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RESUMEN

El paclitaxel (Taxol®) se usa ampliamente en el tratamiento de cancer de mama, ovario,
pulmon, entre otros. Aunque es muy eficaz para bloquear la progresién del tumor, causa
como efecto secundario una neuropatia periférica dolorosa en un 60-70% de los pacientes.
En estos pacientes, se ha documentado acumulaciéon de proteinas desplegadas. La
acumulacion de proteinas desplegadas en el lumen del ER puede ser causada por diversos
motivos (falta de oxigeno, cambios de pH, niveles bajos de glucosa, quimioterapia, etc.).
La respuesta a proteinas desplegadas (UPR) se compone por tres sensores del reticulo
endoplasmico (ER); la quinasa del reticulo endoplasmico de tipo del tipo quinasas
dependentes de ARN (PERK), el factor 6 activador de la transcripcion (ATF6), y la enzima
1a que requiere de inositol (IRE1a). En el caso de IRE1a, su actividad ribonucleasa
produce el empalme del RNAm de XBP1 (XBP1S), un potente factor de transcripciéon que
induce la produccién de mediadores pro-inflamatorios. Este trabajo se desarrollo para
investigar si la activacion de la UPR, en especifico de XBP1s en el ER contribuye al
desarrollo de dolor neuropatico en pacientes tratados con paclitaxel. Ratones macho de la
cepa C57BL/6 recibieron un tratamiento sub-crénico con: (i) vehiculo (solucién salina 70%
+ etanol 20% + tween 80 10%); o (ii) paclitaxel (4 mg/kg y 8 m/kg) cada 2 dias por 8 dias.
Se evalud la presencia de dolor espontaneo y sensibilidad a estimulos mecanicos y
térmicos. Ademas, se evalud el efecto profilactico y terapéutico de 4u8c, un farmaco
inhibidor de la actividad ribonucleasa de IRE1a,; sobre el dolor espontaneo, y la sensibilidad
a estimulos mecanicos y térmicos generados por paclitaxel. Ademas, mediante la técnica
de Western blot, se evalud la activacion de XBP1s en los GRD de ratones tratados con

vehiculo + paclitaxel y la combinacion 4u8c + paclitaxel.



ABSTRACT

Paclitaxel (Taxol®) is widely used in the treatment of different types of cancer, such as
breast, ovarian, and lung. Although it’s very effective in blocking tumor progression, as a
side effect it causes painful peripheral neuropathy in 60-70% of patients. It has been
proposed that the endoplasmic reticulum (ER) stress response contributes to the
development of neuropathic pain. The IRE1a protein is an ER sensor with ribonuclease
activity that, when activated, produces a recovery response to stress caused by unfolded
proteins (UPR); specifically, the ribonuclease activity of IRE1a produces the splicing of
XBP1 mRNA (XBP1s), a potent transcription factor that under chronic ER stress induces
the production of proinflammatory mediators. Through the intraperitoneal administration of
paclitaxel in mice, the participation of the IRE1a pathway in the development of painful
peripheral neuropathy was evaluated in C57BL/6 male mice. Animals were administered
with vehicle (70% saline solution +20% ethanol + 10% tween80) or paclitaxel (4mg/kg and
8 mg/kg) every 2 days for 8 days. The presence of spontaneous pain, as well as sensitivity
to mechanical and thermal stimuli were evaluated. Using the Western blot technique, the
activation of XBP1s was evaluated in the dorsal root ganglia (DRG) of mice treated with
vehicle or paclitaxel. In addition, it was also evaluated whether the intraperitoneal
administration of 4u8c, a drug that inhibits the ribonuclease activity of IRE1a, prevents or
reverses the activation of spontaneous pain, and the sensitivity to mechanical and thermal
stimuli generated by paclitaxel; this when 4u8c was administer the prophylactically, or
therapeutically.

TiTULO
Estudio de la neuropatia dolorosa inducida por paclitaxel y su

relacion con el sensor del reticulo endoplasmico IRE1a

INTRODUCCION

El reticulo endoplasmatico (ER) se puede describir como un organelo abundante, dinamico,
y capaz de captar energia. Cuenta con amplias membranas que se pueden dividir en
rugosa y lisa, y éstas se distribuyen de manera diferente segun el tipo celular y sus
necesidades. Otras de sus funciones son las de sintetizar proteinas, lipidos, y ademas es
el mayor almacén de Ca?* intracelular. Sin embargo, una carga excesiva de calorias y una

glucolipotoxicidad causada por una dieta hipercaldrica, puede conducir a la activaciéon de



lo que se conoce como la respuesta a proteinas desplegadas (UPR). Se trata de una
respuesta al estrés del ER que pretende restablecer la homeostasis mediante la
disminucion del estrés oxidativo, la sintesis proteica, y la fuga de calcio. Lamentablemente,
cuando las condiciones de estrés son cronicas, la UPR conduce a la formacion de especies
reactivas de oxigeno, inflamacion, y apoptosis; provocando un efecto negativo en otros
organelos (Cortés-Gines et al., 2021).

Para una correcta funcion bioldgica, es necesario que el plegado y estructura tridimensional
de las proteinas sea la correcta. Cuando existe algun tipo de mutacion, o al presentarse
condiciones de estrés en el ambiente intra o extracelular, se puede producir un plegado
incorrecto de las proteinas. Lo anterior puede asociarse a una pérdida en las funciones
fisiologicas de las proteinas implicadas, generando productos toxicos para la célula y
pudiendo promover el desarrollo de enfermedades de dificil diagnéstico y/o tratamiento

(Rivera-Krstulovi¢ y Duran-Aniotz, 2020).

Una consecuencia de un estado de estrés cronico del ER es la muerte celular por
apoptosis, lo que puede llevar a condiciones como la hiperlipidemia, hiperhomocisteinemia,
hiperglucemia, y a la activacion inflamatoria; lo cual ha sido observado tanto en humanos
como en modelos preclinicos murinos. Por lo anterior, se le ha considerado como un pilar
para entender diferentes estados patolégicos y diversas enfermedades, entre las que se
incluyen enfermedades metabdlicas, inflamacién, desordenes neurodegenerativos, y

cancer (Wang y Kaufman, 2012).

En los mamiferos se han descubierto tres cascadas de sefializacion que son activadas
como respuestas al estrés causado por los errores en el plegado de proteinas. El inicio de
dichas vias de respuesta esta dado por tres sensores proteinicos transmembranales del
ER: la enzima 1a que requiere de inositol (IRE1a), la quinasa del reticulo endoplasmico de
tipo de la quinasa de proteinas dependientes de ARN (PERK), y el factor de transcripcion
activador 6 (ATF6). Dichos sensores tienen dominios situados en el lumen del ER que son
capaces de detectar péptidos de proteinas desplegadas y regiones citosdlicas que en
condiciones fisiologicas protegen a la célula del estrés del ER. Lo anterior por modulacién
del aparato de traduccién o transcripcion, o por interaccion con moléculas de sefalizacion
(Hetz et al., 2020).



Recientemente, se ha descubierto que al activar la via IRE1a-proteina 1 de unién a la caja
x (XBP1) en leucocitos se promueve la generacion de prostaglandina E2 (PGE2) y dolor.
Tanto el estrés del reticulo endoplasmatico, como las condiciones inflamatorias, o la
participacion de receptores que reconocen patrones, como los receptores tipo toll (TLRs),
detonan la activacion de IRE1a y la generacion de la proteina 1 de unién a la caja x
empalmada (XBP1s) funcional en leucocitos mieloides. Este factor de transcripcion
multitarea induce la expresioén tanto de ciclooxigenasa-2 (COX-2), como de prostaglandina
E sintasa microsomal-1 (mMPGES-1), que son enzimas con la funcion de catalizar la sintesis
de PGE2 a partir del acido araquidénico. PGE2 es conocido por actuar como un potente
mediador lipidico que provoca dolor al activar y sensibilizar nociceptores. La desactivacion
de la sefalizacion de IRE1a-XBP1 disminuye las respuestas de comportamientos
dolorosos postcirugia y de dolor visceral inflamatorio en modelos de ratén dependientes de
PGE2 (Chopra et al., 2019).

