mecénico y térmico, efecto posiblemente mediado por alteraciones en la
integridad de fibras nerviosas periféricas evidenciando un riesgo elevado de dafio nervioso (Ali,
2014). Algunos estudios han confirmado que el uso de fluoroquinolonas se asocia con neuropatias
periféricas, caracterizadas por dolor intenso y reduccion en los umbrales de deteccion sensorial,
atribuidos a dano en las fibras nerviosas (Ali, 2014; Dukewich et al., 2017; Ghavanini, 2017).
También se ha documentado que estos efectos pueden presentarse rapidamente tras la
administracion del antibidtico, con sintomas que incluyen pérdida de la funcién sensorial y dolor

neuropatico severo (Pan et al., 2016). En contraste, investigaciones han documentado la capacidad
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de las fluoroquinolonas para alterar la excitabilidad neuronal y afectar la funcién de fibras
nerviosas sensitivas, mostrando resultados como analgésico (Prasanna et al., 2021). Los hallazgos
de este estudio apoyan principalmente la primera perspectiva, ya que la administracion continua
de levofloxacina promovi6 un estado de sensibilizacion dolorosa, evidenciado por la disminucion
progresiva de los umbrales nociceptivos. En este contexto, resulta indispensable profundizar en
investigaciones adicionales que evaltien los efectos de estos antibioticos sobre la modulacion de
la percepcién nociceptiva, considerando tanto sus posibles propiedades analgésicas como su

potencial para inducir alteraciones sensitivas adversas.

Los tratamientos combinados utilizados mostraron una capacidad parcial para restaurar los
umbrales mecanicos hacia valores cercanos a los basales (Figuras 7 y 8), lo que sugiere un efecto
conjunto con posible accion antinociceptiva y/o neuroprotectora del cannabidiol. Estos resultados
coinciden con lo reportado en la literatura, donde se ha demostrado que el CBD ejerce efectos
antinociceptivos en modelos animales de dolor cronico (Barnes et al., 2023). De esta manera, los
hallazgos del presente estudio refuerzan la nocién de que el CBD constituye un compuesto de
interés terapéutico, en concordancia con su perfil antiinflamatorio y analgésico descrito
previamente en diferentes condiciones experimentales. En particular, multiples investigaciones
han sefialado que el CBD puede aumentar significativamente los umbrales de dolor mecanico y
térmico en modelos de neuropatia, inflamacion y enfermedades neurodegenerativas (Nascimento
et al., 2019; Silva-Cardoso & Leite-Panissi, 2022), dandole solidez a la interpretacion de los

resultados obtenidos.
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El presente trabajo evalud el efecto del CBD en la modulacion del dolor crénico utilizando
diversas pruebas nociceptivas en un modelo animal. Los resultados obtenidos aportan evidencia
acerca de su potencial analgésico en condiciones de dolor persistente. En primer lugar, el
tratamiento con CBD produjo una reduccion significativa en la hiperalgesia mecanica, evaluada a
través de la prueba de presion en pata y presion en cola (Figuras 7 y 8). Este efecto indica una
restauracion de los umbrales de sensibilidad, sugiriendo que el CBD podria mitigar las alteraciones
asociadas al dolor neuropatico causado por la levofloxacina. De manera complementaria, en la
prueba de placa caliente (Figura 9), que evalua la hiperalgesia térmica, el CBD increment6 la
latencia de respuesta al estimulo nociceptivo, lo cual corrobora su capacidad de modular vias
aferentes involucradas en la transmision térmica dolorosa y un efecto generalizado en la inhibicion
de la sensibilizacion central (Silva-Cardoso & Leite-Panissi, 2022).

Estos resultados son congruentes con lo reportado por Malta et al. (2023), quienes
evidenciaron que el CBD reduce de forma significativa las respuestas nociceptivas tanto mecanicas
como térmicas en modelos animales, lo que respalda la interpretacion de que los efectos
observados en este estudio reflejan un mecanismo de accién concordante con la evidencia

experimental previa.

Los efectos antialodinicos observados en los grupos tratados con cannabidiol y sus
combinaciones podrian estar relacionados con la capacidad del CBD para modular mecanismos
periféricos del dolor, incluyendo la inhibicion de la liberacion de citoquinas proinflamatorias y la
regulacion de canales i6nicos asociados a la transmision nociceptiva (Silva-Cardoso & Leite-

Panissi, 2022; Veras et al., 2023). Ademas, se ha demostrado que andlogos de cannabidiol pueden
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reducir significativamente los sintomas de alodinia en modelos murinos de neuropatia periférica,

sugiriendo una accidn directa sobre las vias sensoriales afectadas (Marques et al., 2024).

