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Resumen

La neuropatia periférica inducida por quimioterapia (NPIQ) es un efecto adverso frecuente
y severo del tratamiento antitumoral. En pacientes tratados con oxaliplatino, agente utilizado
en el manejo de tumores colorrectales, gastroesofagicos y pancreaticos, la incidencia de
neuropatia oscila entre el 60% y el 80%. Los sintomas incluyen manifestaciones motoras,
autondmicas y, predominantemente, sensitivas. Entre estas ultimas, se destacan la pérdida
de sensibilidad a estimulos inocuos y el desarrollo de parestesias, disestesias y dolor
neuropatico que afectan principalmente manos, pies y regidn orofaringea.

Se ha descrito que los efectos neurotdéxicos de los quimioterdpicos impactan principalmente
a las neuronas aferentes primarias, localizadas en los ganglios anexos a la raiz dorsal. Sin
embargo, los mecanismos subyacentes al dafio neuronal y a la generacién de dolor aun no
estdn completamente esclarecidos. Por otra parte, estudios recientes han identificado
diferencias asociadas al sexo en los mecanismos que participan en la generacién de dolor
persistente luego de lesiones del sistema nervioso. Sin embargo, estas diferencias no han sido
aun exploradas en modelos de NPIQ.

En el ambito clinico, algunos grupos de investigacion han centrado sus esfuerzos en la
identificacion de factores de riesgo para el desarrollo de neuropatia y dolor con el objetivo
de estratificar pacientes y aplicar estrategias preventivas. Sin embargo, los hallazgos hasta la
fecha han sido inconclusos o contradictorios. Ademads, no se han identificado estrategias
preventivas efectivas, y los tratamientos sintomaticos disponibles, especialmente para el
manejo del dolor, presentan eficacia limitada. La reduccion de la dosis del antineoplasico es
la Unica estrategia disponible para mitigar la NPIQ, lo que compromete el control tumoral.

En este contexto, el objetivo de esta Tesis Doctoral estudiar la prevalencia, caracteristicas
clinicas y mecanismos subyacentes a la neuropatia inducida por oxaliplatino, con especial foco
en el desarrollo de dolor, analizando diferencias asociadas al sexo y estrategias preventivas y
terapéuticas.

Para ello, en primer lugar, se evaluaron los procesos que intervienen en el dafio neurotoxico
de las neuronas aferentes primarias y las alteraciones conductuales desencadenadas por la
administracion de oxaliplatino utilizando un modelo experimental (Proyecto 1). Luego
analizamos si las alteraciones funcionales y los procesos neurotéxicos presentaban
caracteristicas diferenciales en machos y hembras (Proyecto Il). A continuacién, evaluamos si
la administracién de resveratrol lograba ejercer acciones neuroprotectoras y reducir las
alteraciones conductuales y moleculares inducidas por el antineopldsico, sin interferir con sus
efectos antitumorales (Proyecto lll). Finalmente, evaluamos una cohorte local de pacientes
oncoldgicos tratados con oxaliplatino y analizamos la prevalencia y severidad de la NPIQ, la
existencia de diferencias asociadas al sexo y el impacto de factores asociados a riesgo
(Proyecto IV).

Los animales (ratas macho Sprague Dawley) tratados con oxaliplatino (Proyecto 1) mostraron
una disminucion significativa en los umbrales nociceptivos, manifestada como
hipersensibilidad y alodinia mecdnica y térmica fria. También mostraron una atenuacion del
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crecimiento, sin detectarse cambios en la postura, el acicalamiento o la actividad locomotora.
En el nervio cidtico se observaron niveles elevados de TBARS, marcador de peroxidacién
lipidica, y una menor relacién glutatiéon reducido (GSH)/glutatidon oxidado (GSSG). En los
ganglios raquideos detectamos mayores niveles de TBARS y del factor neurotréfico NGF,
involucrado en la modulacién de la neurotransmisiéon nociceptiva, mientras que en la médula
espinal observamos un incremento en la expresion de HMGB1, molécula que participa en la
comunicacion entre células dafiadas y células inmunes. También se evidencié un aumento
significativo en los niveles de ARNm de la proteina acidica fibrilar glial (GFAP), la proteina
adaptadora de unién al calcio 1 (IBA-1), el factor de transcripcion NFkB, la interleuquina 1
beta (IL-1B) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), tanto en los ganglios raquideos
lumbares como en la médula espinal dorsal. Los cambios detectados a nivel del mensajero se
correlacionaron con cambios en la expresion proteica de GFAP e IBA-1, detectandose
aumento en la sefial inmunoreactiva para ambos marcadores. Finalmente, se observé un
incremento en la expresion del factor activador de la transcripcion 3 (ATF3), marcador de
dafio neuronal, en los ganglios raquideos lumbares, y del factor de transcripcidon c-fos,
sugestivo de hiperactividad neuronal, en la médula espinal.

Cuando analizamos si las alteraciones funcionales desencadenadas por oxaliplatino
presentaban caracteristicas diferenciales en ratas hembra (Proyecto Il), observamos que la
hipersensibilidad / alodinia mecanica fue comparable a la observada en machos. Sin embargo,
la hipersensibilidad / alodinia térmica fria fue mas severa en las hembras. Identificamos una
sobreexpresiéon de diversos canales catidnicos de la familia de receptores de potencial
transitorio (TRPs) involucrados en la deteccién de estimulos térmicos, quimicos y mecanicos,
en particular TRPV1, TRPM8 y TRPA1, en los ganglios raquideos de animales de ambos sexos.
Sin embargo, mientras que la magnitud del incremento de TRPV1 y TRPA1 fue similar en
machos y hembras, el incremento de TRPMS, involucrado en la deteccién de frio inocuo,
resultd significativamente mayor en hembras. También detectamos ciertas diferencias
asociadas al sexo en los cambios desencadenados por oxaliplatino en el sistema
endocannabinoide, incluyendo una reduccion del 2-araquidonoil glicerol (2AG) en machos y
de anadamida (AEA) en hembras. Los niveles de expresién de los receptores CB1 y CB2 se
incrementaron en ambos sexos. Al igual que en machos, detectamos en ratas hembra un
aumento en la inmunoreactividad para GFAP, tanto en los ganglios como en la médula. Sin
embargo, no identificamos cambios en la intensidad de la sefial inmunoreactiva para IBA-1, a
nivel espinal. Ademas, si bien los niveles de ARNm de GFAP e IBA-1 aumentaron en los
ganglios raquideos de animales de ambos sexos, el incremento de GFAP fue mayor en
machos, mientras que el de IBA-1 resulté mayor en hembras, indicando la existencia de cierto
dimorfismo sexual también en la activacidn de células gliales / inmunes.

Para evaluar los efectos neuroprotectores del polifenol natural resveratrol (Proyecto lll), se
administré oxaliplatino a ratas macho, que también recibieron resveratrol por via oral,
siguiendo esquemas preventivos (administracién diaria antes, durante y después del ciclo
guimioterapico) o terapéuticos (administracion diaria iniciada luego de finalizado el ciclo de
guimioterapia). Los animales inyectados con oxaliplatino y aquellos que recibieron
oxaliplatino y resveratrol en esquema terapéutico desarrollaron alodinia mecanica y térmica
fria. Sin embargo, aquellos que recibieron resveratrol en esquema preventivo mostraron
patrones de respuesta comparables a los de animales control. A nivel molecular, la
administracion temprana y sostenida de resveratrol indujo la sobreexpresion del factor de
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transcripciéon Nrf2, principal regulador del sistema de defensa antioxidante, junto con las
enzimas antioxidantes NQO-1 y HO-1 y la desacetilasa sensible a redox SIRT1. Asimismo, el
tratamiento con resveratrol restaurd los niveles de TBARS y normalizé la relacion GSH/GSSG,
marcadores clave del equilibrio redox celular. Finalmente, el polifenol logré prevenir el
incremento inducido por el oxaliplatino en la inmunoreactividad de GFAP e IBA-1, asi como
en la expresiéon de NFkB, TNFa, ATF3 y c-fos, que se mantuvieron en niveles similares a los
detectados en animales controles. Ademas, la administracidon oral de resveratrol no interfirid
con las acciones antitumorales del oxaliplatino, ya que el quimioterapico logré mantener el
control tumoral en ratones inoculados con células CT26, linea derivada de carcinoma
colorrectal.

Finalmente, al estudiar una cohorte de pacientes con carcinoma colorrectal tratados con
oxaliplatino (Proyecto V), identificamos sintomas compatibles con NPIQ en el 73% de los
mismos. La prevalencia fue mayor en mujeres (88%) que en hombres (60%), identificandose
una asociacion significativa entre el sexo femenino y el desarrollo del cuadro de
neurotoxicidad. No se encontraron asociaciones significativas con otros factores como edad,
sobrepeso, estadio tumoral, esquema quimioterdpico y dosis acumulada. En la cohorte
completa, solo se detectaron diferencias asociadas al sexo en la prevalencia de sobrepeso,
siendo mayor en hombres. En el subgrupo de pacientes con NPIQ, también los hombres
presentaron mayor prevalencia de sobrepeso y recibieron dosis acumuladas mas altas. La
severidad del cuadro pareciera ser mayor en hombres, ya que un mayor porcentaje debid
reducir la dosis de oxaliplatino.

En conjunto, los resultados de esta tesis doctoral contribuyen a la comprensién de los
mecanismos celulares y moleculares involucrados en la neuropatia inducida por oxaliplatino,
asi como a la caracterizacidon de las conductas asociadas a dolor neuropatico. Se identificaron
al estrés oxidativo y a la activacion glial en ganglios raquideos y médula espinal como procesos
centrales en la neurotoxicidad inducida por el farmaco y en la génesis del dolor. Asimismo, se
hallaron diferencias significativas asociadas al sexo en la manifestacion de los sintomas,
tanto a nivel preclinico como en pacientes, asi como diferencias entre machos y hembras en
la activacidn de células y mediadores inflamatorios y gliales, y en la modulacién de sistemas
clave como los canales TRP y el sistema endocannabinoide. Estos hallazgos reafirman la
importancia de incorporar sistematicamente la variable sexo en el disefio y analisis de
estudios preclinicos y clinicos sobre neuropatia inducida por quimioterapia. Ademas, se
comprobd que la administracion preventiva de resveratrol ejerce efectos neuroprotectores
relevantes, a través de la activacién del sistema antioxidante enddgeno, la atenuacién del
dafio oxidativo y la modulacion de procesos neuroinmunes, logrando reducir las conductas
indicativas de dolor sin comprometer la eficacia antitumoral del tratamiento. Estos resultados
abren nuevas perspectivas para el disefo racional de abordajes terapéuticos eficaces, seguros
y personalizados para la neuropatia inducida por quimioterapia.






Abstract

Chemotherapy-induced peripheral neuropathy (CIPN) is a frequent and severe adverse effect
of anticancer treatment. In patients treated with oxaliplatin—an agent widely used in the
management of colorectal, gastroesophageal, and pancreatic cancers—neuropathy develops
in 60-80% of individuals. Symptoms include motor and autonomic alterations, but
predominantly sensory disturbances. These sensory symptoms range from the loss of
sensitivity to innocuous stimuli to the development of paresthesias, dysesthesias, and
persistent neuropathic pain affecting mainly the hands, feet, and oropharyngeal region.

The neurotoxic effects of chemotherapeutic agents are known to primarily affect primary
afferent neurons, whose cell bodies reside in the dorsal root ganglia (DRG). However, the
precise mechanisms underlying neuronal injury and the development of pain remain
incompletely understood. In parallel, recent studies have identified sex-related differences
in the mechanisms mediating persistent pain after nervous system injuries, though such
differences remain largely unexplored in models of CIPN.

Clinically, some research groups have focused on identifying risk factors for the development
of neuropathy and pain to stratify patients and implement preventive strategies. However,
findings to date have been inconclusive or contradictory. Moreover, no effective preventive
interventions have been developed, and current symptomatic treatments—particularly for
pain—show limited efficacy. The only viable strategy to mitigate CIPN involves dose reduction
or discontinuation of the chemotherapeutic agent, thereby compromising cancer control.

In this context, the main aim of this doctoral thesis was to investigate the prevalence, clinical
presentation and underlying mechanisms of oxaliplatin-induced neuropathy, with a special
focus on pain development, examining sex-related differences as well as preventive and
therapeutic strategies.

First, we investigated the mechanisms involved in the neurotoxic damage of primary afferent
neurons and the behavioral alterations induced by oxaliplatin administration, by using an
animal model (Project I). We then analyzed whether functional alterations and neurotoxic
processes differed between males and females (Project Il). Subsequently, we evaluated
whether resveratrol administration could exert neuroprotective actions and reduce
oxaliplatin-induced molecular and behavioral alterations without interfering with its
antitumor effects (Project ). Finally, we evaluated a local cohort of oncology patients treated
with oxaliplatin and analyzed CIPN prevalente and severity, the existence of sex-related
differences and the impact of risk-associated factors (Project 1V).