El paclitaxel (PTX) es un farmaco perteneciente al grupo de los taxanos que se utiliza de
manera comun para tratar varias enfermedades neoplasicas, como lo son el cancer de
mama, de pulmon, y de ovario. Este quimioterapéutico tiene su efecto antitumoral por su
capacidad para unirse a los microtubulos del citoesqueleto de la célula, y por aumentar la
polimerizacion de la tubulina; llevando a que el ciclo celular se detenga, y, por ultimo, se
lleve a una muerte celular por apoptosis. Los resultados observados en pacientes de
cancer tratados con este medicamento han dejado evidencia de que es capaz de
incrementar la proporcion de sobrevivientes libres de progresion, y de aquellos que llegan
a una recuperacion completa. Sin embargo, también existe evidencia de que un efecto
adverso del tratamiento es la neuropatia periférica inducida por quimioterapia (CIPN). Esta
neuropatia involucra degeneracion o disfuncion de las fibras nerviosas periféricas, y se ha
calculado que un 59-78% de las personas presentan algun nivel de dafo agudo y un 30%
genera daino crénico (Toma et al., 2017). Por todo lo anterior, resulta relevante el desarrollo
de tratamientos que eviten o prevengan los efectos adversos de paclitaxel y de la

quimioterapia en general.

ANTECEDENTES
Las ramas de la respuesta a proteinas desplegadas ante el estrés del reticulo endoplasmico
El ER esta constituido por una red tubular dindmica que realiza algunos procesos

metabdlicos como la gluconeogénesis y la sintesis de lipidos. Otras de sus funciones son



la de servir como el principal almacén de calcio de la célula, y contribuir con la formacién
de autofagosomas y peroxisomas. Ademas, en el ER se llevan a cabo los procesos iniciales
para la maduracién de las proteinas (cruciales para su correcto plegado) sintetizadas por
la via secretora, que representan al 30% de proteinas expresadas por el genoma
(proteoma) de células eucariontes. Por lo anterior, la funcion del plegado de proteinas
desarrollada por el ER se ve puesta a prueba en las células secretoras especializadas (e.g.,
neuronas, células enddcrinas, etc.) debido a su alta demanda de sintesis de proteinas, que

lleva a un estrés constante (Hetz, 2012).

La UPR ha sido bien estudiada en el ER, y se trata de una via o respuesta de dicho organelo
cuando se encuentra bajo estrés. En condiciones fisiologicas, la proteina PERK es
estabilizada por las proteinas proteina de shock térmico de 90 kDa (HSP90) y la proteina
de unioén a inmunoglobulinas (BiP). Pero bajo condiciones de estrés del reticulo se produce
una liberacion, dimerizacion, y autofosforilacion de PERK, que después fosforila al
complejo elF2 en la posicion Ser51, dirigiéndolo a una serie de procesos que llevan a la
disminucion de la sintesis de proteinas. El complejo factor de iniciacion eucariota 2
fosforilado (elF2) tiene una mayor afinidad por guanosin difosfato (GDP), lo que podria
evitar el reinicio de la traduccién por falta de intercambio de guanosin trifosfato (GTP)
mediado por elF2; que seria necesario para la volver a formar el complejo elF2-GTP-
tRNAmet. En este proceso, sucede una disminucion de la traduccién de acido ribonucleico
mensajero (MRNA) junto con un aumento de la regulaciéon de genes para proteinas anti-
estrés y transportadores de aminoacidos, como el factor de transcripcidon activador 4
(ATF4). Esta proteina interactia con el ER y aumenta la regulacion de genes de la
respuesta al estrés asociados tanto con la supervivencia celular, como con la apoptosis
(Manalo y Medina, 2018).

Ademas de que la UPR se relaciona con la respuesta del ER ante las proteinas
desplegadas, y que puede darse tanto en condiciones fisiolégicas como patolodgicas,
también se ha observado que juega un papel importante en otras funciones; entre las que
se incluyen el metabolismo de lipidos y colesterol, la homeostasis de energia, y la
diferenciacion celular. Se puede decir que las UPR se conforman por una estructura de
sefializacion dinamica que mantienen la homeostasis de los organelos en un ambiente
donde se llevan a cabo fluctuaciones y diversificaciones de las variables que determinan
su estado fisiolégico (Hetz, 2012).



La proteina de unién a inmunoglobulinas (BiP) es una chaperona que también es conocida
como proteina reguladora de la glucosa (GRP), y bajo condiciones nativas, se une a cada
uno de los tres sensores de la UPR inhibiendo su actividad (Figura 1). Pero bajo
condiciones de estrés del ER, BiP se separa de los sensores y se une a proteinas mal
plegadas o sin ensamblar dentro del ER; lo que causa que la UPR se active. Al separarse
la Bip de PERK, se produce la dimerizacién y autofosforilacién de la quinasa contenida, lo
que lleva a la activacion de dicha via y a un consecuente decremento del flujo de proteinas
en el interior del ER. La disociacion de Bip del factor de transcripcion ATF6 lleva a su
translocacion al aparato de Golgi, donde se lleva a cabo una protedlisis secuencial por
medio de proteasas del sitio 1 y del sitio 2. Lo anterior causa que el fragmento de ATF6 en
el citosol sea translocado al nucleo, y ahi se induce la transcripcion de proteinas
chaperonas similares a ATF4. Por ultimo, al disociarse BiP de IRE1a, se provoca su
dimerizacion y autofosforilacion, causando que la actividad endoribonucleasa de IRE1a se
una al mMRNA de la XBP1 para cortar un intron de 26 nucleétidos. El acido ribonucleico
mensajero (MRNA) de XBP1S es traducido, y es trasladado al ndcleo para iniciar la
transcripcion de proteinas chaperonas relacionadas con la degradacién de proteinas
asociada al ER (ERAD). Los tres mecanismos anteriores funcionan en conjunto para
regular o disminuir el estrés del ER, con el objetivo de reestablecer la funcién normal de
dicho organelo (O’Brien et al., 2014).
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Figura 1.- Activacion de la respuesta a proteinas despleagadas (UPR). Imagen
representativa de los mecanismos y funciones de los receptores IRE1la, PERK, y ATF6. Note que, en
condiciones de estrés del ER, la UPR se activa al darse la dimerizacién de BiP, dando lugar a la
activacion de las tres vias de respuesta de la UPR (O’Brien, et al. 2014).

Dolor neuropatico

Este tipo de dolor afecta a entre el 7 y 10% de la poblacién y se produce por un dafio o
enfermedad del sistema somatosensorial, que incluye a las fibras AB, Ad, y C. Se han
descrito diversas causas que conducen a esta afectacion, y se cree que la incidencia de
este padecimiento aumentara debido al envejecimiento de la poblacién mundial, a la
diabetes mellitus, y al aumento en la supervivencia de pacientes con cancer. En cuanto al
aspecto fisioldgico, se han identificado algunos factores implicados en este tipo de dolor,
como lo son los desbalances entre la sefializacién somatosensorial excitatoria e inhibitoria,
las alteraciones de los canales idnicos, y la forma en que son moduladas las sefales

dolorosas del sistema nervioso (Colloca et al., 2011).

Existen diferentes condiciones que causan dolor neuropatico, como la neuropatia periférica
dolorosa por diabetes, la neuropatia dolorosa no diabética, la neuralgia posherpética, la
neuralgia trigémina, la radiculopatia, el sindrome de cirugia fallida de espalda, el dolor
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central después de un accidente cerebrovascular, la lesion de la médula espinal, y la
esclerosis multiple. A pesar de que el padecimiento es considerado un sintoma comun en
el ambito de la neurologia, es frecuente que los pacientes no se sientan satisfechos con
los resultados de su tratamiento. Lo que se debe principalmente a la persistencia del dolor,
a los efectos adversos y a que los pacientes suelen tener expectativas de recuperacion

poco realistas (Zilliox, 2017).