El mecanismo por el cual el CBD ejerce este efecto antinociceptivo es complejo y
multifactorial. Por un lado, se ha demostrado que el CBD modula la actividad del sistema
endocannabinoide al inhibir la enzima FAAH, lo que conduce a una acumulacion de anandamida,
un endocannabinoide con propiedades analgésicas. Esta anandamida actia sobre los receptores
cannabinoides CB1 y CB2, asi como sobre canales TRP, entre estos, TRPV1 y TRPV3, que estan
implicados en la percepcion del dolor, modulando su actividad e induciendo efectos
antinociceptivos, mediante la regulacion de la transmision como la percepcion del dolor (Iannotti
et al., 2014; Nascimento et al., 2019; Silva-Cardoso et al., 2021; Chand et al., 2025). Ademas, el
CBD inhibe la liberacidon de neurotransmisores excitatorios desde terminaciones presindpticas y
modula la excitabilidad neuronal, lo que contribuye a su efecto analgésico en dolor cronico (Arthur
etal., 2024). De igual forma, se ha observado que su administracion reduce la activacion de células
gliales y promueve un entorno neuroquimico menos inflamatorio en regiones cerebrales asociadas

al procesamiento del dolor (Borgonetti et al., 2022; Silva-Cardoso et al., 2023)

Aunque el efecto restaurador de los tratamientos combinados no alcanzé completamente
los valores basales observados en el grupo control, la tendencia hacia la disminucion de la
hiperalgesia sugiere un impacto positivo del CBD en la atenuacion de la sensibilizacion
nociceptiva inducida por levofloxacina. Sin embargo, factores como la dosis, la duracion del
tratamiento y las caracteristicas farmacocinéticas del CBD podrian influir en la magnitud del efecto

observado (Hayduk et al., 2024). Ademas, los resultados fueron coherentes con trabajos previos
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que sefialan una buena tolerancia al CBD, sin evidencia de efectos adversos relevantes, incluso
tras su administracion prolongada (Silva-Cardoso & Leite-Panissi, 2022).

Los hallazgos de este estudio, junto con la evidencia reportada en la literatura, posicionan
al cannabidiol como un candidato terapéutico prometedor para el manejo del dolor crénico,
especialmente en aquellos casos clinicos donde las terapias convencionales resultan ineficaces o
generan efectos adversos significativos, lo que respalda su utilidad potencial como herramienta

terapéutica complementaria o sustitutiva en este tipo de patologias.

Por otra parte, diversos estudios experimentales han demostrado que la administracion de
levofloxacina puede inducir un desequilibrio en el sistema redox, caracterizado por un incremento
de la peroxidacion lipidica y una disminucion en la capacidad antioxidante celular. En modelos
animales, particularmente en ratas y ratones, se ha reportado un aumento significativo en los
niveles de malondialdehido y 4-HNE, productos derivados del dafio oxidante a lipidos, lo cual
constituye una evidencia clara de peroxidacion lipidica intensificada tras la exposicion a este
antibidtico (Olayinka et al., 2015; Farid & Hegazy, 2019). Este efecto oxidante suele ir
acompafiado de una disminucion en la actividad de importantes enzimas antioxidantes endogenas
como la CAT y SOD, asi como de una reduccion en los niveles de GSH, un antioxidante no
enzimatico clave. Esta combinacion sugiere una capacidad limitada de defensa celular frente al
aumento de ERO. Ademads, se ha documentado que la generacion excesiva de ERO es un
mecanismo clave mediante el cual la levofloxacina puede inducir estrés oxidante en diversos
tejidos, incluyendo higado (Afolabi & Oyewo, 2014) y rifion (Figardina et al., 2022). Estas

alteraciones bioquimicas se han asociado con dafio tisular, disfuncion hepatica y renal, y cambios
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en biomarcadores clinicos, lo que confirma el potencial toxico de este firmaco en contextos de uso
prolongado o en dosis elevadas.

Pese a lo anterior, los resultados obtenidos no mostraron alteraciones significativas en los
niveles de 4-HNE, ni en la actividad de las enzimas CAT, SOD y GSH (Tabla 7).
Esta discrepancia podria explicarse por multiples factores, entre ellos diferencias en el protocolo
experimental, tales como la dosis empleada, la via de administracion, asi como las caracteristicas
fisioldgicas de los sujetos experimentales utilizados (edad, peso, entre otras). Ademas, es posible
que el tiempo de recoleccion de muestras no coincidiera con el pico de expresion de estos
biomarcadores, lo cual podria haber influido en los resultados obtenidos. Por otro lado, aunque
idealmente las condiciones de preparacion de los homogenados deberian haberse ajustado a los
requerimientos especificos de cada bioensayo, debido a la limitada cantidad de tejido disponible,
se utilizd un tUnico protocolo de homogenizacion para todos los analisis. Esta limitacion
metodoldgica, podria haber influido en la sensibilidad y precision de los resultados obtenidos.
Estos resultados resaltan la necesidad de estudios adicionales que exploren las condiciones

especificas bajo las cuales la levofloxacina ejerce efectos prooxidantes.