Male Sprague Dawley rats treated with oxaliplatin (Project I) exhibited a significant reduction
in nociceptive thresholds, evidenced by mechanical and cold allodynia/hypersensitivity. They
also displayed growth attenuation, although no changes in posture, grooming, or locomotor
activity were observed. In the sciatic nerve, we detected elevated levels of TBARS, a marker
of lipid peroxidation, and a reduced GSH/GSSG ratio. In the DRG, increased levels of TBARS
and nerve growth factor (NGF)—a modulator of nociceptive transmission—were observed. In
the spinal cord, HMGB1 expression was upregulated, a molecule involved in communication



between damaged and immune cells. Additionally, mRNA levels of glial fibrillary acidic protein
(GFAP), ionized calcium-binding adaptor molecule 1 (IBA-1), the transcription factor NFkB,
interleukin-1p (IL-1B), and tumor necrosis factor alpha (TNFa) were significantly increased in
both lumbar DRG and dorsal spinal cord. These transcriptional changes correlated with
elevated GFAP and IBA-1 protein expression, as shown by increased immunoreactivity for
both markers. We also observed increased expression of activating transcription factor 3
(ATF3), a marker of neuronal injury, in the DRG, and c-fos, indicative of neuronal hyperactivity,
in the spinal cord.

When we investigated whether oxaliplatin-induced functional changes differed in female rats
(Project 1), we found that mechanical allodynia/hypersensitivity was similar to that in males,
whereas cold allodynia was more severe in females. We identified overexpression of several
transient receptor potential (TRP) channels—TRPV1, TRPMS8, and TRPA1—in the DRG of both
sexes. While the magnitude of TRPV1 and TRPA1 upregulation was comparable between
sexes, TRPMS8 (involved in innocuous cold sensation) expression was significantly higher in
females. We also detected sex-dependent differences in oxaliplatin-induced alterations in the
endocannabinoid system, including a reduction in 2-arachidonoyl glycerol (2AG) in males and
in anandamide (AEA) in females. CB1 and CB2 receptor expression was increased in both
sexes. As in males, GFAP immunoreactivity was increased in female DRG and spinal cord;
however, no changes in IBA-1 signal intensity were observed at the spinal level. Although
MRNA levels of both GFAP and IBA-1 were elevated in DRG from both sexes, GFAP
upregulation was more pronounced in males, while IBA-1 expression was higher in females,
indicating sex-specific differences in glial activation.

To evaluate the neuroprotective effects of resveratrol (Project IllI), oxaliplatin was
administered to male rats alongside daily oral resveratrol using either a preventive (before,
during, and after chemotherapy) or therapeutic (after chemotherapy) protocol. Animals
receiving oxaliplatin alone or in combination with resveratrol in the therapeutic scheme
developed mechanical and cold allodynia. However, those treated with resveratrol in the
preventive scheme showed responses comparable to controls. At the molecular level, early
and sustained resveratrol administration induced overexpression of the transcription factor
Nrf2—key regulator of antioxidant defense—as well as of antioxidant enzymes NQO-1 and
HO-1 and the redox-sensitive deacetylase SIRT1. Resveratrol also normalized TBARS levels
and restored the GSH/GSSG ratio. Additionally, it prevented oxaliplatin-induced upregulation
of GFAP, IBA-1, NFkB, TNFa, ATF3, and c-fos, maintaining expression levels comparable to
those of control animals. Notably, oral resveratrol administration did not interfere with the
antitumor efficacy of oxaliplatin, as tumor control was maintained in mice inoculated with
CT26 colorectal cancer cells.

Finally, in the clinical study (Project IV), we analyzed a cohort of colorectal cancer patients
treated with oxaliplatin and found symptoms compatible with CIPN in 73% of participants.
Prevalence was higher in women (88%) than in men (60%), with a significant association
between female sex and neurotoxicity development. No significant associations were
observed with other variables such as age, overweight, cancer stage, chemotherapy regimen,
or cumulative dose. In the overall cohort, only overweight showed sex-associated differences,
being more prevalent in men. Among patients with CIPN, men were more likely to be



overweight and received higher cumulative doses. Interestingly, symptom severity appeared
greater in males, as a higher proportion required oxaliplatin dose reduction.

Taken together, the results of this doctoral thesis contribute significantly to the
understanding of the cellular and molecular mechanisms involved in oxaliplatin-induced
peripheral neuropathy, as well as to the characterization of pain-related behaviors. Oxidative
stress and glial activation in the dorsal root ganglia and spinal cord were identified as central
processes in the drug-induced neurotoxicity and the development of pain. Moreover,
significant sex-related differences were observed in symptom manifestation, both in
preclinical models and in patients, as well as in the activation of glial and inflammatory cells
and mediators, and in the modulation of key systems such as TRP channels and the
endocannabinoid system. These findings reinforce the importance of systematically
incorporating sex as a biological variable in the design and analysis of preclinical and clinical
studies on chemotherapy-induced neuropathy. Additionally, it was demonstrated that
preventive administration of resveratrol exerts relevant neuroprotective effects through
activation of the endogenous antioxidant system, attenuation of oxidative damage, and
modulation of neuroimmune processes. This intervention effectively reduced oxaliplatin-
induced pain-related behaviors without interfering with its antitumor efficacy. Altogether,
these findings open new perspectives for the development of effective, safe and personalized
preventive and therapeutic strategies for chemotherapy-induced neuropathy.
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Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico

AEA: Anandamida

ANOVA: Analisis de varianza

ARN: Acido ribonucleico

ASICs: Canales idnicos sensibles a acido

ASCO: American Society of Clinical Oncology

ATF3: Factor de transcripcién activador 3

ATP: Adenosin trifosfato

BDNF: Factor neurotréfico derivado del cerebro

BSA: Albumina de suero bovino

CB1: Receptor cannabinoide tipo 1

CB2: Receptor cannabinoide tipo 2

CCR: Carcinoma colorrectal

CGRP: Péptido relacionado al gen de la calcitonina
CICUAL: Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
CIE: Comité Institucional de Evaluacion

CTL: Control

DABCO: 1,4-Diazabiciclo[2.2.2]octano

DAPI: 4',6-Diamidino-2-fenilindol

DMEM: Medio de Eagle modificado de Dulbecco
DMSO: Dimetilsulféxido

DTNB: Acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico)

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EGTA: Acido etilenglicol-bis(2-aminoéter)tetraacético
ELISA: Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas
FITC: Isotiocianato de fluoresceina

FOLFOX: Régimen quimioterapico que incluye acido folinico, 5-fluorouracilo y oxaliplatino
GABA: Acido gamma-aminobutirico

GADPH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
GFAP: Proteina acidica fibrilar glial

GSH: Glutatién reducido

GSSG: Glutation oxidado

H: hora/s

HO-1: Hemo-oxigenasa 1

IBA-1: Proteina adaptadora de unién al calcio 1

IASP: Asociacién Internacional para el Estudio del Dolor
IC: Intervalo de Confianza

IIMT: Instituto de Investigacién en Medicina Traslacional
IL-1B: Interleuquina 1 beta

IL-6: Interleuquina 6

IL-10: Interleuquina 10

IMC: indice de masa corporal

INC: Instituto Nacional del Cancer

iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible
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MAPK: Proteina quinasa activada por mitégenos

MBS: N-Maleimido-4-metilestireno

MDA: Malondialdehido

MIN: Minuto/s

MLVRT: Transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina de Moloney
MSHE: Medio de Eagle suplementado con suero y HEPES
NADPH: Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato

NF«B: Factor nuclear kappa B

NGF: Factor de crecimiento nervioso

NPIO: Neuropatia periférica inducida por oxaliplatino

NPIQ: Neuropatia periférica inducida por quimioterapia
NMDA: Receptor de N-metil-D-aspartato

NO: Oxido Nitrico

NQO-1: NADPH-quinona oxidorreductasa 1

OCT: Gel para criostato de congelacién

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OR: Odds ratio

OXA: Oxaliplatino

PBS: Solucién salina tamponada con fosfato

PFA: Paraformaldehido

PPAR: Receptor activado por proliferadores de peroxisomas
QT: Quimioterapia

RAGE: Receptor para productos finales de glicaciéon avanzada
RESV: Resveratrol

RESVp: Resveratrol administrado en esquema preventivo
RESVt: Resveratrol administrado en esquema terapéutico
RIPA: Tampodn de lisis de proteinas

RNS: Especies reactivas de nitréogeno

ROS: Especies reactivas de oxigeno

RT: Transcriptasa reversa

RT-qPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real post transcipcion reversa
SDS: Dodecil sulfato de sodio

SEC: Sistema endocannabinoide

SEM: Error estandar de la media

SFB: Suero fetal bovino

SF: Solucidn fisiolégica

SN: Sistema nervioso

SNP: Sistema nervioso periférico

SNC: Sistema nervioso central

SYBR: Sonda fluorescente para ADN

TBARS: Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico

TCA: Acido tricloroacético

TGFp: Factor de crecimiento transformante beta

TNFo: Factor de necrosis tumoral alfa

TRP: Receptores de potencial transitorio

XELOX: Régimen de quimioterapia que incluye capecitabina y oxaliplatino
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1.1 Neuropatia inducida por guimioterapia

La neuropatia periférica inducida por quimioterapia (NPIQ) es un efecto adverso frecuente
y severo del tratamiento antitumoral. Es la complicacion neuroldgica mas prevalente,
superada Unicamente por las complicaciones hematoldgicas (Staff et al., 2017).

Esta neuropatia iatrogénica surge como resultado de las acciones neurotdxicas de numerosos
farmacos quimioterdpicos utilizados en el tratamiento de neoplasias, tanto sélidas como
hematoldgicas. Entre las principales familias de quimioterapicos con toxicidad sobre el
sistema nervioso periférico (SNP) se incluyen los derivados del platino (cisplatino,
oxaliplatino), los taxanos (paclitaxel, docetaxel), los alcaloides de la vinca (vincristina,
vinblastina), los inhibidores del proteasoma (bortezomib), algunos antimetabolitos (como
citarabina) e inmunomoduladores (talidomida) (Bakogeorgos and Georgoulias, 2017; Staff et
al., 2017). Incluso algunos de los mas recientemente introducidos compuestos bioldgicos,
como anticuerpos monoclonales (Velasco et al.,, 2021) o inhibidores de tirosina quinasa
(Kavanagh et al., 2018; Roy et al., 2019), pueden inducir neurotoxicidad periférica.

El impacto de esta complicacién derivada del tratamiento del cancer en la salud global es
altamente significativo. Seguin la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), cada afio se
registran aproximadamente 20 millones de nuevos casos de cancer a nivel global. En
Argentina, el Instituto Nacional del Cancer (INC) informa una incidencia media-alta, con
alrededor de 125.000 nuevos casos anuales. La mayoria de los pacientes con cancer recibe
guimioterapia, ya sea como tratamiento de primera linea o como terapia adyuvante o
neoadyuvante, exponiendolos al riesgo de desarrollar esta neuropatia toxica (Bakogeorgos
and Georgoulias, 2017; Colvin, 2019). De hecho, se estima que alrededor del 30-40% de los
pacientes que reciban quimioterapia desarrollaran neurotoxicidad periférica, con porcentajes
que ascienden hasta el 70-80% en el caso de farmacos con alto perfil neurotdxico como
oxaliplatino o paclitaxel (Bakogeorgos and Georgoulias, 2017; Colvin, 2019).

Gracias a los avances recientes en el diagnéstico y el tratamiento, el porcentaje de pacientes
gue sobrevive al cancer ha aumentado considerablemente. Este logro, desde ya muy
alentador, pone sin embargo de manifiesto la creciente importancia de abordar los efectos
adversos a largo plazo de los tratamientos antineoplasicos (Bakogeorgos and Georgoulias,
2017).

En cuanto a la fisiopatologia y a la presentacion clinica, la NPIQ es una axono-neuropatia de
distribucién bilateral, distal y simétrica, que se acompana con sintomas motores,
autondmicos vy, principalmente, sensitivos (Loprinzi et al., 2020; Staff et al., 2017; Staff et al.,
2019). Los sintomas motores incluyen debilidad, calambres y dificultades para caminar, subir
un escaldn, o realizar tareas sencillas como abrir un frasco o abrochar un botdén, debido a
fallas en la coordinacién sensitivo-motora. Dentro de los sintomas autondmicos puede
presentarse hipotension ortostatica, estrefiimiento, o incontinencia. Dentro del espectro
sensitivo, puede haber sintomas negativos, como la pérdida de sensibilidad frente a estimulos
inocuos, o sintomas positivos, como el desarrollo de parestesias, disestesias y dolor de tipo
neuropatico (Loprinzi et al., 2020; Staff et al., 2017; Staff et al., 2019).
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Las parestesias, generalmente el sintoma mas frecuente, son sensaciones anormales como
entumecimientos, hormigueos, pinchazos (Finnerup et al., 2021), que pueden manifestarse
en forma espontdnea o ser inducidas por estimulos especificos. Las disestesias son estas
mismas sensaciones anormales percibidas como desagradables o incluso dolorosas (Finnerup
et al., 2021). Finalmente, el dolor neuropatico, el sintoma mds severo y al que dedicaremos
un apartado especifico (ver seccién 1.2), se caracteriza por ser persistente y puede
manifestarse en forma espontdanea o inducida (Finnerup et al., 2021). El dolor espontdneo
ocurre en ausencia de estimulos nocivos y suele describirse como quemante, lacerante o
similar a una descarga eléctrica (Finnerup et al., 2021). El dolor inducido incluye la alodinia,
gue es la percepcién dolorosa de estimulos inocuos, y la hiperalgesia, que es dolor exagerado
frente a estimulos nocivos (Finnerup et al., 2021; Jensen & Finnerup, 2014).