Dolor neuropatico inducido por quimioterapia

El dolor neuropatico inducido por quimioterapia (CIPN, por sus siglas en inglés) hace
referencia al efecto adverso que se presenta de forma comun debido a la alta toxicidad de
varios medicamentos utilizados en la quimioterapia, en los que se incluyen agentes a base
de platino (oxaliplatino, cisplatino, y carboplatino), taxanos (paclitaxel, y docetaxel), vinca
alcaloides, inhibidores del proteosoma, y analogos de la talidomida. Estos farmacos se
utilizan con el fin de tratar diversos tipos de cancer como el de mama, pulmoén, cervical,
préstata, ovario, testiculo, gastrointestinal, sangre, y médula 6sea. Este efecto adverso, es
causado por una toxicidad relacionada con la dosis, lo que lleva a que en algunos casos
se llegue a interrumpir el tratamiento, a una disminucion de la dosis a niveles
subterapéuticos, o incluso a terminar de forma definitiva con su administracion; llevando a
que la recuperacion no sea optima. Dicho efecto adverso puede llegar a afectar de forma
importante la calidad de vida de los pacientes. Ademas del gasto econdmico para tratar
este padecimiento, aumentando considerablemente los ya de por si altos costos del

tratamiento contra el cancer (Omran et al., 2021).

Paclitaxel

El paclitaxel es un medicamento que se obtuvo por primera de la corteza del arbol Taxus
brevifolia. Se le considera uno de los ejemplos de los compuestos obtenidos de plantas
que inicialmente fueron utilizados por la herbolaria, y posteriormente, al estudiarse sus
componentes quimicos, se encontré sustento en su aplicacion por la industria farmacéutica.
Por lo anterior, resulta evidente la importancia que pueden llegar a tener los compuestos
creados por los diferentes organismos vegetales para el desarrollo de compuestos

medicinales (Centelles e Imperial, 2010).

Este farmaco se utiliza con frecuencia para tratar varias enfermedades neoplasicas, como
lo son el cancer de mama, de pulmodn, y de ovario. Este quimioterapéutico tiene su efecto

antitumoral al ser capaz de unirse a los microtiubulos del citoesqueleto de la célula, y al
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aumentar la polimerizacion de la tubulina; llevando a que el ciclo celular se detenga, y, por

ultimo, se lleve a una muerte celular por apoptosis (Toma et al., 2017).

La compleja estructura quimica del paclitaxel (Figura 2), esta conformada por un esqueleto
hidrocarbonado que se compone por tres ciclos de 6, 8 y 6 carbonos polisustituidos con
cuatro metilos y ocho funciones oxigenadas; entre ellas, una b-fenilisoserina que esterifica
la posicién C-13, y la molécula contiene en total once estereocentros (Centelles e Imperial,
2010).

Figura 2.- Estructura quimica del paclitaxel. Se ejemplifica lo descrito en parrafos anteriores
(Katsuki, et al. 2019).

Neuropatia periférica causada por Paclitaxel

La magnitud de la neuropatia periférica causada por el paclitaxel esta en la dosis y el tiempo
de administracién del farmaco. Puede ser facilitada por condiciones previas al tratamiento,
o por la administracién simultanea con otros medicamentos; lo que hace que sea dificil
predecir su aparicion y la gravedad. Algunos de los sintomas que se manifiestan al principio
suelen ser el entumecimiento, hormigueo y/o alodinia tanto en los dedos de manos y pies;
que pueden llegar a presentarse entre las 24 y 72 horas previas a la inyeccion. Los
sintomas antes mencionados pueden extenderse hasta la parte inferior de la pierna y
mufecas, llegando a presentarse en hasta un 97% de los pacientes con cancer
ginecoldgico y urolégico, sobre todo si la dosis acumulada es mayor a los 1400 mg/m?. Y
en general, la neuropatia periférica se desarrolla en un 60% de las personas con cancer

tratadas con quimioterapia (Klein y Lehmann, 2021).

Modelos de neuropatia en ratones tratados con paclitaxel
Se han logrado desarrollar de manera exitosa modelos de CIPN con ratones C57BL/6

macho expuestos a paclitaxel por via intraperitoneal. Y, a partir de éstos, se ha podido
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evaluar la conducta de alodinia tanto mecanica como térmica, asi como algunas conductas
parecidas a la anhedonia y la depresion relacionadas con el dolor neuropatico que sufren

los organismos tratados con este farmaco (Toma et al., 2017).

Un modelo ampliamente aceptado que buscd explicar la neurotoxicidad del paclitaxel
expuso que éste fendmeno se provoca por una degeneracion del axén al dafar las
mitocondrias en interior del mismo axon, y provocar la formacién de especies reactivas de
oxigeno. Esto fue observado en células cancerosas que fueron tratadas in vitro con
paclitaxel, en las que se observé dafo de mitocondrias y especies reactivas de oxigeno,
que las llevo a la apoptosis. Sin embargo, no se tiene certeza de si el dafio mitocondrial
observado fue la causa de la degeneraciéon axonal o si es una consecuencia de los
procesos degradativos inducidos durante el dafo del axdn; por lo que estudios in vivo
pueden ser de utilidad para esclarecer las cuestiones que no se han aclarado en la

actualidad (Cirrincione et al., 2020).

JUSTIFICACION

El paclitaxel (Taxol®) es un medicamento recetado para el tratamiento de enfermedades
neoplasicas como cancer de mama, pulmon y ovario. Sin embargo, un efecto adverso que
se le asocia es el desarrollo de la neuropatia periférica dolorosa, la cual afecta de manera
importante la calidad de vida de los pacientes. Se ha relacionado la rama de respuesta a
proteinas desplegadas del reticulo endoplasmico IRE1a con la degeneracion de las fibras
periféricas. Por lo tanto, podria existir relacion entre dicho padecimiento y el eje IRE1a-
XBP1s en ganglios de la raiz dorsal (DRG). Debido a lo antes mencionado, este proyecto
se disefo para investigar el efecto de inhibidores selectivos de la rama IRE1a en modelos
de neuropatia inducida por paclitaxel sobre la conducta nociceptiva evocada por
estimulacion mecanica y térmica; y asi determinar si dicha neuropatia involucra la
participacion de la rama IRE1a. Lo anterior, podria llevar al desarrollo de nuevos
tratamientos coadyuvantes para que, en los pacientes con cancer que reciben el paclitaxel
como tratamiento, se prevenga o revierta la degeneracién de fibras nerviosas periféricas

que conduce a la aparicion de la neuropatia periférica dolorosa.

HIPOTESIS
La administracion de inhibidores de la rama IRE1a previene y/o revierte la neuropatia

causada por la administracion de paclitaxel en modelos animales de ratones C57BL/6, esto
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debido a que el eje de proteinas desplegadas IRE1a-XBP1s esta relacionado con el
desarrollo de este padecimiento al administrar dosis de dicho farmaco proporcionales a las

aplicadas en la clinica.

OBJETIVOS

General
e Determinar si la activacion del eje IRE1a-XBP1s esta asociada al desarrollo de la

neuropatia periférica dolorosa inducida por paclitaxel en ratones C57BL/6.

Especificos

Obtener un modelo in vivo de neuropatia periférica dolorosa por medio de la
administracion de paclitaxel en ratones C57BL/6J macho.

Analizar la presencia de dolor espontaneo y el desarrollo de sensibilidad a estimulos
mecanicos y térmicos en los ratones tratados con paclitaxel en comparacién con el grupo
control.

Determinar si la administracion intraperitoneal de 4u8C y/o STF-083010 previenen o
revierten la activacién de XBP1s in vivo.

Evaluar la activacion de XBP1s en los ganglios de la raiz dorsal (DRG) de ratones

tratados con vehiculo y paclitaxel.

METAS

Realizar una serie de estudios que permitan identificar si el eje IRE1-a-XBP1s tiene relacion
con el desarrollo de neuropatia dolorosa inducida por paclitaxel, esto utilizando inhibidores
de dicha via de respuesta a proteinas con errores de plegado, y realizando pruebas

conductuales y bioquimicas.