Por ultimo, el analisis histologico y morfométrico del nervio citico realizado permitio
obtener una caracterizacion estructural de los distintos grupos experimentales, mediante cortes
transversales y longitudinales tefiiddos con hematoxilina y eosina. Los pardmetros evaluados
incluyeron densidad axonal, densidad de células de Schwann y fibroblastos, longitud del perineuro,
area del fasciculo y la proporcion de células de Schwann respecto a las fibras nerviosas (Tabla 8).
En el andlisis realizado no se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

tratados y el control en ninguno de los pardmetros evaluados. La ausencia de modificaciones
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estructurales observada (Tabla 8 y Figura 14) sugiere que el tratamiento no gener6 daio tisular ni
desorganizacion morfoldgica en el nervio ciatico durante el periodo de estudio. Este hallazgo
adquiere relevancia porque indica que, a pesar de la administracion continua del compuesto, la
arquitectura del nervio se mantuvo conservada, lo cual aporta evidencia de seguridad a nivel
histologico en este modelo experimental. Ademas, los resultados son congruentes con lo descrito
en investigaciones previas, donde no se reportaron alteraciones morfoldgicas adversas ni pérdida
de la organizacion tisular cuando se utilizaron protocolos conservadores o sustancias con bajo
potencial toxico (Atunes et al., 2019; Dias et al., 2023). La consistencia entre lo encontrado en este
estudio y lo reportado en la literatura refuerza la interpretacion de que la intervencion evaluada no
compromete la integridad estructural del nervio periférico, aun cuando se emplea bajo condiciones
de tratamiento repetido.

En contraste con estudios previos que reportan degeneracion axonal, edema endoneural o
desmielinizacion tras la exposicion prolongada a determinados farmacos (Zeynal & Kadioglu,
2022; Yilmaz & Girit, 2024), los resultados indican que, bajo las condiciones experimentales
utilizadas, no se observaron signos morfoldgicos compatibles con neurotoxicidad. Este hallazgo
podria estar asociado a diferencias en factores metodologicos como la dosis administrada, el
tiempo de exposicion o la via utilizada, el tipo de procesamiento de tejidos para realizacion de
cortes histoldgicos, variables que pueden determinar la respuesta del tejido nervioso. Sin embargo,
la ausencia de cambios histologicos en el nervio cidtico debe interpretarse con precaucion, pues
no excluye la posibilidad de que existan alteraciones funcionales ni descarta que otros nervios
periféricos o tejidos puedan verse afectados. En este sentido, los resultados obtenidos resaltan la
necesidad de complementar los anélisis morfoldgicos con estudios funcionales y en otros 6rganos

para lograr una comprension mas amplia del impacto del tratamiento. Para ello, resulta
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fundamental incorporar aproximaciones adicionales, como andlisis electrofisiologicos o
moleculares, que permitan profundizar en la evaluacion de los efectos del tratamiento sobre el

tejido nervioso.

6. Conclusiones

El presente trabajo aporta al entendimiento de los efectos neurotoxicos de la levofloxacina,
evidenciando su papel en la generacidon de nocicepcion y neuropatia periférica. Con ello se logrd
establecer un modelo experimental preclinico para el estudio del dafio inducido por este
antimicrobiano en ratas Wistar.

Un aporte central de la investigacion fue la evaluacion del cannabidiol como posible agente
neuroprotector. Los resultados muestran su capacidad para atenuar la hipersensibilidad mecénica
y térmica inducida por la levofloxacina, lo que lo posiciona como un candidato con potencial
terapéutico en el manejo del dolor neuropatico y abre la discusion sobre su aplicacion en contextos
clinicos donde las terapias convencionales resultan insuficientes.

Finalmente, los resultados no permitieron describir el papel del estrés oxidativo como
mecanismo mediador de la neurotoxicidad periférica inducida por la levofloxacina. No fue posible
confirmar una accién directa del CBD sobre la integridad del nervio, y los efectos observados
parecen estar mas relacionados con procesos de modulaciéon del dolor o respuestas
antiinflamatorias que con una preservacion estructural neuronal. En este contexto, la ausencia de
evidencia clara que respalde la hipotesis inicial subraya la necesidad de realizar investigaciones
adicionales que integren aproximaciones morfologicas, bioquimicas y funcionales, con el fin de
esclarecer los mecanismos involucrados y precisar el papel del CBD en la proteccion del sistema

nervioso periférico.
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7. Recomendaciones

A partir de los resultados obtenidos, se recomienda que futuras investigaciones profundicen
en la evaluacion funcional del sistema nervioso periférico tras la exposicion a levofloxacina,
mediante el uso de técnicas complementarias como analisis electrofisioldgicos y moleculares que
permitan detectar alteraciones no evidentes a nivel histologico. Asimismo, se sugiere explorar
diferentes esquemas de dosificacion y duracion del tratamiento. En cuanto al cannabidiol, se
recomienda ampliar su estudio como agente neuroprotector y antinociceptivo, considerando
distintas dosis, formulaciones y vias de administracion para avanzar hacia su posible aplicacion
clinica. Por ultimo, estos hallazgos pueden contribuir al fortalecimiento del seguimiento clinico y
regulatorio del uso de fluoroquinolonas y promover estrategias terapéuticas mas seguras,

especialmente en pacientes con riesgo de desarrollar neuropatia periférica.
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