Se ha propuesto que la severidad del cuadro clinico depende de diversas variables como la
dosis del farmaco quimioterapico administrada en cada ciclo, la dosis acumulada, la
combinacién con otros agentes neurotéxicos y la existencia de neuropatias previas, entre
otros factores (Calls et al., 2020; Miltenburg & Boogerd, 2014; Staff et al., 2019). Sin embargo,
no hay aun consenso en relacion al impacto de cada una de estas variables, asi como el de
otros factores posiblemente involucrados. En la seccién 1.1.2 se hara referencia con mayor
detalle a los factores que probablemente influyan en el riesgo de desarrollar neurotoxicidad
frente a la quimioterapia.

Actualmente, el diagndstico de la NPIQ es esencialmente clinico y se basa en la evaluacion
gue realiza el oncélogo, utilizando escalas validadas que evaltan la presencia y la severidad
de los sintomas (McCrary et al., 2019). Raramente se realizan estudios como la velocidad de
conduccién nerviosa, biopsias de piel o biopsias de nervio para evaluar parametros
especificos relacionados con el dafio nervioso (Colvin, 2019; Miltenburg & Boogerd, 2014).

Dependiendo de la severidad de los sintomas, la NPIQ puede obligar a reducir la dosis o
incluso suspender el agente antineoplasico, condicionando la eficacia del tratamiento
antitumoral y el prondstico del paciente (Bakogeorgos and Georgoulias, 2017; Loprinzi et al.,
2020). De este modo, esta neuropatia iatrogénica se convierte en un factor limitante para la
administracidon de dosis dptimas en los tratamientos antitumorales. Lamentablemente, esta
reduccion o suspension del farmaco es, hasta ahora, la Unica estrategia disponible para
controlar la neuropatia y sus sintomas asociados (Bakogeorgos and Georgoulias, 2017). A
pesar de ello, en muchos casos el dafio es irreversible y los sintomas persisten a largo plazo.

A diferencia de otras condiciones derivadas del dafio del sistema nervioso (SN), en el contexto
del tratamiento quimioterapico se conoce con precision el momento en el que el paciente
serd expuesto a la noxa (es decir, el agente neurotéxico), definiendo una ventana temporal
en la que podrian aplicarse estrategias preventivas. De este modo, de contar con medidas
efectivas, estas se podrian implementar de manera sistematica, antes o durante el
tratamiento quimioterapico, convirtiendo a la NPIQ en una neuropatia potencialmente
prevenible. Sin embargo, a pesar de los numerosos estudios realizados en los Ultimos afios,
no se han identificado aln estrategias con valor preventivo demostrado, como se reporta en
la Ultima revision de las Guias para la prevencidon y el tratamiento de la NPIQ, elaboradas por
referentes de la Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO, por sus siglas en inglés)
(Loprinzi et al., 2020).
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Lamentablemente, tampoco se dispone de tratamientos modificadores de enfermedad,
capaces de retrasar o revertir el dafio de los nervios periféricos (Bakogeorgos and
Georgoulias, 2017; Loprinzi, 2020; Yamamoto and Egashira, 2021). En cuanto a los
tratamientos sintomaticos, la disponibilidad de farmacos con eficacia analgésica es limitada,
y éstos solo ofrecen alivio del dolor a algunos pacientes (Majithia et al., 2016). En lineas
generales, se utilizan los mismos farmacos que se emplean para el tratamiento del dolor
neuropatico de diferente etiologia, incluyendo opioides como tramadol y tapentadol,
inhibidores de la recaptacién de serotonina y noradrenalina como duloxetina y venlafaxina, y
anticonvulsivantes como pregabalina y gabapentina (Jesus Palma et al., 2025; Majithia et al.,
2015; Mattar et al., 2024; Staff et al., 2019). A pesar de que Unicamente la duloxetina cuenta
con evidencia favorable seglin la mencionada Guia de la ASCO (Loprinzi et al., 2020; Smith et
al., 2013), en la préctica clinica, tanto los opioides como los gabapentinoides se utilizan con
relativa eficacia (Jesus Palma et al., 2025).

1.1.1 Caracteristicas particulares de la neuropatia inducida por oxaliplatino

El oxaliplatino, un derivado del platino de tercera generacién es uno de los agentes
guimioterdpicos que mas frecuentemente desencadena neuropatia y dolor. A nivel mundial,
se ha reportado que entre el 60% y el 80% de los pacientes que reciben regimenes basados
en oxaliplatino desarrollan neurotoxicidad periférica con gran variabilidad entre regiones
(Staff et al., 2019). Se desconoce la prevalencia de la neuropatia periférica inducida por
oxaliplatino (NPIO) en nuestro Pais.

Sin embargo, si se sabe que el carcinoma colorrectal (CCR) es el segundo tumor mds frecuente
en Argentina con alrededor de 15.000 nuevos casos por afio (www.inc.gob.ar), y que el
oxaliplatino es el principal agente quimioterapico utilizado en su tratamiento (Staff et al.,
2019). Los regimenes basados en oxaliplatino se utilizan también para tratar tumores de
pancreas, gastricos y esofagicos, entre otros. Gracias a su eficacia en el control tumoral, este
derivado del platino ha mejorado significativamente las tasas de supervivencia. Sin embargo,
al inducir neurotoxicidad periférica con sintomas que, en muchos casos, persisten a largo
plazo, afecta negativamente la calidad de vida de los sobrevivientes (Calls et al., 2020; Staff
et al., 2019).

La neuropatia inducida por oxaliplatino puede manifestarse de forma aguda o crénica (Calls
et al., 2020; Miltenburg & Boogerd, 2014). La neuropatia aguda se manifiesta durante la
administracion del farmaco y en los dias posteriores, y se caracteriza por la presencia de
hipersensibilidad al frio, disestesias faringeas, disfagia inducida por bebidas frias y calambres
musculares (Loprinzi et al., 2020; Staff et al., 2019). Estos sintomas suelen iniciar durante la
infusion del quimioterdpico, alcanzando su maxima intensidad entre las 24 y 72 horas
posteriores, y remitiendo en los dias porteriores. Sin embargo, en algunos casos, no se logra
la recuperacion completa entre ciclos (Loprinzi et al., 2020). El cuadro reaparece o se hace
mas severo cuando el paciente recibe un nuevo ciclo de quimioterapia, tendiendo a empeorar
con los ciclos sucesivos (Loprinzi et al., 2020).

Una vez finalizado el tratamiento quimioterdpico, los sintomas pueden resolver
espontaneamente entre 6 y 12 meses después. Sin embargo, en un elevado porcentaje de
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pacientes se observa un patron de empeoramiento progresivo, fenédmeno conocido como
"coasting", que puede derivar en una neuropatia crénica (Loprinzi et al., 2020). Finalmente,
algunos pacientes debutan con el cuadro clinico varios meses después de completada la
guimioterapia (Loprinzi et al., 2020; Staff et al., 2017). Como se puede apreciar, la evolucion
es sumamente variable y se desconocen los factores que influyen en la misma.

Siguiendo el patron caracteristico de la NPIQ, los pacientes que desarrollan neuropatia por
oxaliplatino presentan sintomas motores, autonémicos y, en mayor medida, sensitivos. Entre
los sintomas mas frecuentemente reportados se encuentran los entumecimientos, los
hormigueos, los calambres musculares y el dolor (Calls et al., 2020; Loprinzi et al., 2020; Staff
et al., 2017). Los entumecimientos y hormigueos suelen preceder al dolor y tienden a ser
preponderantes. La distribucidon de estos sintomas sigue un patrén en "guante y calcetin",
iniciandose distalmente en los dedos de las manos y los pies, con progresiéon proximal
conforme la condicién empeora (Loprinzi et al., 2020; Staff et al., 2019).

Ademas, en el caso de la NPIO, la hipersensibilidad al frio es una de las caracteristicas
distintivas, manifestdndose como disestesias y dolor urente en respuesta a estimulos frios, y
calambres musculares inducidos por bajas temperaturas (Saif & Reardon, 2005). Estos
sintomas pueden volverse progresivamente incapacitantes, afectando la calidad de vida y
limitando actividades diarias como la manipulacion de objetos frios, el consumo de alimentos
o liquidos frios o la exposicion a ambientes con temperaturas bajas. Los sintomas
neuropaticos generan tal malestar en los pacientes que a menudo obligan a reducir la dosis
del farmaco o incluso a interrumpir el tratamiento (Staff et al., 2019).

1.1.2 Factores asociados al riesgo de desarrollar neuropatia por oxaliplatino

Como se menciond brevemente en la seccién anterior, se desconocen en gran medida las
variables que influyen en el desarrollo y la severidad de la NPIQ. En diversos estudios se ha
propuesto que variables asociadas al tratamiento, tales como la dosis de quimioterapico
administrada por ciclo, la dosis acumulada y el uso combinado con otros agentes neurotdxicos
podrian tener un rol fundamental (Calls et al., 2020; Staff et al., 2019). Sin embargo, no existe
consenso respecto a otros factores potencialmente implicados.

En los ultimos anos, se ha intentado identificar factores asociados a riesgo con el objeto de
estratificar los pacientes, adaptar los esquemas quimioterapicos y aplicar estrategias
preventivas, cuando estuvieran disponibles (Staff et al., 2019). Siguiendo este lineamiento, la
observacion de que elevadas dosis acumuladas de oxaliplatino incrementan
significativamente el riesgo de neuropatia y dolor, seguida por la constatacion de que
tratamientos mas breves y con menores dosis acumuladas conservan la eficacia en el control
tumoral, llevaron recientemente a reducir el nimero de dosis de los esquemas basados en
oxaliplatino, en ciertos grupos de pacientes con CCR (Grothey et al., 2018).

Este cambio en la practica clinica se implementé tras la publicacién del estudio IDEA en 2018
(Grothey et al., 2018), cuando se demostré que, en pacientes con CCR con bajo riesgo de
recaida un tratamiento adyuvante de 3 meses con XELOX (régimen que incluye capecitabina
y oxaliplatino) era tan efectivo como uno de 6 meses en términos de supervivencia libre de
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recaida y mortalidad, ademas de estar asociado con una menor incidencia de neuropatia
(Grothey et al., 2018). Estos datos subrayan que la eleccidon del régimen de tratamiento
puede ajustarse, dentro de ciertos margenes, considerando las caracteristicas del paciente y
el riesgo de neurotoxicidad.

Ademas de las propiedades farmacoldgicas y el perfil de toxicidad especifico de cada agente
guimioterdpico, se han propuesto otros factores que podrian influir en el riesgo de
desarrollar neurotoxicidad periférica (Bakogeorgos & Georgoulias, 2017a; Staff et al., 2019).
Entre ellos, destacan las variables demograficas (edad, sexo), antropométricas (peso, indice
de masa corporal (IMC)), comorbilidades (diabetes, neuropatias previas, cuadros de dolor
persistente), factores relacionados al tumor (tipo, estadio) y aspectos especificos del
tratamiento quimioterdpico (esquema utilizado, dosis por ciclo, dosis acumulada,
combinacidén con otros farmacos) (Bakogeorgos & Georgoulias, 2017a; Staff et al., 2019).

Por ejemplo, la edad avanzada se ha relacionado con una mayor incidencia de neuropatia,
probablemente debido a una reduccién de la capacidad de regeneracién neuronal y cambios
en el metabolismo del fdrmaco en pacientes afiosos (Abdel-Rahman, 2019). El sexo también
ha sido propuesto como un posible factor de riesgo para la neurotoxicidad por oxaliplatino ya
que factores hormonales, metabdlicos y farmacocinéticos podrian influir en una
vulnerabilidad diferencial (Mizrahi et al., 2021a; Zribi et al., 2020). El peso y el IMC también
han sido evaluados, encontrandose que un IMC elevado podria influir en la distribucién del
oxaliplatino y, por ende, en su toxicidad periférica (Abdel-Rahman, 2019). En cuanto a las
comorbilidades, |la diabetes y las neuropatias preexistentes han mostrado ser factores
predisponentes bien documentados, ya que el dafo previo (aun subclinico) de los nervios
periféricos puede potenciar las alteraciones inducidas por los quimioterdpicos neurotdxicos
(Uwah et al.,, 2012). Por otro lado, los factores relacionados al tumor, como el estadio
avanzado, podrian estar asociados con esquemas de tratamiento mas agresivos, aumentando
asi el riesgo de neurotoxicidad. Ademas, factores relacionados al tratamiento como las dosis
de oxaliplatino administradas por ciclo, el tiempo entre dosis y la combinacidn con otros
farmacos segun el esquema utilizado podrian influir en el perfil de toxicidad (Cassidy et al.,
2011). Sin embargo, los hallazgos reportados hasta la fecha son escasos, muchas veces
contradictorios, y no han resultado concluyentes (Bakogeorgos & Georgoulias, 2017; Staff et
al., 2019). Por lo tanto, aun no se ha alcanzado consenso en cuanto a factores con valor
predictivo demostrado. Cabe sefialar, ademas, que todos los estudios mencionados se han
llevado a cabo en poblaciones de otras regiones y contextos, lo que resalta la necesidad de
investigar estos factores en nuestra poblacidn local.