METODOLOGIA

Animales

Se emplearon ratones C57BL/6 macho de entre 8 y 10 semanas provenientes del bioterio
principal de la Benemérita Universidad Autonoma de Aguascalientes. Los animales se
habituaron al nuevo bioterio por un lapso de una semana antes de comenzar con cualquier
experimento. Se controlaron las condiciones del bioterio, manteniendo una temperatura
ambiental de 21 grados Celsius aproximadamente, una humedad del 52%, y un ciclo

invertido de 12 horas de luz/oscuridad (encendido a las 9:00 h).
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Para los analisis de alodinia mecanica, térmica, y expresiones faciales; se utilizaron 54
ratones. Al terminar dichos experimentos se utilizaron los mismos individuos para tomar las
muestras de los DRG necesarias para el western blot. Adicionalmente, 7 ratones mas, que
no fueron administrados con ningun farmaco fueron sacrificados para obtener las muestras
correspondientes a los valores fisiologicos de proteina a partir de las DRG. Se les coloco
en jaulas transparentes con aserrin como sustrato para que no estuvieran en contacto
directo con el plastico de la jaula, y el niumero maximo de ratones por jaula fue de 6. Los
ratones se agruparon al azar al momento de agruparlos en sus jaulas, y se les brind6 agua

y alimento sin restriccion.

Pruebas conductuales

Previo a cualquier administracién de farmacos se realizaron las pruebas conductuales,
dejando a los ratones aclimatarse al cuarto y condiciones de medicién por al menos 1 hora
antes de comenzar con los analisis. Después se inicio con las observaciones de la escala
grimace para determinar la presencia de dolor espontaneo y la prueba por medio de
filamentos de Von Frey para determinar sensibilidad a estimulos mecanicos. Por ultimo, se
realizo la prueba de la plancha caliente para determinar evaluar la respuesta nociceptiva a
estimulos térmicos. Las pruebas conductuales se realizaron los dias 1, 3, 5, 7, 10, 14, y 21
y se evaluaron los efectos del paclitaxel (8 mg/kg y 4 mg/kg), los inhibidores de la via IRE1a
(4u8c y STF-083010) y los respectivos vehiculos.

Escala grimace

Se utilizé la metodologia propuesta por Langford et al. (2010), para lo que se usaron las
imagenes de referencia brindadas por los autores. Para esto, se cubrié con papel estraza
la superficie de una mesa de 70 cm x 60 cm, sobre la cual se colocé una estructura con
una superficie de malla metalica (con poros de 5 cm x 5 cm). Se coloc6 a cada ratén por
separado en jaulas de plastico transparente (de 18 cm x 18 cm de base, y 22 cm de
altura). De esta manera, los ratones quedaron a la altura del observador, y también se
pudo caminar alrededor de la mesa para una mejor observacion. Se les habitué por 1
hora, y después se observé a cada raton para registrar su nivel de expresion facial de

dolor (del 0 al 2), como se sefiala en la literatura.

Medicién de alodinia mecanica
Después de haber registrado los valores de la prueba escala Grimace, se prosiguié con la

prueba de Von Frey; que utiliza filamentos de diferentes grosores. Se dejé a los ratones
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sobre la estructura en la que se les aclimaté. Esto permitiéo medir la respuesta de los ratones

a los estimulos mecanicos a partir de los lineamientos descritos por Deuis et al. (2017).

Cada filamento se aplicd en la pata izquierda del roedor, en el punto central entre sus
almohadillas. Se comenzé utilizando el filamento de 3.84 gramos fuerza, y el siguiente
filamento a utilizar se determind dependiendo de la respuesta del roedor. Si respondié ante
dicho filamento se probo el filamento que representara el valor inmediato inferior, y si no
respondié se continué con el siguiente de valor mas alto. Se registraron un total 5
mediciones por individuo. El filamento mas alto a utilizado fue el de 4.31 gramos fuerza, y
se consideré que no hubo respuesta en los casos que el roedor no respondié a dicho

filamento antes de completar las 5 mediciones.

Medicién de alodinia térmica

Para evaluar la presencia de alodinia térmica ante altas temperaturas, en todos los
tratamientos se realizé la prueba de la plancha térmica, como lo indican Langford et al.
(2008). La plancha se program6 a 50 °C. Se colocé a cada roedor en la base a la

temperatura elegida y se comenzé a medir el tiempo por medio de un cronémetro digital.

Se observé cuidadosamente al individuo y se detuvo el crondmetro cuando se observé
cualquier respuesta de tipo dolorosa; como puede ser el retirar la pata, agitarla, lamerla, o
saltar para evitar el contacto con la plancha. Y se registré el tiempo de latencia en

segundos.

Disolucién de los farmacos

El paclitaxel se compré en Sigma-Aldrich, y se disolvieron 40 mg/ml de DMSO al 100%, y
se realizaron alicuotas que fueron conservadas a -20 °C hasta el momento de las
administraciones. El vehiculo consistio en 70% de solucién salina + 20% de etanol + 10%
de Tween80 y se inyectd un volumen de 100 pl por 30 g de masa corporal.

Elinhibidor 4u8c se compro en Sigma-Aldrich, y se disolvieron 25 mg/ml de DMSO al 100%,
se realizaron alicuotas que se conservaron a -20 grados centigrados hasta el momento de
su aplicacion. El inhibidor STF-083010, se compré en Sigma-Aldrich, y en se disolvieron 5
mg/ml de DMSO al 100% antes de realizar las alicuotas, que también se conservaron a -
20 °C. Después de que se calcularon las dosis de cada individuo, ambos inhibidores fueron
diluidos con agua inyectable. Por lo que la concentracion final de DMSO fue siempre menor
a 20%.
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Tratamientos

Curva dosis respuesta de paclitaxel
El vehiculo (i.e., solucién salina, etanol, y tween80) y el paclitaxel (4 mg/kg y 8 mg/kg) se

administraron por via intraperitoneal cada 48 horas, los dias 1, 3, 5, y 7 después de concluir
con las pruebas conductuales (Figura 3).

Filamentos de .
Von Frey Plancha caliente

—

832228

Dias 1 3 5 7 10 14 21

| | | |

Tratamientos (i.p.):
. ¢ Vehiculo
« Placlitaxel

4mg/kg
8mag/kg

Figura 3.- Disefio experimental de la curva dosis respuesta con paclitaxel (PTX).
Figura hecha con Biorender.com.

Efecto terapéutico del 4u8c
Los ratones se administraron por via intraperitoneal con una dosis de 8 mg/kg de paclitaxel

cada 48 horas durante los dias 1, 3, 5y 7. Los animales recibieron vehiculo o 10 mg/kg de
4u8c los dias 11, 13, 15, 17, 19. Mismos dias en los que se realizaron las pruebas
conductuales, excepto por la primer medicién, que fue el dia 1 antes delas

administraciones. (Figura 4).
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Figura 4.- Disefio experimental de los efectos terapéuticos del 4u8c administrado

de forma terapéutica sobre la neuropatologia periférica inducida por paclitaxel. Figura hecha
con Biorender.com.

Efecto profilactico del 4u8c y del STF-083010
Para evaluar la posible actividad profilactica del inhibidor 4u8c, se administré vehiculo

(DMSO 20% + agua inyectable) o 10 mg/kg 4u8c un dia previo al inicio del protocolo con
paclitaxel (dia 0) y una hora antes de la inyeccion de 8 mg/kg de paclitaxel durante los dias
1, 3, 5,y 7 (Figura 5). Se realizaron 4 inyecciones de ambos farmacos, dejando un periodo

de 48 horas entre cada administracion.
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Figura 5. Disefio experimental de los efectos profilacticos de 4u8c sobre la
neuropatologia periférica inducida por paclitaxel. Figura hecha con Biorender.com.

Por ultimo, se administré vehiculo (DMSO 20%) o STF-083010 (15 mg/kg) de manera
profilactica. La primera inyeccion se realizé 24 horas antes de la primera administracién de
paclitaxel (8mg/kg), y 1 hora antes de la inyeccién con paclitaxel en los dias 1, 3y 5 (Figura
6).
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Figura 6. Disefio experimental de los efectos profilacticos de STF-083010 Ia
neuropatologia periférica inducida por paclitaxel. Figura hecha con Biorender.com.

Extraccion de ganglios de la raiz dorsal

La extraccion de los DRG se realizé con base en el protocolo creado por Sleight et al.
(2016). Los animales se anestesiaron en una camara de isofluorano y se decapitaron para
la subsecuente extraccion de los DRG. Se extrajeron los ganglios de las regiones lumbares

(L4 - L5) y se mantuvieron en hielo seco hasta su homonegeneizacion.

Procesamiento de los tejidos

Los ganglios del GRD se hoogeneizadorn en 250 uL de buffer de lisis RIPA a 4 °C
conteniendo inhibidores de proteasas y fosfatasas (Sigma Aldrich) usando un
homogeneizador Benckmak (describir modelo) a potencia 1. Se realizaron 10 ciclos con el
homogeneizador (o hasta que el tejido se disgregara). Cada ciclo consistié en 3 segundos

con el homogeneizador encendido, seguido de un periodo de descanso de 5 segundos.
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Las muestras se centrifugaron por 10 minutos, y la centrifuga se programé a 1000 rpm, a
una temperatura de 4 °C, con una aceleracion y desaceleracion de 0. Al terminar, todas las
muestras se pusieron en hielo lo mas rapido posible, y con ayuda de una micropipeta se
recupero el sobrenadante y éste se colocd en un tubo eppendorf nuevo. Los tubos con el
sobrenadante se colocaron en hielo seco hasta terminar de procesar el total de muestras,
y posteriormente se conservaron a -80 °C.

Cuantificacion total de proteina

La cuantificacion total de proteinas de cada muestra se realiz6 mediante el kit de ensayo
de proteinas BCA Pierce™ de Thermo Scientific™. Para lo cual se utilizé6 como diluyente el
buffer de lisis RIPA, y se siguieron las indicaciones brindadas por el fabricante. La

absorbancia se midié a 571 nm.

Western Blot

La técnica fue realizada como se describe por Agnes et al. (2021), con algunas
modificaciones. Los lisados de ganglios de la raiz dorsal se dejaron descongelar sobre
hielo. Se calcul6é un volumen que correspondiera a 20 ug de proteina por muestra, y cada
una se calenté a 95 °C por 10 minutos. Se utilizé un buffer de muestra Laemmi de 4x, y se
uso6 un volumen de 3.5 pL del marcador de peso molecular. Cuando se terminé de llenar
cada pocillo del gel, se corrié a 50 V hasta que las muestras pasaron la region del gel
concentrador, y cuando llegaron al gel separador se subié el voltaje a 120 V. La
transferencia se realiz6 en membranas de PVDF (que previamente se activaron con
metanol durante 10 minutos), y se dejo transfiriendo dentro de la camara fria a 25 volts V
toda la noche a una temperatura de 4 °C. El bloqueo se realiz6é con leche Sveltty en polvo
disuelta en TBS 1X a una concentracion de 5%, y se dejoé en agitaciéon por 2 horas. El
anticuerpo primario Anti-XBP1 (sc-8015) de Santa Cruz se utilizé a una disolucién de 1:500,
en BSA a 5%; y se dejoé incubando en agitacion toda la noche a 4 °C. Como segundo
anticuerpo secundario se utilizé anti-mouse acoplado a peroxidasa de rabano (Jackson
Immunoresearch) a una dilucion de 1:1000 en leche a 5% de concentracion, y se dejo en
agitacion por 2 horas a temperatura ambiente. Para la proteina constitutiva se utilizé como
anticuerpo primario GAPDH a una dilucién de 1:1000 en BSA al 5%, y como anticuerpo
secundario se utilizé una disolucién 1:1000 de anti-rabbit acoplado a peroxidasa de rabano
(Jackson inmunoresearch en una disolucién de 1:1000 en leche a al 5%. Las membranas

se revelaron usando un lector de C-DiGit Blot Scanner de la marca LI-COR, cuenta con un
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disefio capaz de detectar emisiones de luz visible a partir de substratos a partir de

substratos quimioluminiscentes.

Analisis estadisticos

Para la realizacion de las graficas se utilizoé el software Graphpath Prism 8, mientras que
los analisis estadisticos se realizaron mediante el software SigmaPlot 12. La cantidad de
ratones por tratamiento fue de 6, y los datos se presentaron de forma grafica como la media
+ SEM. La normalidad se verificd por medio de la prueba de Shapiro-Wilk, y ademas de
esto se realiz6 una prueba de igualdad de varianzas. Para determinar si hubo diferencias
significativas entre los tratamientos se utilizo una ANOVA de dos vias de mediciones
multiples, y para identificar las diferencias significativas se realizaron comparaciones
pareadas multiples entre las interacciones de variables (tiempo de medicion y tratamiento),
por medio del método Student-Newman-Keuls o Bonferroni t-test segun lo recomendado
por el programa utilizado; lo anterior a un nivel de significancia de a = 0.05, y por lo tanto

las diferencias se consideraron significativas mediante un valor p < 0.05.

RESULTADOS

Modelo de alodinia mecanica y térmica causada por paclitaxel

Ambas dosis de paclitaxel (4 y 8 mg/kg) disminuyeron significativamente el umbral de retiro
de la pata por estimulacion mecanica (p < 0.05) a partir del séptimo dia (Figura 7). Dicho
efecto se mantuvo inalterado durante la duracion del experimento en los animales tratados
con 8 mg/kg de paclitaxel. Mientras que aquellos que recibieron 4 mg/kg recuperaron el

umbral normal a partir del dia 21 (p > 0.05 vs. control; Figura 7).

23



-o- Vehiculo
-# Paclitaxel 4 mg/kg

—— Paclitaxel 8 mg/kg

2.0-
)
2
S 154
o
»n
o _
mg1.0_
T
£ 0.5 * 7
- *
E %0
0'0 1 1 1 1 1 1

Figura 7.- Efecto del paclitaxel sobre el umbral de retiro de la pata de la raton en la
prueba de Von Frey. Los datos se muestran como la media £+ SEM y fueron analizado
mediante ANOVA de medidas repetidas y Student-Newman-Keuls. *, p < 0.05 vs vehiculo;
a, p < 0.05 vs 4mg/kg.
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Figura 8.- Efecto del paclitaxel sobre la escala grimace. Los datos se muestran como la
media + SEM y fueron analizado mediante ANOVA de medidas repetidas y Student-
Newman-Keuls. * p < 0.05.
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Figura 9.- Efecto del paclitaxel sobre la latencia de respuesta dolorosa en la prueba de la
plancha caliente. Los datos se muestran como la media + SEM y fueron analizado mediante
ANOVA de medidas repetidas y Student-Newman-Keuls. * p < 0. 05.

Efectos terapéuticos del inhibidor 4ju8c
Se observo que el grupo tratado de forma terapéutica con el inhibidor 4u8c revirtid el
progreso de la alodinia mecanica a partir del dia 19 y hasta la duracion del experimento (p

< 0.05 vs. paclitaxel 8 mg/kg + vehiculo; Figura 10).
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Figura 10.- Efecto del 4u8c sobre los efectos nociceptivos del paclitaxel. Los datos
se muestran como la media £+ SEM y fueron analizados mediante ANOVA de medidas
repetidas y Student-Newman-Keuls. * p < 0.05.
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Figura 11.- Efecto de 4miu8c sobre las expresiones de sensaciones nociceptivas causadas por el
paclitaxel. Los datos se muestran como la media + SEM y fueron analizados mediante ANOVA
de medida repetidas y Student-Newman-Keuls. * p < 0.05.