En sintesis, actualmente no se dispone de datos sobre la prevalencia ni sobre las
caracteristicas clinicas de la neuropatia inducida por quimioterapia en pacientes tratados con
oxaliplatino en Argentina o en la regidn. Asimismo, se desconoce si variables como la edad, el
sexo, el peso, el IMC, el estadio tumoral, el esquema quimioterapico o la dosis acumulada del
farmaco se relacionan con una mayor prelalencia o severidad de los sintomas en esta
poblacién. Esta falta de informaciéon limita la identificacion de factores de riesgo y el
desarrollo de estrategias personalizadas para su prevencion y tratamiento. Este trabajo de
tesis propone abordar esta problematica a fin de caracterizar la prevalencia, severidad y
evolucion de la neuropatia inducida por oxaliplatino, asi como explorar la posible asociacion
con variables clinicas y terapéuticas relevantes en una cohorte local de pacientes con CCR.
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1.2 Nocicepcion y dolor neuropatico

Como se menciond previamente, la NPIQ se manifiesta principalmente a través de
alteraciones sensitivas que abarcan desde la pérdida de sensibilidad a estimulos inocuos hasta
el desarrollo de parestesias, disestesias y dolor persistente, de tipo neuropdtico, siendo este
ultimo el sintoma mas severo (Loprinzi et al., 2020; Staff et al., 2017; Staff et al., 2019).

El dolor neuropatico es un tipo de dolor persistente y patoldgico, definido como aquel dolor
causado por una lesidon o enfermedad del sistema somatosensorial (Jensen et al., 2011), ya
sea a nivel del SNP o del sistema nervioso central (SNC) (Fig. 1). El dolor neuropatico puede
originarse por multiples causas, incluyendo lesiones traumadticas del SN, accidentes
cerebrovasculares hemorragicos o isquémicos, enfermedades metabdlicas como la diabetes,
infecciones virales como el herpes zéster, enfermedades autoinmunes como la esclerosis
multiple, o neuropatias tdxicas por el consumo crénico de alcohol o exposicion a metales
pesados, entre otras (Finnerup et al., 2021; Scholz et al., 2019).

Figura 1. Diagrama que representa las diferentes estructuras que componen el sistema
somatosensorial, desde los nervios periféricos, pasando por los ganglios raquideos y la médula espinal,
hasta las regiones cerebrales. Las lesiones y enfermedades que afectan dichas estructuras
desencadenan alteraciones en la neurotransmision nocicieptiva generando dolor neuropdtico. Tomado
de (Finnerup et al., 2021).

En la NPIQ el dolor neuropdtico se genera como consecuencia del dafio neurotéxico que los
agentes antineopldsicos ejercen en las neuronas aferentes primarias. Estas neuronas
sensitivas, cuyos cuerpos celulares se localizan en los ganglios anexos a la raiz dorsal y cuyos
axones constituyen los nervios periféricos, son el principal blanco de las acciones neurotdxicas
de estos farmacos (Finnerup et al., 2021).
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En las préximas secciones se presentan los actores involucrados en el proceso fisioldgico de
la nocicepcion (seccidon 1.2.1), los mecanismos celulares y moleculares implicados en el
desarrollo y mantenimiento del dolor neuropatico (seccion 1.2.2) y los procesos de
neurotoxicidad inducidos por oxaliplatino, que pueden contribuir al desarrollo de dolor
persistente (seccién 1.3.2).

1.2.1 De la nocicepcion al dolor

El dolor nociceptivo se define como “aquella experiencia sensorial y emocional desagradable
asociada con un dafio tisular real o potencial" (Raja et al., 2020). Se trata de un mecanismo
fisiolégico y adaptativo de proteccién. En respuesta a un dafio tisular o un estimulo
potencialmente lesivo, la activacion del sistema nociceptivo desencadena esa experiencia
desagradable que es el dolor a fin de minimizar el dafio y promover la reparacion del tejido
lesionado (Latremoliere & Woolf, 2009).

Las neuronas aferentes primarias son el primer eslabdn en las vias nociceptivas: detectan
estimulos nocivos en los tejidos periféricos y transmiten esa informacién al sistema nervioso
central. Estas neuronas pseudounipolares, a través de sus proyecciones periféricas, inervan
piel, musculos, articulaciones y visceras donde detectan tanto estimulos inocuos, de baja
intensidad, como nocivos, de alta intensidad y capaces de inducir dafio tisular y dolor (ver Fig.
2) (Basbaum et al., 2009; Scholz & Woolf, 2002). Las neuronas aferentes primarias constituyen
una poblacién heterogénea y pueden clasificarse segun el tamafo del soma, el diametro de
los axones, y el tipo de informacién que transmiten (Middleton et al., 2021). Las neuronas de
cuerpo celular grande dan origen a fibras Ao y AB, que son gruesas, mielinizadas y de alta
velocidad de conduccién. Detectan y transmiten informacién propioceptiva (posicion
corporal, movimiento) y mecanoceptiva tactil (presidén, vibracién), respectivamente
(McGlone & Reilly, 2010). Las neuronas medianas dan origen a fibras A8 que son delgadas,
mielinizadas y de velocidad de conduccién moderadamente rapida. Participan en la deteccidn
y conduccidn de informacion sobre estimulos térmicos del rango inocuo y estimulos nocivos
de las tres modalidades -quimicos, mecdanicos y térmicos- (dolor radpido, bien localizado y de
corta duracion, dolor agudo) (Lithfous et al., 2022). Finalmente, las neuronas pequefias dan
origen a fibras C, delgadas, amielinicas, y de velocidad de conduccién lenta. Detectan
temperatura, tacto y estimulos nocivos de las tres modalidades (dolor lento, difuso y
persistente, descripto como quemante, urente) (Perl, 2007).
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Figura 2. Esquema representativo que ilustra la deteccion de estimulos inocuos y nocivos por parte de
las neuronas aferentes primarias. La informacidon sobre los mismos es luego conducida hacia el asta
dorsal de la médula espinal y centros superiores. Tomado de (Stahl, 2022).

Los estimulos quimicos, mecdnicos o térmicos son detectados por receptores localizados en
las terminaciones periféricas de las neuronas aferentes primarias. Entre ellos, los receptores
purinérgicos (P2X y P2Y) que responden al ATP liberado en contextos de dafio tisular e
inflamacién, los receptores de bradicinina (B1 y B2) que median la sensibilizacion en
condiciones inflamatorias, los canales iénicos ASICs (del inglés Acid-Sensing lon Channels) que
detectan acidosis tisular asociada a inflamacién, isquemia o dafio tisular, los receptores PIEZO
gue responden a estimulos mecanicos, y los receptores de potencial transitorio (TRPs)
incluyendo TRPV1 que es activado por calor nocivo, TRPMS8 por frio inocuo y TRPA1 por frio
nocivo e irritantes quimicos (Basbaum et al., 2009; Coste et al., 2010; Scholz & Woolf, 2002).
La activacién de estos receptores desencadena, ya sea en forma directa o a través de cascadas
de sefializacién intracelular, la apertura de canales idnicos, generando potenciales de accién
(Basbaum et al., 2009). En este proceso los canales de sodio dependientes de voltaje (Nav1.7,
Nav1.8, Navl.9) desempefian un papel clave, regulando la excitabilidad neuronal y la
transmisidn de la informacidn sobre estimulos nocivos y contribuyendo a la amplificacién,
persistencia y modulacién del dolor (Abrahamsen et al., 2008; Dib-Hajj et al., 2008).

La informacion nociceptiva es conducida por las neuronas aferentes primarias hacia el asta
dorsal de la médula espinal (Fig. 3), donde establecen sinapsis con interneuronas locales y
neuronas de proyeccion (Basbaum et al., 2009). Segun establece la organizacion de Rexed, el
asta dorsal se puede segmentar en capas funcionales con diferentes roles en la transmisién y
modulacion de la informacién nociceptiva (Todd, 2010):

- La ldmina | contiene neuronas de proyeccion, que reciben informacién principalmente de
fibras A8 y Cy la transmiten a centros superiores, como el talamo y el tronco encefalico. Es
crucial en la deteccién de estimulos nocivos y temperatura en el rango inocuo.
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- La lamina 1l, también conocida como sustancia gelatinosa, esta compuesta en su mayoria
por interneuronas inhibitorias y excitatorias. Modula la transmisién del dolor a través de
mecanismos inhibitorios mediados por GABA y encefalinas, regulando la entrada de sefiales
nociceptivas a capas mas profundas.

- Las ldminas Il y IV reciben aferencias principalmente de fibras AB, que transmiten
informacién sobre estimulos mecdnicos inocuos (como tacto y presién). Aunque no estan
directamente involucradas en la transmisién del dolor, pueden participar en la sensibilizacidn
central y la alodinia.

- La ldmina V aloja a las denominadas neuronas de rango dindmico amplio que integran
informacién de estimulos nocivos e inocuos al recibir aferencias de fibras C, Ad y AB. Estas
neuronas proyectan al tdlamo y otras regiones del encéfalo involucradas en la percepcion del
dolor y son clave en la sensibilizacidon central (proceso que se describird con mas detalle en la
siguiente seccidn), facilitando fendmenos como la hiperalgesia y la alodinia.

- La ldmina VI recibe informacién de fibras AR y Ad y esta implicada en la propiocepcién y la
respuesta a estimulos nociceptivos profundos (como el dolor muscular o articular). También
participa en la modulacion de reflejos motores en respuesta a estimulos nocivos.

Dorsal root ;
ganglion Skin

C-fibers
S
Rexed laminae Spinal
of dorsal horn  cord Dermis Epidermis

Figura 3: Organizacion laminar del asta dorsal de la médula espinal en la que se representan las
aferencias de fibras C hacia las Idminas | y Il. Tomado de (Dubin & Patapoutian, 2010).

Esta organizacién en laminas permite la modulacion e integracion de diferentes modalidades
sensoriales, desempefnando un papel crucial en la nocicepcion (Todd, 2010). Las neuronas de
proyeccion transmiten la sefial sobre estimulos inocuos y nocivos a centros superiores a
través de vias ascendentes (Basbaum et al., 2009). La via espinotaldmica es la principal
responsable de la conduccién de informacion nociceptiva hacia el tdlamo y la corteza
somatosensorial, permitiendo la percepcién consciente del dolor (Basbaum et al., 2009). Las
vias espinoparabraquial y espinorreticular transmiten sefiales hacia el tronco encefélico y el
sistema limbico, participando en la modulacion autondmica y afectiva del dolor.
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Diversas areas cerebrales participan en la generacién, interpretacién y modulacién de la
experiencia de dolor. La corteza somatosensorial primaria y secundaria (S1 y S2) se ocupan
de la discriminacidon sensorial del dolor, procesando informacion sobre su localizacidn,
intensidad y duracidn. En paralelo, estructuras como la insula y la corteza anterior cingulada
estan implicadas en los aspectos afectivos y motivacionales del dolor, mientras que la
amigdala y el hipotalamo median respuestas emocionales y autonémicas. Ademas, regiones
del cortex prefrontal participan en la valoracidon cognitiva y la anticipacién del dolor,
integrando experiencias previas y contexto. Este conjunto de dreas forma lo que se conoce
como la "matriz del dolor", una red funcional que explica la multidimensionalidad de esta
experiencia (Apkarian et al., 2005; Garcia-Larrea & Peyron, 2013; Tracey & Mantyh, 2007).

1.2.2 Dolor neuropdatico: mecanismos involucrados

El dolor neuropatico es un dolor patolégico que surge como consecuencia de alteraciones en
la transmisién y el procesamiento de las sefiales nociceptivas luego de una lesién o
enfermedad del sistema somatosensorial. Como ya se ha mencionado, el dolor neuropatico
es el sintoma mas severo en los pacientes con neuropatia por quimioterapia, por lo que
reviste particular importancia en el estudio de esta neuropatia téxica.

Los mecanismos que contribuyen al desarrollo de dolor persistente en el contexto de la NPIQ
no se encuentran aun dilucidados (Argyriou et al., 2006). Cabe mencionar que esta entidad
ha adquirido relevancia clinica recién en los ultimos aflos, como consecuencia del uso
generalizado de agentes quimioterdpicos y del aumento de la sobrevida de los pacientes
oncoldgicos. A diferencia de ello, en las ultimas décadas se ha avanzado de manera
significativa en la identificacion de los mecanismos implicados en el desarrollo vy
mantenimiento del dolor neuropatico asociado a otras condiciones que afectan el SN. A
continuacion, se presentaran algunos de estos mecanismos, entre los que se destacan
aquellos que inducen fendmenos de sensibilizacion periférica y central, considerados pilares
en la fisiopatologia del dolor neuropatico (Finnerup et al., 2021). Se hara especial mencién a
aquellos mediadores cuyo rol sera analizado en el contexto de la neuropatia inducida por
guimioterdpicos en esta tesis.

La sensibilizacion periférica es el proceso por el cual se produce un aumento en la
excitabilidad de las fibras aferentes primarias lesionadas o expuestas a un entorno
inflamatorio. Se atribuye, entre otros mecanismos, a la disminucién en el umbral de
activacion, la presencia de descargas espontaneas y los cambios en el fenotipo (Finnerup et
al., 2021; Scholz & Woolf, 2002), a los que se hara referencia a continuacion.