En la prueba de la plancha térmica se observaron algunas diferencias significativas,
primero en el grupo tratado con el vehiculo usado para disolver el inhibidor 4u8c y al que
se administré también con paclitaxel se observé una disminucion significativa en cuanto al
tiempo de latencia para que el ratén expresara intenciones de retirar las patas de la
superficie caliente, esto al comparar el dia 21 con el dia 1. Ademas, se observé que al dia
21, los ratones administrados con el inhibidor mostraron valores de duracion promedio
significativamente mayores que los ratones administrados con el vehiculo y el paclitaxel,

esto al dia 21 de medicion (figura 12).
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Figura 12.- Efecto del 4u8c sobre los efectos nociceptivos del paclitaxel en |la prueba
de la plancha caliente. Los datos se muestran como la media + SEM y fueron analizados
mediante ANOVA de medidas repetidas y Student-Newman-Keuls. * p < 0.05.
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Efectos profilacticos del inhibidor 4ju8c

En las pruebas de administracion profilactica de 4u8c, se observo que los valores de
respuesta ante estimulos mecanicos obtenidos mediante los filamentos de Von Frey; el
grupo tratado con el inhibidor junto con paclitaxel mantuvo los valores de umbral de
respuesta promedio estables durante la duracion del experimento, mientras que el grupo
administrado con el vehiculo y el paclitaxel mostraron una disminucién de los valores

promedio significativamente menores desde el dia 10 hasta el 21 (Figura 13). * p < 0.05.
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Figura 13.- Efecto profilactico de 4u8c sobre los efectos nociceptivos del paclitaxel
en la prueba de Von Frey. Los datos se muestran como la media + SEM y fueron

analizados mediante ANOVA de medidas repetidas y Student-Newman-Keuls. * p < 0.05.

En cuanto a la prueba de la escala grimace de este grupo experimental, solamente se

observé que en el dia 10 hubo una diferencia significativamente mayor en cuanto a las
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expresiones de dolor espontaneo en el grupo administrado con el vehiculo del inhibidor y

con el paclitaxel (Figura 14).
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Figura 14.- Efecto profilactico del 4u8c sobre los efectos nociceptivos del paclitaxel
en la escala gimace. Los datos se muestran como la media £+ SEM y fueron
analizados mediante ANOVA de medidas repetidas y Student-Newman-Keuls. * p
< 0.05.

Los resultados de analizar los datos de los estimulos térmicos (Figura 14) no mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos entre los dias de medicién. Pero en el grupo
control se observé una tendencia a disminuir el tiempo de latencia de retirada de las patas
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de los animales en el dia 21 al ser comparado con el 1 del mismo grupo.
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Figura 15.- Efecto profilactico del 4u8c sobre los efectos nociceptivos del paclitaxel
en la prueba de la plancha caliente. Los datos se muestran como la media + SEM y
fueron analizados mediante ANOVA de medidas repetidas y Student-Newman-Keuls. * p <
0.05.

Pruebas con la administracion profilactica del inhibidor STF-083010.

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos en el grupo tratado profilacticamente con el
inhibidor de IRE1a denominado STF-08301, esto en cuanto a las pruebas de Von Frey. Mostrandose
en la Figura 16, que el grupo tratado con el inhibidor STF-083010 resulté en un valor
significativamente mayor el dia 7 de medicidn en comparacién con el grupo control. Ademas, se
observd que el dia 1y el dia 21 resultaron en valores significativamente menores que el dia 5 del

grupo administrado con el inhibidor.
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Figura 16.- Efecto profilactico del STF-083010 sobre los efectos nociceptivos del
paclitaxel en la prueba de Von Frey. Los datos se muestran como la media + SEM y
fueron analizados mediante ANOVA de medidas repetidas y Student-Newman-Keuls. * p <
0.05. a<0.05, dia 1 vs dia 21.

Los resultados de la escala grimace para el mismo grupo experimental se muestran en la
siguiente figura. Y se observaron resultados significativamente menores al dia 21 de
medicion en el grupo administrado 1 hr antes con en el inhibidor STF-083010, en

comparacioén con el no administrado (Figura 17).
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Figura 17.- Efecto profilactico del STF-083010 sobre los efectos nociceptivos del
paclitaxel en la escala grimace. Los datos se muestran como la media + SEM y fueron

analizados mediante ANOVA de medidas repetidas y Bonferroni t-test. * p < 0.05.

En cuanto a la prueba de la plancha térmica no se obtuvieron diferencias significativas al

comparar el dia 1 con el 21 (figura 18).
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Figura 18.- Efecto profilactico del STF-083010 sobre los efectos nociceptivos del
paclitaxel en la prueba de la plancha caliente. Los datos se muestran como la media

+ SEM y fueron analizados mediante ANOVA de medidas repetidas y Bonferroni t-test. * p
< 0.05.

DISCUSION

En cuanto a la prueba de Von Frey, los ratones tratados solamente con paclitaxel (4 mg/kg
y 8 mg/kg) resultaron en una disminucion del umbral promedio de retirada de la pata ante
la presencia de estimulos mecanicos (Figura 7), lo que se observo desde el dia de medicion
7,y en el caso de la dosis mas alta; este efecto se extendid hasta el dia 21. Lo que es
cercano a lo reportado por Segat et al. (2017), que al administrar una dosis de 2 mg/kg de
paclitaxel en ratones Swiss macho de 12 semanas de edad, notaron que 10 dias posterior
a la primera administracion del farmaco, los ratones desarrollaron una neuropatia periférica
que perduré por al menos 31 dias; lo cual fue determinado por medio de la prueba de los
filamentos de Von Frey. Sin embargo, en el presente estudio, al dia 21 de medicién ya no
se observaron diferencias significativas en el umbral de retirada de la pata en la dosis de 4
mg/kg de paclitaxel al compararse con el grupo al que solamente se le administré el
vehiculo; solo se mantuvieron las diferencias significativas hasta ese dia en la dosis de 8
mg/kg de paclitaxel con el grupo control; por tal razén se eligid6 dicha dosis para la

realizacion de los protocolos experimentales subsecuentes.
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Mediante todos los tratamientos realizados, la determinacion de la presencia de un
aumento en la sensibilidad ante estimulos mecanicos (con los filamentos de Von Frey),
resultaron en que el paclitaxel efectivamente llevé a que los ratones mostraran un
comportamiento parecido al de la neuropatia periférica dolorosa; esto debido a que en
todos los tratamientos se encontraron valores significativamente menores en los grupos
tratados solamente con paclitaxel, y en los grupos que no recibieron administracién de
ninguno de los inhibidores de IRE1a, pero si vehiculo y paclitaxel. Lo antes mencionado
podria deberse al aumento de especies reactivas de oxigeno que se han observado

durante la activacién de dicha via de la UPR (Yao et al., 2018).

Es sabido que los atrocitos son esenciales para mantener la homeostasis en el sistema
nervioso central, ya que en general promueven la correcta funcion de las neuronas y
permiten que funcionen de forma apropiada. Sin embargo, lo anterior puede verse
interrumpido bajo ciertas circunstancias, como en HIV-1 y otras patologias, ademas del
consumo de algunos farmacos; llevando a inflamacion y/o neurotoxicidad. Lo anterior,
porque es necesario que exista una buena retroalimentacion entre el ER y las mitocondrias
para que las células se recuperen y se regrese al estado de homeostasis; por lo que resulta
de suma importancia que existan sitios directos en los que las mitocondrias asociadas a
membranas del ER mantengan su correcta funcién, para que sea posible la recuperacion
durante estados de estrés celular; actuando en conjunto con la UPR; de hecho, en este
esquema IRE1a se asocia con la respuesta celulares de inflamacién, con la transferencia
de calcio y la regulaciéon de la respiracion mitocondrial (Proulx et al., 2022) Por lo que, al
ser todas etas razones del desarrollo de neuropatia periférica dolorosa; todo lo antes
mencionado podria explicar que su inhibicién durante periodos controlados de tiempo

podria ayudar en ciertos tratamientos, como en evitar el desarrollo de la CINP.

Asi mismo, existe evidencia de que el PTX produce fenotipos pro-inflamatorios en los
nervios periféricos al infiltrar macréfagos, que conducen también a la CINP, aumenta los
niveles del ARNm de XBP1s al generar leucocitos con fenotipos inflamatorios y
comportamientos relacionados con la CINP; por lo que segun lo observado en los grupos
tratados (sobre todo en pruebas de alodinia mecanica(, y lo descrito por algunos autores;
la via IRE1a/XBP1 podria ser un objetivo de interés para el desarrollo de tratamientos que
prevengan o busquen revertir la CINP (Fonseca et al., 2023). Lo anterior podria explicar
los resultados obtenidos (Figura 7), donde los tratamientos de los ratones administrados
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con paclitaxel mostraron un desarrollo de neuropatia periférica dolorosa al tercer dia
después de la ultima administracion de PTX, por lo que se podria afirmar que IRE1a si es

un buen predictor del desarrollo de la neuropatia.