A diferencia de lo que ocurre en condiciones fisiolégicas, donde sdlo los estimulos de alta
intensidad —es decir, capaces de causar dafio tisular— activan a los nociceptores y generan
dolor (Fig. 4a), en condiciones patoldgicas incluso estimulos de baja intensidad pueden
desencadenar una respuesta dolorosa (Fig. 4b). Luego de una lesion o dafio de los tejidos o
incluso los nervios periféricos pueden ocurrir cambios inflamatorios en el microambiente de
la fibra nerviosa, con acumulacién de factores liberados por células no neuronales residentes
o infiltradas (incluyendo macréfagos, mastocitos, basoéfilos, neutrdfilos, plaquetas, células
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endoteliales, queratinocitos y fibroblastos) o por los propios nociceptores (Scholz & Woolf,
2002). Estos factores incluyen neurotransmisores (glutamato), péptidos (sustancia P, péptido
relacionado al gen de calcitonina (CGRP), bradicinina), eicosanoides vy lipidos relacionados
(prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, endocannabinoides), neurotrofinas, citoquinas
y quemoquinas, asi como ATP y protones (ver Fig. 4a) (Boddeke, 2001; Mantyh et al., 2002).
Como se menciond previamente, los nociceptores expresan receptores capaces de reconocer
y responder a estos agentes pro-inflamatorios. Estas interacciones aumentan la excitabilidad
de los nociceptores, produciéndose una disminucién en el umbral de activacidn (Fig. 4b), que
permite la generaciéon de potenciales de accién ante estimulos térmicos, mecdnicos o
guimicos de baja intensidad (inocuos) y contribuye al desarrollo de alodinia (Gold & Gebhart,
2010).

Entre los mediadores mencionados se destacan las neurotrofinas como el factor de
crecimiento nervioso (NGF) y las citoquinas proinflamatorias como la interleuquina-1B (IL-
1B), la IL-6 y el factor de necrosis tumoral a (TNFa), que modulan la excitabilidad neuronal y
alteran la funcién de los nociceptores, contribuyendo a la sensibilizacidn periférica (Binshtok
et al., 2008; Uceyler et al., 2009). La accidn de NGF sobre su receptor TrkA ha sido
ampliamente implicada en la sensibilizacion de las fibras C. Mediante la activacién de vias de
sefializacion intracelular, potencia la funcién de proteinas blanco en la terminal periférica, en
particular TRPV1, generando un cambio rapido en la sensibilidad al calor (Chuang et al., 2001).
Adicionalmente, el NGF es transportado retréogradamente al soma del nociceptor, donde
promueve la expresiéon de proteinas pronociceptivas como la sustancia P, TRPV1 vy la
subunidad del canal de sodio Nav1.8 (Chao, 2003; Ji et al., 2002). Por su parte, las citoquinas
TNFa e IL-1B, a través de la interaccidon con sus receptores especificos expresados en
neuronas aferentes primarias, potencian la actividad de canales idnicos y la liberaciéon de
neurotransmisores excitatorios como el glutamato (Ugeyler et al., 2009).

Ademas, las neuronas lesionadas desarrollan actividad ectépica (Fig. 4c), pudiendo generar
potenciales de accidn sin mediar un estimulo externo. La desregulacién de los canales iénicos
y la acumulacién aberrante de canales de sodio, como Nav1.7, Nav1.8 y Nav1.9, en sitios de
lesidon axonal o en los ganglios de la raiz dorsal conduce el desarrollo de descargas
espontdneas contribuyendo a la alodinia y la hiperalgesia (Hameed, 2019).

Finalmente, tras una lesién del nervio pueden ocurrir alteraciones en la expresion génica (Fig.
4d), desencadenando cambios en el fenotipo y las propiedades funcionales de las neuronas
aferentes primarias (Hayward et al.,, 2024). También se produce la sobreexpresiéon y
disfuncién de canales idnicos como TRPs y PIEZO, involucrados en la transduccién de
estimulos térmicos y mecanicos, contribuyendo a la aparicién de alodinia e hiperalgesia,
sintomas caracteristicos del dolor neuropatico. Por otra parte, las fibras mielinizadas AB, que
normalmente transmiten estimulos tactiles inocuos, pueden comenzar a expresar receptores
tipicos de nociceptores, como TRPV1, lo que las vuelve capaces de generar respuestas
dolorosas ante estimulos mecanicos de baja intensidad (alodinia mecanica) (Scholz & Woolf,
2002).
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Figura 4. Esquemas que representan los mecanismos involucrados en la generacion de dolor
nociceptivo (a) y de dolor neuropdtico (b, c, d), incluyendo procesos de sensibilizacion periférica como
la disminucion en el umbral de activacion de los nociceptores (b), la presencia de descargas
espontdneas de las fibras lesionadas (c) y cambios en el fenotipo de las neuronas aferentes primarias
(d). Imagen tomada de (Scholz & Woolf, 2002).

Ademas de los mecanismos periféricos, diversos procesos que conducen a la
hiperexcitabilidad de los circuitos nociceptivos tienen lugar en la médula espinal y en las
distintas areas cerebrales involucradas. Se los denomina procesos de sensibilizacién central
y contribuyen a la amplificacién de la sefial nociceptiva y al desarrollo de dolor neuropatico
(Burstein et al., 2000; Sarkar et al., 2000).

A nivel del asta dorsal, ocurre un aumento en la excitabilidad de las neuronas de proyeccion
(Fig. 5a), mediado por la activacion sostenida de los receptores de glutamato, en particular
los receptores NMDA, potenciado por otros mediadores como la sustancia P y el factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) (Liu et al., 1997; Lu et al., 2007). Esta activacion
reduce el umbral de disparo de las neuronas del asta dorsal, prolongando y amplificando las
respuestas a estimulos nocivos y generando fendmenos como la hiperalgesia. En particular,
la secrecién de BDNF desencadena alteraciones en los gradientes de cloro mediados por KCC2
en neuronas espinales, generarndo desinhibicién espinal (Salter and Beggs, 2014). Ademas,
la fosforilacion de canales idnicos y los cambios en la expresién de proteinas sinapticas (Fig.
5b) facilitan una potenciacion a largo plazo en estas vias (Scholz & Woolf, 2002).

También pueden producirse alteraciones en la conectividad debido a la reorganizacion de los
terminales aferentes (Fig. 5c), facilitando la amplificacién de las sefiales de dolor (Y. F. Zhu &
Henry, 2012). Por ejemplo, fibras AB que normalmente hacen sinapsis con neuronas espinales
no nocicpetivas, pueden ganar acceso a neuronas nociceptivas, contribuyendo al desarrollo
de alodinia (Y. F. Zhu & Henry, 2012).
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En paralelo, la pérdida del tono inhibitorio espinal contribuye a la amplificacion del dolor
(Fig. 5d). En condiciones fisioldgicas, interneuronas GABAérgicas y glicinérgicas modulan la
transmisién nociceptiva mediante mecanismos inhibitorios pre y postsinapticos (Zeilhofer et
al., 2012). Sin embargo, en estados de dolor neuropatico, se observa pérdida de funcion de
estas interneuronas y reduccién en la expresion de los receptores GABAa y glicina,
disminuyendo la inhibicidn sindptica (Zeilhofer et al., 2012). Como resultado, las neuronas de
proyeccidn quedan desinhibidas, permitiendo que sefiales nociceptivas asciendan sin control
hacia estructuras supramedulares (Scholz & Woolf, 2002). Esta desregulacién también facilita
la entrada de informacion sensorial no nociceptiva en circuitos del dolor, promoviendo la
alodinia mecanica y térmica. De este modo, estimulos normalmente inocuos pueden
percibirse como dolorosos debido a la activacidén aberrante de vias nociceptivas.

Otro sistema que interviene en la modulacién enddgena del dolor, generalmente con
acciones inhibitorias, es el sistema endocannabinoide (SEC), expresado a lo largo de la via
nociceptiva e integrado por ligandos lipidicos, sus enzimas de sintesis y degradaciéon y los
receptores cannabinoides (Finn et al., 2021; Maldonado et al., 2016). Se ha descripto que, en
condiciones de lesidn del SN, se producen cambios en la expresidon de los componentes del
SEC, que contribuyen al establecimiento de dolor persistente (Garcia-Ovejero et al., 2009).
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Figura 5. Esquemas que representan los mecanismos involucrados en el proceso de sensibilizacion
central, incluyendo el aumento en la excitabilidad por la activacion sostenida de los receptores
glutamatérgicos (a), los cambios en la expresion y la modulacion de la actividad de mediadores de la
neurotransmision nociceptiva (b), la reorganizacion de terminales aferentes (c) y la pérdida del tono
inhibitorio espinal (d). Imagen tomada de (Scholz & Woolf, 2002).
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Por otro lado, la activacion de células gliales y la produccion de mediadores pro-inflamatorios
desempefian un papel clave en la generacién y el mantenimiento del dolor neuropatico,
contribuyendo a la sensibilizacion de los circuitos nociceptivos tanto a nivel periférico como
a nivel central (Fig. 6) (Ji et al., 2016; Lim et al., 2017). Las células de Schwann del nervio, las
células satelitales del ganglio y los astrocitos y la microglia de la médula espinal responden a
las lesiones del SN liberando diversos mediadores que favorecen la excitabilidad neuronal
(Hossain et al., 2017; Z. Wei et al., 2019).

El dafio a las células de Schwann genera disrupcién de la mielina, cambios en la conduccién
axonal, regeneracion defectuosa y neuroinflamacién, contribuyendo al desarrollo del dolor
neuropatico (De Logu et al., 2017, 2019; Gongalves et al., 2017).

En los ganglios, las células satelitales forman envolturas en anillo alrededor de los somas
neuronales y se activan en respuesta a una lesidn o a estimulos nocivos persistentes (Fig. 6)
(Hanani, 2005). A través de senales que se originan en las propias neuronas sensoriales (Luo
et al., 2012), las células satelitales sufren cambios estructurales y funcionales, como el
incremento en la expresion de la proteina acidica fibrilar glial (GFAP) y de la conexina-43 que
favorece la formacion de gap junctions (Belzer & Hanani, 2019), facilitando la comunicacién
intercelular y la propagacion de sefiales inflamatorias. Ademads, secretan citoquinas como
TNFa, IL-1B e IL-6, asi como ATP y prostaglandinas, que activan receptores en las neuronas
sensoriales, aumentando su excitabilidad y contribuyendo a la sensibilizacién periférica.

Ademas, a través de la activaciéon de la via pro-inflamatoria regulada por el factor de
transcripcién NFkB, las células satelitales producen quemoquinas que favorecen la infiltracion
de macrdéfagos (Lim et al., 2017), y a su vez, el TNFa liberado por macréfagos induce en células
satelitales una disminucidn en la expresidn del canal de potasio Kird.1, implicado en la
homeostasis del potasio extracelular y por ende en la regulacién de la excitabilidad neuronal
en ganglios raquideos (Silva et al., 2017).

Las células del sistema inmune, incluyendo mastocitos, neutréfilos, macréfagos y linfocitos
T, contribuyen a la sensibilizacién tanto periférica como central (Fig. 6). Aunque inicialmente
se pensd que estos mecanismos eran mas relevantes en trastornos de dolor inflamatorio,
ahora esta claro que los estados de dolor neuropatico también estan asociados con una
considerable infiltracién de células inmunes en nervios y ganglios (Finnerup et al., 2021). Un
tipo celular particularmente importante en este contexto son los macréfagos. Una gran
cantidad de evidencia respalda su papel en la fisiopatologia del dolor neuropatico (De Logu
et al., 2017; Trevisan et al., 2016; Yu et al., 2020), con diferentes subtipos desempefiando
roles distintos en la sensibilizacién. Mientras que los macrdéfagos M1 promueven la
sensibilizacién, macréfagos M2 la inhiben y favorecen la reparacion tisular (De Logu et al.,
2017; Trevisan et al., 2016; Yu et al., 2020).

A nivel espinal los astrocitos y la microglia participan activamente en la amplificaciéon de la

actividad de los circuitos nociceptivos (Fig. 6) (Finnerup et al., 2021). Tras una lesién o dafio,

la actividad patoldgica en las aferencias periféricas conduce a la liberacién de ATP y el factor

estimulante de colonias 1 (CSF1) desde las terminales centrales, lo que activa la microglia,

induciendo proliferacion y cambios morfoldgicos (Guan et al., 2016). Los cambios en el perfil

transcripcional y secretor de la microglia, incluyendo la liberacion de TNFa, interleuquinas,
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fractalquina, ATP y quemoquinas, han sido asociados a dolor neuropatico. Se ha postulado
gue esta cascada neuroinflamatoria se amplifica mediante el reclutamiento de mas microglia
y, eventualmente, de astrocitos vecinos, los cuales también liberan mediadores pro-
inflamatorios (Fig. 6). La activacién de astrocitos promueve aln mas la actividad neuronal,
mediante el aumento en la sintesis de prostaglandinas, la desregulacion de la recaptacién de
glutamato, la modulacién del estado bioenergético de las neuronas (Finnerup, 2017) y la
secrecion de D-serina, que potencia la funcidn del receptor NMDA en neuronas espinales,
favoreciendo asi la sensibilizacion central (Ji et al., 2016; Moehring et al., 2018).