Se puede decir que los organismos de los grupos tratados con paclitaxel de la figura 7
desarrollaron un padecimiento comparable a la neuropatia periférica dolorosa, ya que
estos mostraron un decremento significativo de los valores promedio que requerian para
obtener una respuesta de latencia ante estimulos mecanicos desde al dia 10 de
administracion, lo que en dias anteriores y en el nivel basal no se observaba; y esto se
podria interpretar como un malestar provocado por un estimulo que antes de la
administraciéon de paclitaxel no estaba presente, o al menos al menos no en ese grado de
sensibilid. Lo cual tiene sentido con lo reportado con los autores, ya que se menciona que
el paclitaxel y el docetaxel con frecuencia causan neuropatia sensorial que se expresa en
el paciente como parestesia, entumecimiento, y dolor neuropatico en manos y/o pies
(OHtake et al., 2018)

También, como puede verse en el Anexo A), aunque las diferencias no fueron significativas,
se observa que en 2 de las 3 réplicas del grupo de nivel basal de proteinas muestran una
menor densidad que el grupo de 8 mg/kg de paclitaxel, siendo siempre este grupo el que
obtuvo los valores mas alto entres los grupos de réplicas (NB-PTX-Veh). Ademas, también
se observd que en las tres réplicas correspondientes a el vehiculo también de
densitometria promedio se encontraron siempre por debajo de los del grupo tratado con
PTX. Y, todo lo anterior era lo que se esperaria si hubiera una relacion entre la via IRE1a
y la neuropatia dolorosa periférica; sin embargo, los valores no representan diferencias
estadisticamente validas para afirmar lo anterior. Sin embargo, es posible decir que existe
cierta relacion entre la via IRE1a, los efectos adversos del paclitaxel, y la neuropatia
periférica dolorosa. Lo cual tendria sentido con lo encontrado por Ofate et al. (2016), donde
se encontré que los niveles de XBP1s se ven aumentados al provocarse en ratones un
dafo mecanico en la espina dorsal, lo que llevé a un aumento en la regeneracion axonal in
vivo, y puede asumirse que el aumento de dicha proteina tiene relacion con el
restablecimiento del estado de homeostasis, pero también se ha observado en diferentes
enfermedades como algunas crénicas del higado, lo que hace dificil predecir su papel y su
efecto en las diferentes células (Onate et al,. 2021).
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En cuanto a la escala grimace, que fue utilizada para medir las expresiones faciales
relacionadas con el dolor espontanea en el raton, solamente se observaron diferencias
significativas al comparar los dias 10 y 14 con el 21 del grupo tratado con 8 mg/kg de
paclitaxel (Figura 8). Sin embargo, las pocas diferencias encontradas en los tratamientos
pueden deberse a que las mediciones a tiempo real producen cierto estrés en el ratén, lo
que causa que la expresion facial del roedor sea cambiante durante las observaciones; lo
cual podria deberse a que el raton naturalmente percibe al humano como un posible
depredador, llevando a que sus ojos se abran y que sus orejas se mantengan erguidas, y

como consecuencia se registren valores bajos en la escala (Mota-Rojas et al., 2020).

Ademas, Sorge et al. (2014), reporta que el sexo del investigador encargado de realizar las
mediciones de los ratones a tiempo real, influye en las mediciones de expresiones
dolorosas de la escala grimace en rata y raton. Esto porque observé que, en presencia de
un investigador del sexo masculino, los ratones expresan una inhibicion del dolor; lo que
lleva a una analgesia inducida por estrés, lo cual se pudo replicar con playeras previamente
utilizadas por hombres, y por material de cama de diferentes especies, y con compuestos
secretados por la axila humana. Y, por si fuera poco, se observo que la presencia de dichos
estimulos aumenté los niveles de corticosterona a concentraciones equivalentes con los
presentados al exponer al ratéon a una prueba de natacion forzada de 3 minutos; ademas,
hubo un aumento significativo de las deposiciones fecales en presencia de playeras usadas
por hombres, pero no en presencia de playeras usadas por mujeres. Lo que podria
significar que las pocas diferencias significativas observadas en los valores promedio de
las pruebas de escala grimace (Figuras 8, 11 14, y 17) podrian haber sido enmascarado
por los ratones durante la mayoria de los dias de medicién al percibir al evaluador como
una posible amenaza; sin embargo lo anterior podria también significar que las expresiones
de dolor espontaneo en los que se observaron valores significativamente diferentes se
deben a la presencia de un nivel de dolor espontaneo que resulté mas dificil de disimular

para los organismos analizados.

Concorde a esto, los autores que realizaron el estudio a partir del cual se baso6 la
metodologia para medir las expresiones faciales de dolor espontaneo (Langford et al.,
2010), mencionan que los estimulos dolorosos de duracion moderada (10 min- 4 hrs)

suelen llevar a que los ratones expresen con mayor frecuencia una expresion facial de
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dolor. Ademas, encontraron que los estimulos dolorosos aplicados a tejidos profundos
(como en articulaciones y visceras) llevaron a diferencias mayores de los puntajes de la
escala grimace en dichos organismos de experimentacion; lo que fue atribuido a una
incapacidad del organismo para suprimir las expresiones faciales de dolor ante estimulos
de duracion prolongada y/o a aquellos que son provocados por un estimulo originado de
manera interna, esto debido a que de otra forma se daria una inhibicion adaptativa de la
expresion dolorosa con el objetivo de no parecer vulnerables ante posibles depredadores.
Pero en contraste con lo antes mencionado, también encontraron que la supuesta
neuropatia dolorosa provocada por un dafo al nervio de forma experimental por medio de
grapas (que suele tener un efecto de larga duracion), no causaron expresiones faciales de
dolor; lo que se atribuye a la naturaleza paroxismal de dichos efectos, y a una incapacidad
del investigador para reconocer este tipo de efectos; lo cual podria explicar las pocas
diferencias significativas en las mediciones realizadas para la escala grimace entre los

diferentes tratamientos.

Aparte de lo antes mencionado, Strigo y colaboradores (2002) reportan que la ausencia de
las expresiones de dolor en los casos antes mencionados puede atribuirse a que tanto el
dolor cutaneo como el visceral cuentan con escasa caracterizacion comparativa, y a que
difieren en aspectos afectivos, sensoriales, y motivacionales. También observaron que el
dolor causado por distencién del es6fago resulté en umbrales de intensidad de dolor con
valores significativos mas altos que los observados por desagrado; mientras que ante el
contacto directo con una fuente de calor, los umbrales de retirada de la pata no mostraron
diferencias ante estimulos fasicos (10 seg) ni tonicos (36 seg) en comparacion con el grupo
control, lo que puede traducirse como una mayor expresion de desagrado relativo y
desagrado durante la distencion del eséfago que ante las dos formas de contacto con calor
antes mencionadas; por lo que los autores encontraron que independientemente de la
duracion del estimulo, el dolor visceral es mas desagradable, difuso, y variable que el dolor
cutaneo. Las diferencias de las experiencias dolorosas antes mencionadas pueden
deberse a contrastes en la inervacién periférica de los tejidos viscerales y cutédneos, o en
la forma en que se procesa la informacion sensorial; lo cual podria explicar los resultados
qgue se obtuvieron en las pruebas con filamentos de Von Frey (Figuras 7, 10, 13, y 16), en

los que se observa que los comportamientos relacionados con la alodinia mecanica fueron
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mas notorios que los cambios sensitivos expresados ante altas temperaturas (Figuras 9,
12, 15, y 18).

A diferencia de lo reportado por Quabazard et al. (2020), que, por medio de la prueba de
la plancha térmica, indican haber observado hiperalgesia térmica al dia 7 después de la
primer administracion de paclitaxel a una dosis de 2 mg/kg, y con un total de 5 dias
consecutivos de administracion; en el presente estudio solo se observd una disminucion
significativa del promedio de latencia de retirada de la pata al compararse los resultados
obtenidos en el dia 1 y 21 de medicién del grupo tratado con 4 mg/kg de paclitaxel, lo que
puede atribuirse a que los autores utilizaron una temperatura de 55° C para las mediciones,
a la administracion diaria del farmaco, o al sexo y cepa de ratones utilizados (hembras
BALB/c). Cabe mencionar que en el grupo tratado con 8 mg/kg se observé una tendencia
de disminucion del tiempo de latencia, sin embargo, la diferencia no fue significativa. Las
posibles diferencias antes mencionadas coinciden con lo observado por Ward et al. (2011),
que al administrar dosis de 1 a 8 mg/kg de paclitaxel los dias 1, 3, 5, y 7 (i.p.) en ratones
C57BIl/6 hembra y macho; observaron que los efectos de la alodinia térmica y mecanica,
se presentaron de forma mas pronunciada en las hembras, obteniendo resultados
significativos de alodinia térmica solo en el sexo femenino, y una de alodinia mecanica a

dosis menores que en los machos (1 mg/kg).

Dougherty y colaboradores (2004), mencionan que, en general, se ha relacionado a la
neuropatia causada por quimioterapia con las fibras mielinizadas largas, pero en cuanto a
los receptores implicados y su grado de relacion con el padecimiento aun no esta claro; por
lo que su objetivo fue el reunir informacién sensorial y cuantitativa sobre la percepcion
dolorosa de la neuropatia causada por quimioterapia en relacion con los estimulos
mecanicos, y térmicos para obtener una medicion de los tipos de fibras especificas que se
ven implicadas tanto dentro como fuera de las areas de alteracion sensorial expresadas
por pacientes que desarrollaron dolor posterior a la terapia con paclitaxel. En cuanto a las
pruebas sobre sensibilidad y deteccidn térmica, y en comparacion con el grupo control, los
autores solo observaron pequefios cambios en la percepcion de calor en la piel; y de forma
similar, los estimulos a temperaturas frias tampoco reflejaron diferencias significativas con

relacién al grupo control. Sin embargo, al realizar pruebas con filamentos de Von Frey en
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los mismos pacientes, si se observaron diferencias significativas, lo que representa que la
activacion de los mecanorreceptores resultdé en efectos mas notorios que los observados
ante la activacion de los termorreceptores. Lo anterior concuerda con los resultados que
se obtuvieron en la pruebas de Von Frey en el presente estudio (Figuras 7, 10, 13, y 16) y
con los obtenidos mediante la plancha térmica (Figuras 9, 12, 15, y 18),donde los efectos
obtenidos mediante estimulos mecanicos provocaron promedios del umbral de retirada de
la pata mas notorios que los obtenidos mediante estimulos térmicos, siendo estos ultimos
solo observados al comparar los dias de medicion 1y 21 del grupo tratado con 4 mg/kg de
paclitaxel; y de forma similar en el grupo de las pruebas de administracion terapéutica de
4u8c, donde se observaron diferencias significativas al comparar el dia 21 del grupo control

(DMSO + paclitaxel), con el mismo dia pero del grupo de 10 mg/kg del inhibidor

CONCLUSIONES

Los ratones tratados con 8 mg/kg de paclitaxel resultaron en comportamientos relacionados
con la alodinia mecanica, dando lugar a efectos mas pronunciados y prolongados que en
los grupos tratados solo con el vehiculo o con 4mg/kg de paclitaxel. Ademas, tanto la
prueba de administracion terapéutica como la de administracion profilactica de 4u8c
resultaron en una reversién como en una prevencion del desarrollo de comportamientos

nociceptivos relacionados con la alodinia mecanica.

La prueba de la escala grimace resulté en pocas diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos y entre los dias de medicion (al compararse los dias 10 y 14 contra
el dia 21 de medicion del grupo tratado con 8 mg/kg de paclitaxel), Y, en los grupos
administrados con el inhibidor de la via IRE1a, se observé una tendencia de los individuos
a expresar valores promedio menores de la puntuacién. En la administracion terapéutica
se observaron valores promedio de la puntuacién significativamente menores que los
presentados por el grupo control en el dia 17 de mediciéon, mientras que mediante la
administracion profilactica se expresaron resultados significativamente menores del umbral

de retirada de la pata solamente en el dia 10 de las mediciones

En cuanto a los resultados obtenidos mediante la prueba de la plancha térmica, solamente
se observaron diferencias estadisticamente significativas al compararse los niveles de
respuesta basal (antes de la administracion de cualquier farmaco) contra el ultimo dia de
medicion; esto en el grupo tratado con 4 mg/kg de paclitaxel en comparacion con el basal

del mismo grupo; y en cuanto a la administracion de 4u8c se observaron valores
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estadisticamente significativos mediante la administracion terapéutica, esto al presentarse
una disminucion de los valores promedio del umbral de retirada de la pata en el dia 21 del
grupo control en comparacién con el umbral basal presentado por el mismo grupo; y el
grupo administrado con el inhibidor se obtuvieron valores promedio del umbral
significativamente mayores en el dia 21 al comparar los valores del grupo control

presentados el mismo dia.

Se propone que el estudio sea ampliado por medio de la administracion tanto de paclitaxel
como de inhibidores de la via en cultivos in vitro de neuronas obtenidas a partir de los DRG
de ratones C57BL/6.

Ademas, se recomienda que en futuros estudios se recomienda que las pruebas de la
escala grimace sean realizadas por medio de 2 evaluadores distintos para disminuir el
posible enmascaramiento de los valores, y obtener datos mas certeros. Ademas, en las
pruebas de la plancha térmica también se recomienda que de forma simultanea sean dos

observadores los que registren las mediciones.
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ANEXO A)

A continuacion, se presentan los resultaos de western blot:

Se utilizaron muestras por triplicado de ratones a los que no se les administré nada (nivel
basal de proteina), 8 mg/kg de paclitaxel, y vehiculo (70% de solucién salina + 20% de
etanol + 10% de Tween80). La expresion de las proteinas se analiz6 a los 21 dias
después de la administracion de paclitaxel.
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Figura 19. Efecto de la administracion de paclitaxel en la regulacion de XPB1s/XBP1u en
ratones tratados con paclitaxel.
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ANEXO B)

Pruebas con 4miu8c administrado de forma profilactica

Se utilizaron muestras por triplicado de ratones a los que no se les administré nada (nivel
basal de proteina), vehiculo (20% DMSO) + 8 mg/kg de paclitaxel, y 10 mg/kg de 4pl8c +
8 mg/kg de paclitaxel. La expresion de las proteinas se analizé a los 21 dias después de

la administracion de paclitaxel.
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Figura 20.- Efecto de la administracion de paclitaxel en la regulacion de XPB1s/XBP1uen

ratones tratados con paclitaxel.
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Anexo C)

Pruebas de 4miu8c administrado de forma terapéutica

Anexo D) Efecto de la administracion del inhibidor 4u8c en la regulacién de
XBP1s/XBP1u. Utilizando ratones sin tratar con ningun farmaco, otros tratados con el
inhibidor + 8mg de paclitaxel, y otros tratados con inhibidor + paclitaxel de forma

terapéutica.
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Figura 21.- Efecto de la administracion del inhibidor 4u8cde forma terapéutica en la
regulacion de XPB1s/XBP1uen ratones tratados con paclitaxel.

Anexo E)
Efecto de la administracidn del inhibidor STF-083010 en la regulacion de XBP1s/XBP1u.

Utilizando ratones sin tratar con ningun farmaco, otros tratados con el inhibidor + 8mg de
paclitaxel, y otros tratados con inhibidor + paclitaxel de forma profilactica
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Figura 22.- Efecto de la administracion del inhibidor STF083010 de forma profilactica en la

regulacion de XPB1s/XBP1uen ratones tratados con paclitaxel.
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