Dado que estas interacciones bidireccionales glia-neurona perpetian la sensibilizacién central
contribuyendo a mantener el estado de hipersensibilidad caracteristico del dolor
neuropatico, existe un enorme potencial terapéutico en la modulacién de células gliales y sus
mediadores para el tratamiento de este dolor crénico.
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Figura 6. Contribucion de los procesos neuroinflamatorios periféricos y centrales al desarrollo de dolor
neuropdtico. En el esquema se destaca el rol de células del sistema inmune, como macrdfagos,
neutrdfilos y linfocitos, y de células gliales como las células satelitales en el ganglio y los astrocitos y la
microglia en la médula. Imdgen tomada de (Finnerup et al., 2021).

En resumen, los mecanismos de sensibilizacion periférica y central subyacen a las
manifestaciones clinicas mas caracteristicas del dolor neuropatico, tales como la disestesia,
la alodinia y la hiperalgesia. Una vez instaurados, estos procesos neuropldsticos contribuyen
a la cronificacién del dolor, haciéndolo persistente, desproporcionado al estimulo original y
resistente a los tratamientos analgésicos convencionales. Esta refractariedad terapéutica
representa uno de los principales desafios en el abordaje clinico del dolor neuropatico y
justifica la necesidad de continuar investigando sus mecanismos subyacentes para el
desarrollo de estrategias mas efectivas y personalizadas.
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1.2.3 Evaluacion de dolor en pacientes y en modelos animales

Como se ha mencionado en secciones anteriores, el dolor constituye una experiencia
sensorial y emocional compleja (Raja et al., 2020), en la que confluyen componentes
sensitivos-discriminativos junto con dimensiones emocionales y afectivas. En este sentido, el
dolor es una experiencia subjetiva, Unica para cada individuo, y no existen métodos que
permitan cuantificarlo de manera objetiva ni en humanos ni en animales (Giordano et al.,
2010). En pacientes, la evaluacion de dolor se basa en el autoreporte, utilizando escalas como
la Escala Visual Analdgica, la Escala Numérica o la Escala de Calificacidon Verbal, las cuales
dependen de la capacidad del individuo para comunicar su percepcion del dolor (Hawker et
al., 2011; Williamson & Hoggart, 2005). En el ambito pediatrico, se emplean escalas adaptadas
por edad: para los niflos mayores, la escala numérica; y para los mas pequefos, escalas de
caras (Birnie et al., 2019; Trottier et al., 2022). Para nifios menores de 3 afos, o aquellos que,
por diversas razones, no pueden responder con autoreporte, se utiliza la escala FLACC (Face,
Legs, Activity, Cry, Consolability) (Trottier et al., 2022). Esta escala pone en manos del
profesional la observacidn de cinco indicadores conductuales que permiten identificar,
cuantificar y monitorizar el dolor en pacientes no verbales o preverbales, facilitando una
valoracion clinica eficaz basada en signos visibles de malestar (Birnie et al., 2019; Trottier et
al., 2022).

Salvando las distancias, en los modelos experimentales (generalmente en ratones y ratas) se
emplean pruebas que evallian signos o comportamientos indicativos de dolor. Esos
métodos, estandarizados y validados, son ampliamente utilizados en el campo de la
investigacion preclinica en dolor y permiten inferir la presencia y magnitud del dolor a partir
de signos, sintomas y respuestas motoras, reflejas y afectivas (Mogil, 2009). Entre los métodos
mas empleados se encuentran aquellos que implican la aplicacion de un estimulo controlado
y la evaluacién de conductas de retirada de una extremidad, frecuentemente acompafiadas
por comportamientos mas complejos vinculados a dolor (Mogil, 2009). Estos estudios
comportamentales permiten evaluar diferentes condiciones de dolor, dependiendo del
contexto experimental: mientras que en condiciones fisioldgicas la aplicacién de estimulos
nocivos permite evaluar nocicepcién, en contextos patoldgicos, la exposicion a estimulos
inocuos o nocivos puede revelar la presencia de alodinia o hiperalgesia, respectivamente
(Deuis et al., 2017a; Mogil, 2009), indicando un estado de sensibilizacién. Ademas de estas
pruebas basadas en estimulos en las que se evalua dolor inducido, se han desarrollado
abordajes que permiten detectar dolor espontaneo, en ausencia de estimulacion externa. En
este caso, se evallan alteraciones en el comportamiento natural del animal, como la
disminucion de la locomocién o del acicalamiento, o cambios en la ingesta o las actividades
exploratorias, que pueden reflejar la presencia de dolor.

A continuacidn, se mencionan los métodos mas utilizados para evaluar alodinia, hiperalgesia
y cambios en el comportamiento natural de los animales (ver Fig. 7).

Pruebas de sensibilidad mecanica:

e Test de Von Frey: Utiliza filamentos de distinto gramaje que ejercen una presion
constante y que permiten determinar el umbral de respuesta a estimulos mecanicos,
(Chaplan et al., 1994; Dixon, 1980). A pesar del desarrollo de pruebas electrénicas, el
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método manual de Von Frey sigue siendo el estandar de oro para la determinacion de
los umbrales mecanicos en roedores (Deuis et al., 2017).

Test de presion de Randall-Selitto: Se aplica presidn progresiva sobre la extremidad
hasta la manifestacion de una respuesta de retirada (Randall and Selitto, 1957).

Pruebas de sensibilidad térmica:

Test de Choi: Evaltua la sensibilidad al frio mediante la aplicacion de una gota de
acetona en la superficie plantar. La evaporacién rdpida del liquido provoca un
descenso local de temperatura (~15 °C), y se registra la respuesta nocifensiva del
animal (Choi et al., 1994).

Test de placa caliente: Mide el tiempo de reaccidn del animal a una superficie caliente,
con posibilidad de aplicar temperaturas en el rango inocuo o nocivo (Woolfe and
Macdonald, 1944).

Test de inmersion de la cola: Evalua la latencia de retirada de la cola en respuesta a
un estimulo térmico aplicado en su extremo (D’amour and Smith, 1941).

Test de Hargreaves: Determina la latencia de retirada de la extremidad posterior ante
un estimulo térmico focalizado de calor nocivo (Hargreaves et al., 1988).

Pruebas de comportamiento espontaneo y afectivo:

Ultrasonidos y expresion facial: En condiciones de dolor, ratones y ratas emiten
vocalizaciones ultrasénicas y muestran cambios en la expresion facial (Langford et al.,
2010). Su determinacion permite inferir la presencia de dolor espontaneo.

Aspecto y peso: La pérdida de peso corporal y los cambios en el aspecto general —
como el pelaje erizado, la presencia de placas alopécicas, la postura encorvada o la
retraccidn de las extremidades son indicadores de malestar o dolor. Estos parametros,
aunque inespecificos, son utiles para evaluar el impacto del dolor sobre el estado
general del animal (Roughan & Flecknell, 2001; Vierck et al., 2008).

Camara de actividad y campo abierto: Permiten detectar cambios en la locomocidn y
ansiedad, que pueden estar asociados con dolor (Harte et al., 2016).

Condicionamiento de lugar aversivo: Evalia el componente afectivo del dolor,
analizando la evitacién de un ambiente previamente asociado con estimulos nocivos
(King et al., 2009).
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Figura 7. Métodos utilizados para evaluar comportamientos indicativos de dolor en animales de
experimentacion. A) Test de Von Frey, B) Test de Randall-Sellito, C) Test de Choi, D) Test de placa
caliente, E) Test de expresion facial, F) Test de Campo Abierto (exploracion).

Estas pruebas conductuales han demostrado ser herramientas valiosas para avanzar en la
comprensién de los mecanismos involucrados en el proceso de nocicepcion y en el desarrollo
y mantenimiento del dolor patoldgico, asi como para evaluar tratamientos farmacoldgicos y
no farmacoldgicos (Basbaum et al., 2009; Mogil, 2009).

En conclusidn, aunque el dolor no puede medirse objetivamente, los métodos conductuales
mencionados ofrecen herramientas confiables y estandarizadas para evaluarlo en modelos
animales. La reproducibilidad y confiabilidad de estos ensayos han sido validadas en modelos
de dolor nociceptivo, inflamatorio y neuropdtico (Gregory et al., 2013; Mogil, 2019). La
combinacién de multiples pruebas permite caracterizacidon en forma mds completa el cuadro
de dolor, facilitando la traslacion de hallazgos preclinicos a la practica clinica (Tappe-Theodor
& Kuner, 2014; Vierck et al., 2008). En este trabajo de tesis se utilizé el test de Von Frey para
evaluar alodinia mecanica, el test de Choi para estudiar alodinia térmica al frio, la evaluacién
de aspecto, peso corporal y consumo de alimento como indicadores de dolor espontaneo, y
la prueba de campo abierto para analizar parametros asociados a locomocién, como se
explicard con mayor detalle en la seccién de Mateiales y Métodos.

1.3 Mecanismos de accion antitumoral y efectos neurotoxicos del oxaliplatino

1.3.1 Accién antitumoral

Antes de abordar los efectos neurotdxicos inducidos por el quimioterapico, es importante
mencionar brevemente los mecanismos involucrados en su accidn antitumoral, ya que ambos
estan relacionados. Es decir, las acciones citotéxicas que subyacen a sus efectos
antitumorales pueden afectar también a células sanas, incluidas aquellas del SN,
contribuyendo asi a la neurotoxicidad (Park et al., 2008).
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El oxaliplatino es un agente citostdtico de tercera generacion a base de platino utilizado como
tratamiento de primera linea contra el cancer colorrectal, gastrico y pancreatico (Branca et
al.,, 2021; Calls et al., 2020). En el caso particular del CCR, el oxaliplatino se administra
generalmente en combinacién con 5-fluorourasilo —denominado esquema FOLFOX— o con
capecitabina —denominado esquema XELOX —, lo cual potencia su actividad antitumoral
(Guo et al., 2016). Estos agentes antineopldsicos no generan neurotoxicidad.

El principal mecanismo de accién antitumoral del oxaliplatino estd mediado por su union al
ADN, formando aductos platino-ADN con diferentes tipos de entrecruzamientos: (i) enlaces
cruzados intrahebra de ADN, (ii) enlaces cruzados interhebra de ADN, y (iii) enlaces cruzados
ADN-proteina (Arango et al., 2004; Calls et al., 2022). El mecanismo predominante es el enlace
cruzado intrahebra de ADN, con la formacién de aductos entre dos residuos de guanina o
entre residuos de guanina y adenina, que interfieren con la replicacion y transcipcién (Calls et
al., 2020; Martinez-Balibrea et al., 2015). De este modo, la exposicidn de las células tumorales
a oxaliplatino genera cambios estructurales irreversibles en el ADN, desencadenando muerte
celular programada o apoptosis (Arango et al., 2004; Branca et al., 2021).

Las cascadas de sefalizacion que conducen a apoptosis pueden dividirse en dos grandes
grupos, la via intrinseca y la via extrinseca. La via intrinseca se caracteriza por el papel central
de las mitocondrias en la iniciacién de la cascada de caspasas que ejecuta el programa
apoptético (Desagher & Martinou, 2000). Los miembros proapoptdticos y antiapoptéticos de
la familia Bcl-2 desempefian un papel fundamental (Gross et al., 1999; Narita et al., 1998).
Ante ciertos estimulos, los miembros proapoptéticos como Bax que normalmente residen en
el citosol, se relocalizan en la membrana mitocondrial externa donde promueven la liberacion
de factores apoptodticos, la activacién de caspasas y la muerte celular (Li et al., 1997; Zou et
al., 1997). Por el contrario, en la via extrinseca, la activacion de caspasas es iniciada por los
receptores de muerte en la superficie celular (Ashkenazi & Dixit, 1998). Se ha demostrado que
el oxaliplatino provoca la traslocacion de Bax a las mitocondrias, la liberacién de citocromo ¢
al citosol y la activacidn de caspasa 3, eventos consistentes con lainduccién de la via intrinseca
(Arango et al., 2004; Martinez-Balibrea et al., 2015).

Ademas, los efectos antitumorales del oxaliplatino involucran la activacion del sistema
inmune. Se ha demostrado que cuando las células de cancer colorrectal CT26 son tratadas
con oxaliplatino pueden liberar sefiales inmunogénicas que desencadenan una fuerte
respuesta inmune, potenciando el efecto anticancerigeno (Tesniere et al., 2010).

De este modo, a través del dafio al ADN, la induccién de la apoptosis y la activacion del sistema

inmune, el oxaliplatino ejerce potentes efectos citotoxicos que se traducen en su efectividad
antitumoral.
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1.3.2 Efectos neurotoxicos

A diferencia de otros derivados del platino, el oxaliplatino no presenta nefrotoxicidad ni
ototoxicidad significativas pero produce otros efectos adversos, siendo el principal la
neurotoxicidad periférica, factor limitante en su uso clinico (Branca et al., 2021).

Como se menciond en la seccidn anterior, el quimioterapico ejerce su efecto antitumoral
principalmente a través de la formacién de enlaces covalentes con el ADN (Arango et al.,
2004). Esta accion no se limita a las células tumorales, sino que también afecta a otros tipos
celulares, incluidas las neuronas aferentes primarias (Branca et al., 2021). Se ha demostrado
gue la acumulacién de compuestos de platino y la formacién de aductos de platino en el ADN,
son eventos clave en el desarrollo de neurotoxicidad (Wei et al., 2021). Los ganglios de la raiz
dorsal presentan una elevada permeabilidad debido a su red capilar con fenestraciones
abundantes vy a la ausencia de una barrera hemato-neural (Kang et al., 2021; Wei et al., 2021).
Ademads, las neuronas aferentes primarias expresan transportadores de membrana
especificos, como el transportador de cationes orgdnicos que facilitan el ingreso del
guimioterdpico (Fujita et al., 2019), facilitando su acumulacién y el dafio estructural y
funcional (Fig. 8) (Kang et al., 2021).

Otro mecanismo crucial en la neurotoxicidad inducida por oxaliplatino es la disfuncion
mitocondrial (Fig. 8) (Branca et al., 2021; Kang et al., 2021). El antineoplasico se une al ADN
mitocondrial con una afinidad similar a la que presenta por el ADN nuclear, afectando su
replicacion y transcripcidn (Kang et al., 2021). Como consecuencia, se altera la expresién de
proteinas mitocondriales y se generan cambios morfoldgicos, disrupcién de la cadena de
transporte de electrones, reduccion de la produccién de ATP y sobreproduccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Kang et al., 2021). En estudios experimentales in vitro se ha
demostrado que el oxaliplatino aumenta los niveles de ROS, en particular el anién superéxido,
asi como la carbonilacidn de proteinas, sugiriendo que el estrés oxidativo desempefa un
papel central en su toxicidad neuronal (Fig. 8) (Branca et al., 2021).
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Figura 8. Una vez que el oxaliplatino (OXA) ingresa a la circulacion sistémica, se acumula en los
ganglios de la raiz dorsal que carecen de la proteccion de la barrera hematoencefdlica,
desencadenando dafio nuclear, disfuncion mitocondrial y estrés oxidativo y conduciendo al desarrollo
de la neuropatia periférica inducida por oxaliplatino. Tomado de (Wei et al., 2021).

42



Otro mecanismo involucrado en la neuropatia inducida por oxaliplatino es la disfuncion de
canales idnicos, incluidos los canales de sodio, potasio y calcio dependientes de voltaje, asi
como los receptores de la familia TRP (Kang et al., 2021). El oxalato, metabolito del
oxaliplatino, altera la funcidon de los canales de sodio, prolongando su estado abierto y
generando hiperexcitabilidad en neuronas aferentes primarias (Grolleau et al., 2001).
Asimismo, el oxaliplatino induce alteraciones funcionales en los canales de potasio
dependientes de voltaje y un aumento en la expresion de canales de potasio pro-excitatorios,
como aquellos activados por hiperpolarizaciéon (HCNs) (Descoeur et al., 2011; Kagiava et al.,
2008). Existe evidencia experimental que indica que el oxaliplatino regula positivamente la
expresion de canales TRP en neuronas de ganglios de la raiz dorsal en cultivo, lo que sugiere
un papel adicional en la sensibilizacién neuronal (Kang et al., 2021). La disfuncion de estos
canales idnicos conduce a hiperexcitabilidad y descargas ectépicas, y puede manifestarse
clinicamente como parestesias, disestesias y dolor (Gomez-Barrios & Tortorici, 2009).

Finalmente, en los Ultimos afios se ha propuesto a la neuroinflamacién como un factor
relevante en la fisiopatologia de la neuropatia por quimioterapicos, con caracteristicas
diferenciales segin el farmaco (Fumagalli et al., 2021). En estudios recientes se ha
demostrado la participacion de células del sistema inmune, con produccién y secrecion de
citoquinas y quemogquinas, que podrian contribuir a la hiperexcitabilidad neuronal (Branca et
al., 2021; Kang et al., 2021). Ademas, se ha postulado que células gliales como las de Schwann
en el nervio, las satelitales gliales en los ganglios, y la microglia y los astrocitos en la médula
espinal desempefian un papel importante en el desarrollo de la NPIQ (Branca et al., 2021).

En resumen, en los ultimos afios se han identificado diversos mecanismos celulares y
moleculares implicados en la neurotoxicidad inducida por oxaliplatino, los cuales podrian
contribuir al desarrollo de alteraciones sensitivas y dolor neuropatico. No obstante, estos
mecanismos aln no han sido completamente elucidados. Una comprensién mas profunda
de estos procesos es fundamental para identificar mediadores clave y avanzar en el disefio de
estrategias preventivas y terapéuticas. Dado que la neurotoxicidad limita significativamente
la calidad de vida de los pacientes y puede condicionar la continuidad del tratamiento
oncolégico, el estudio de estos mecanismos representa un objetivo prioritario en la
investigacidn traslacional del dolor inducido por quimioterapia.

En este sentido, en las ultimas décadas se han establecido con éxito modelos preclinicos de
neuropatia inducida por una variedad de farmacos quimioterdpicos neurotéxicos, incluyendo
paclitaxel (Boehmerle et al., 2014; Chine, Au, Kumar, et al., 2019; Polomano et al., 2001; Siau
etal., 2006), vincristina (Boehmerle et al., 2014; Chine et al., 2019; Siau et al., 2006), cisplatino
(Boehmerle et al., 2014; Joseph & Levine, 2009), oxaliplatino (Kalemci et al., 2019a; W. H. Xiao
et al., 2012) y bortezomib (Boehmerle et al., 2014; Meregalli et al., 2010). La mayoria de los
estudios, realizados en roedores, implementa protocolos de dosificacion que buscan replicar
los regimenes clinicos de quimioterapia, mediante administraciones repetidas por via
intraperitoneal o intravenosa (Hoke & Ray, 2014). En los modelos de NPIO la administracion
del quimioterapico se realiza habitualmente en esquemas que incluyen tres inyecciones en
dias alternos o cinco inyecciones en dias consecutivos. Las dosis individuales suelen ser de 2
0 4 mg/kg, alcanzando dosis acumuladas de 10-12 mg/kg (lllias et al., 2022; Shao et al., 2023;
Wagner et al., 2024; Xiao et al., 2012). El esquema utilizado en esta tesis, que se detallara en
la seccion de Materiales y Métodos, se disefid en base a estos trabajos previos.
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1.4 Diferencias asociadas al sexo

1.4.1 En la prevalencia y severidad de cuadros de dolor persistente

El dolor crénico es uno de los problemas de salud mas prevalentes en los seres humanos,
afectando a mds de una cuarta parte de la poblacion mundial (Zimmer et al., 2021) y su
incidencia continia en aumento, en gran parte debido al envejecimiento poblacional.
Llamativamente, las mujeres estan sobrerrepresentadas entre los pacientes con dolor
crénico. Por razones obvias, varios sindromes de dolor persistente afectan exclusivamente a
mujeres, incluyendo la endometriosis, la vulvodinia y el dolor menstrual. Sin embargo,
algunos sindromes de dolor crénico altamente prevalentes que pueden afectar a ambos sexos
como el sindrome de fatiga crdnica, la fibromialgia, la cistitis intersticial y el trastorno
temporomandibular, presentan una distribucion marcadamente sesgada, con mds del 80% de
los casos reportados en mujeres (Fillingim et al., 2009; Mogil, 2012). Por ultimo, los sindromes
de dolor crénico con mayor prevalencia a nivel global —cefalea, migrafia, dolor lumbar, dolor
cervical y dolor de rodilla— muestran una clara predominancia en mujeres (Fillingim et al.,
2009). Existen, por supuesto, condiciones que cursan con dolor especificas de los hombres
(como la prostatitis crénica), dominadas por hombres (como la gota) o con mayor prevalencia
en hombres (como la cefalea en racimos), pero en términos generales, estas tienden a ser
menos frecuentes (Mogil, 2012).

La mayor presencia de mujeres entre los pacientes con dolor crénico puede explicarse
mediante tres postulados no excluyentes entre si. En primer lugar, las mujeres buscan
atencién médica con mayor frecuencia que los hombres y/o son mas propensas a reportar
dolor en encuestas, lo que lleva a una representacién mas alta en estudios epidemioldgicos
(Fillingim et al., 2009; Lacasse et al., 2023). En segundo lugar, las mujeres presentan una
mayor susceptibilidad a los sindromes de dolor créonico mds comunes en comparacién con los
hombres, lo que aumenta la probabilidad de desarrollar condiciones en las que el dolor es un
sintoma central (Fillingim et al., 2009; Keogh, 2022; Mogil, 2012). Por ultimo, las mujeres
tienen una mayor sensibilidad y/o una menor tolerancia al dolor en comparacion con los
hombres, lo que hace que un mayor porcentaje de ellas alcance el umbral en el que la
experiencia dolorosa se diagnostica como un “sindrome de dolor” (Fillingim et al., 2009;
Keogh, 2022; Mogil, 2012). En este escenario, la severidad del dolor en patologias que afectan
a ambos sexos tiende a ser mayor en mujeres.

Esta mayor prevalencia y severidad de dolor clinico en mujeres se debe tanto a diferencias
de género —es decir, factores socioculturales relacionados con las identidades y roles de
género— como a diferencias de sexo —es decir, factores bioldgicos asociados a los efectos
directos o indirectos de las hormonas gonadales o los genes—, que se explicaran con mayor
detalle en la seccion 1.4.2 (Boerner et al., 2018; Mogil, 2012).

Reconociendo la importancia de este tema, la IASP, asociacion de referencia en el estudio y
tratamiento del dolor, designd al afio 2024 como el "Aiio Global sobre Disparidades de Sexo
y Género en el Dolor". Esta iniciativa buscd visibilizar la relevancia de estas diferencias en la
percepcion y modulacién del dolor, asi como las desigualdades en la investigacion y el acceso
a tratamientos. A lo largo del afio, la IASP promovi6 la difusidn del conocimiento actual sobre
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estas disparidades, exploré los factores que las explican y propuso estrategias para reducirlas
(https://www.iasp-pain.org/resources/fact-sheets/156455/).

Una de las recomendaciones derivadas de esta iniciativa fue la de incluir animales de ambos
sexos en los estudios preclinicos de dolor persistente. Aunque la mayoria de los pacientes con
dolor crénico son mujeres, los estudios preclinicos sobre la fisiopatologia del dolor crénico se
han llevado a cabo predominantemente en roedores macho (Mogil, 2020; Mogil & Chanda,
2005). Esto ha limitado el desarrollo de terapias optimizadas para cada sexo, lo que refuerza
la urgencia de adoptar un enfoque mas equitativo en la investigacion traslacional del dolor.

1.4.2 En los mecanismos que subyacen al dolor persistente

La reciente implementacién por parte de diversas agencias de financiamiento de politicas que
exigen la incorporacion del sexo como una variable bioldgica en la investigacion preclinica ha
coincidido con un aumento en el nimero de estudios que investigan las diferencias sexuales
en el dolor y la analgesia (Mogil, 2020; Mogil et al., 2024; Osborne and Davis, 2022). Cada vez
hay mayor evidencia de que existen diferencias en los mecanismos genéticos, moleculares y
celulares involucrados en el procesamiento del dolor crénico en ambos sexos (Mogil, 2020;
Mogil et al., 2024; Osborne and Davis, 2022).

Las diferencias asociadas al sexo en los mecanismos que subyacen al dolor persistente reflejan
la existencia de variaciones en la neurobiologia, la modulacién hormonal y la respuesta neuro-
inmune (Mogil et al., 2024). A nivel de la funcién neuronal, se ha demostrado que existen
diferencias en la expresidon de neurotransmisores y receptores, con una mayor activacion del
sistema opioide enddgeno en los hombres (Zubieta et al., 2002) y del receptor glutamatérgico
NMDA en las mujeres (Dong et al., 2007). Las hormonas sexuales también influyen en la
percepcion del dolor: estrégeno, progesterona y testosterona modulan las vias de
procesamiento nociceptivo y los procesos inflamatorios (Craft, 2007). Mientras que los
estrégenos pueden ejercer efectos tanto pro- como anti-nociceptivos (Smith et al., 2006), la
progesterona y la testosterona ejercen preferentemente acciones analgésicas (Bartley &
Fillingim, 2013; Craft, 2007). A nivel neuro-inmune, se ha observado que mientras que en las
hembras los macréfagos y linfocitos T desempefan un papel mds relevante en la
sensibilizacién central (Sorge et al., 2015), en los machos los mecanismos de cronificacion del
dolor dependen en mayor medida de la activacién de la microglia espinal (Sorge et al., 2015).

Estas diferencias también se reflejan en la modulaciéon del dolor, ya que las mujeres
parecieran presentar una mayor actividad en los sistemas serotoninérgico y dopaminérgico
(Shen et al., 2023). Ademas, en estudios de neuroimagen se sugiere una mayor activacién de
la amigdala en ellas, mientras que en los hombres predomina la actividad del cértex prefrontal
(Kano et al., 2013). En términos clinicos, estas diferencias pueden influir incluso en la eficacia
de los tratamientos (Fillingim et al., 2009).

En relacion al rol de las hormonas sexuales, se ha demostrado que la severidad del dolor

fluctua a lo largo del ciclo menstrual (Bajaj et al., 2001). Esta fluctuacidon se hace aun mas

evidente en mujeres con dolor crénico, posiblemente debido a un desbalance entre

mecanismos amplificadores e inhibidores del dolor. Ademas, la administracién de hormonas

en anticonceptivos orales o en terapias de reemplazo hormonal aumenta el riesgo de ciertos
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cuadros de dolor persistente (Athnaiel et al., 2023). Por su parte, en hombres con bajos
niveles de testosterona y dolor crénico, la administracién de esta hormona reduce la
intensidad del dolor (Kato et al., 2020).

En relacién a las interacciones neuroinmunes, se ha propuesto que el papel de las células
microgliales en la cronificacién del dolor depende del sexo del individuo (Ghazisaeidi et al.,
2023). Tras una lesién periférica, la microglia se activa en animales de ambos sexos, pero su
inhibicidn o eliminacidn revierte la hipersensibilidad unicamente en machos (Mapplebeck et
al., 2018; Saika et al., 2020; Sorge et al., 2015), resaltando su rol protagdnico en este sexo.
Ademas, la activacion de células inmunes residentes y la infiltracion de inmunocitos en
nervios y ganglios tras una lesidn contribuyen a la hipersensibilidad en ambos sexos aunque
los mecanismos de modulacién del dolor difieren. En las hembras, el sistema inmune
adaptativo—mediante la activacion e infiltracion de linfocitos T CD4*—juega un papel
relevante tanto a nivel del SNP (Hartlehnert et al., 2017; Lopes et al., 2017) como del SNC
(Sorge et al., 2015). Sin embargo, cuando se inhiben los mecanismos inmunes, son capaces
de activar una via dependiente de la microglia (Guo et al., 2019; Sorge et al., 2011, 2015).
Ademas, se ha observado que Unicamente en hembras se produce infiltracién de mastocitos
en la duramadre espinal en condiciones de dolor inflamatorio (Xanthos et al., 2011).

El creciente reconocimiento de las diferencias sexuales en los mecanismos de dolor ha abierto
nuevas oportunidades para el desarrollo de tratamientos mas especificos y eficaces segun el
sexo (Osborne & Davis, 2022). La evidencia clinica indica que la modulacién selectiva de
ciertos procesos bioldgicos puede beneficiar de manera diferenciada a cada sexo (Mogil et
al., 2024), como se ha observado con los farmacos dirigidos a la via del CGRP en la migrafia
(Porreca & Dodick, 2023). En este contexto, la sefializacidn de este péptido pronociceptivo ha
demostrado un rol predominante en hembras (Avona et al., 2019) lo que se traduce en una
mayor eficacia de los tratamientos dirigidos a esta via en mujeres (Porreca & Dodick, 2023).
De manera similar, la prolactina, que actia como modulador de los canales TRPV1, TRPAly
TRPMS8 (Patil et al., 2013), se ha identificado como mediador clave en la sensibilizacion
nociceptiva particularmente en hembras, lo que sugiere que podria representar un blanco
prometedor para el manejo del dolor crénico en mujeres (Chen et al., 2020).

Ademas de los actores ya mencionados, se ha propuesto un rol diferencial de diversos
neurotransmisores, factores inmunolégicos, receptores, canales idnicos, transportadores,
factores de transcripcidon y moléculas de sefializacidn intracelular, lo que pone de manifiesto
la complejidad de los mecanismos que subyacen al dimorfismo sexual en la percepciéon y
cronificacion del dolor (Mapplebeck et al., 2018; Mogil et al., 2024; Sorge et al., 2015).

Estos hallazgos sugieren que la activacion de vias celulares y moleculares distintas en machos
y hembras podria contribuir de manera decisiva a la susceptibilidad diferencial al desarrollo
de dolor persistente. En este contexto, resulta fundamental investigar como estas diferencias
bioldgicas influyen en el desarrollo de dolor neuropatico en el contexto de la NPIQ, aspecto
gue serd abordado especificamente en este trabajo de tesis.
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1.4.3 En la prevalencia y severidad de la neuropatia inducida por quimioterapia

En el caso particular de la neuropatia inducida por quimioterapia, en los ultimos afios ha
surgido un creciente interés en el estudio de posibles diferencias asociadas al sexo en su
prevalencia y severidad (Lee et al., 2024). Sin embargo, el nimero de estudios clinicos
realizados es aun escaso, los hallazgos han sido inconsistentes y no se ha alcanzado un
consenso. Un estudio realizado en pacientes egipcios con CCR tratados con regimenes
basados en oxaliplatino encontré que la incidencia de neuropatia fue similar en hombres y
mujeres (Ahmed et al., 2019). No obstante, las mujeres presentaron una mayor frecuencia de
sintomas severos con interferencia con actividades de la vida diaria (Ahmed et al., 2019). En
contraste, un estudio multicéntrico realizado en pacientes con CCR tratados con regimenes
conteniendo oxaliplatino en cuatro centros europeos (2 en Italia, 1 en Grecia y 1 en Espaia)
reportd mayor incidencia de neuropatia severa en hombres (Velasco et al., 2014), sugiriendo
una mayor vulnerabilidad masculina en ciertos contextos clinicos. Finalmente, dos estudios
realizados en Estados Unidos no encontraron diferencias en la prevalencia y severidad
(Alejandro et al., 2013; Uwah et al., 2012). La discordancia en los hallazgos probablemente se
deba a que una amplia variedad de factores influye en el desarrollo de la NPIQ, incluyendo el
numero de ciclos de quimioterapia, la dosis acumulada y los antecedentes de neuropatia,
entre otros (Molassiotis et al., 2019), dificultando el analisis.

Si bien estos estudios sugieren la existencia de dimorfismo sexual en la NPIQ, la existencia
de una presentacién clinica diferencial no se ha confirmado aun. Las diferencias en los
procesos farmacocinéticos y la influencia de factores hormonales podrian generar una
susceptibilidad diferencial a los efectos neurotdxicos (Jeffrey & Huang, 2007). Ademas,
factores como la expresién diferencial de canales idnicos o de mediadores del proceso
neuroinflamatorio podrian estar involucrados (Descoeur et al., 2011b; Was et al., 2022). Dado
el impacto clinico de la NPIQ vy la incertidumbre sobre el papel del sexo en su desarrollo, la
presente tesis dedica secciones especificas al estudio de las diferencias sexuales tanto en la
presentacion clinica como en los procesos neurotdxicos inducidos por oxaliplatino.
Comprender estos mecanismos podria contribuir al desarrollo de estrategias personalizadas
para prevenir y tratar la NPIQ en funcién del sexo del paciente.

1.4.4 En los mecanismos que suyacen a la neurotoxicidad de los quimioterdpicos

La existencia de dimorfismos sexuales en la fisiopatologia de la NPIQ recién ha comenzado
a investigarse, por lo que la evidencia disponible es alin muy limitada. En un estudio in vitro
en el que se evalué mediante electrofisiologia la actividad de neuronas sensoriales expuestas
a paclitaxel se observé que las neuronas obtenidas a partir de hembras presentaron mayor
excitabilidad y actividad espontanea (Villalba-Riquelme et al.,, 2022). Por otro lado, una
investigacion realizada por Luo y colaboradores identificé que, en macréfagos, el receptor
tipo Toll 9 (TLR9) contribuye al desarrollo de dolor por paclitaxel especificamente en ratones
macho, evidenciando diferencias sexuales en la respuesta inmune periférica (Luo et al., 2019).
Ademas, se ha descrito un marcado dimorfismo en los mecanismos neuroenddcrinos que
exacerban el dolor inducido por oxaliplatino (Staurengo-Ferrari et al., 2021) y paclitaxel
(Ferrari et al., 2020) en situaciones de estrés. Finalmente, dada la rapida transformacién del
oxaliplatino en metabolitos tdxicos es importante considerar que diferencias asociadas al
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sexo en parametros farmacocinéticos y farmacodinamicoas podrian influir en la severidad
de los efectos neurotdxicos y del dolor neuropético asociado (Ozdemir et al., 2022).

A nivel comportamental, se han identificado algunas diferencias en el desarrollo de
hipersensibilidad, luego de la exposicion a ciertos quimioterapicos. En un modelo de
neuropatia inducida por paclitaxel, se observé que la alodinia al frio fue mas intensa y de
aparicién mas temprana en hembras (Naji-Esfahani et al., 2016). Sin embargo, el desarrollo
de alodinia mecanica no mostré diferencias entre sexos (Hwang et al., 2012), lo que sugiere
la participacién de mecanismos especificos segun el tipo de estimulo nociceptivo. Por otro
lado, en la neuropatia inducida por cisplatino, no se han observado diferencias significativas
entre machos y hembras en la alodinia ante estimulos mecanicos y térmicos frios (Naji-
Esfahani et al., 2016), indicando que la magnitud de la sensibilizacion en cada sexo podria
depender también del agente quimioterapéutico utilizado.

Estas diferencias en el desarrollo de conductas asociadas a dolor resaltan la importancia de
considerar el sexo como un factor biolégico relevante al estudiar la NPIQ. A pesar de su
impacto en la practica clinica, las diferencias asociadas al sexo en los efectos adversos de los
guimioterdpicos han sido poco exploradas (Rakshith et al., 2023). En este contexto, destaca
la necesidad de investigaciones, tanto clinicas como preclinicas, que permitan comprender
mejor como el sexo del individuo influye en el desarrollo y la severidad de la NPIQ.

1.5 Efectos neuroprotectores del resveratrol

Otro aspecto aun no resuelto en el contexto de la NPIQ, es la carencia de estrategias que
permitan prevenir o revertir la neuropatia y los sintomas asociados. En el tratamiento del
dolor, farmacos como la duloxetina y la pregabalina, empleados cominmente en otras
condiciones de dolor patoldgico, pueden ofrecer cierto alivio; sin embargo, su eficacia es
moderada y limitada a un subgrupo de pacientes. Ademas, dado que estos tratamientos son
Unicamente sintomaticos y no abordan los cambios maladaptativos que ocurren en el SN, el
dolor reaparece si se suspenden las terapias (Hershman et al. 2014; Majithia et al. 2016;
Bakogeorgos and Georgoulias 2017; Ibrahim and Ehrlich 2020). La identificacion de agentes
neuroprotectores capaces de prevenir o revertir los procesos neurotéxicos inducidos por
guimioterdpicos, y con ello mitigar los sintomas asociados, representa una estrategia
alternativa y, posiblemente, mas eficaz. En linea con los enfoques terapéuticos actuales
orientados al desarrollo de farmacos modificadores de enfermedad, es decir, intervenciones
gue no se limitan al alivio sintomatico, sino que apuntan a modificar los mecanismos
fisiopatoldgicos subyacentes para detener, ralentizar o incluso revertir la progresién del dano.

En este contexto, se ha demostrado que el resveratrol (trans 3,5,4'-trihidroxiestilbeno), un
polifenol natural producido por diversas plantas y frutas —especialmente uvas, frutos rojos y
mani (Burns et al., 2002; Tian & Liu, 2020)—, posee efectos neuroprotectores y antialodinicos
en diversos modelos experimentales de lesiones del SN y/o de dolor persistente. En particular,
se ha comprobado que el resveratrol ejerce potentes efectos anti-inflamatorios (Kumar and
Sharma 2010; Tao et al. 2016; Yang et al. 2016) y antioxidantes (Kumar et al., 2013), ademas
de reducir significativamente el dolor en animales con neuropatia diabética (Kumar et al.,
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2013), lesidén por constriccion cronica del nervio ciatico (Tao et al.,, 2016) o neuralgia del
trigémino (Yang et al., 2016).

Durante décadas, el resveratrol —especialmente presente en altas concentraciones en el vino
tinto (Castaldo et al.,, 2019)— ha despertado un notable interés, por sus efectos
cardioprotectores y antioxidante (Wu & Hsieh, 2011; Zordoky et al., 2015). Hoy su uso como
suplemento dietario es habitual y, en los ultimos afios, ha despertado un creciente interés
debido a su prometedor rol en el tratamiento de diversas patologias (Berman et al., 2017,
Singh et al., 2019). De hecho, sus propiedades farmacocinéticas, de seguridad y de eficacia
han sido evaluadas en mds de 250 ensayos clinicos, en los que se ha reportado que el polifenol
ejerce una amplia variedad de efectos beneficiosos en pacientes con diferentes
condiciones, desde obesidad y enfermedades cardiovasculares hasta infarto cerebral y
enfermedad de Alzheimer, gracias a su capacidad para modular mdultiples vias de
comunicacion intracelular (Berman et al., 2017; Singh et al., 2019).

En en contexto de lesiones del SN, se ha demostrado que sus diversas acciones bioldgicas —
incluidas las propiedades antioxidantes, anti-inflamatorias y antiapoptéticas— confieren
ademads efectos neuroprotectores en distintos modelos experimentales (Coyoy-Salgado et
al., 2019; Lopez et al., 2015; Pietro et al., 2020; Xu et al., 2020). Sus efectos pleiotrdopicos sobre
el estrés oxidativo, la neuroinflamacion, la autofagia y la apoptosis han sido demostrados en
modelos de injuria cerebral traumatica (Feng et al., 2016; Shi et al., 2018) y de contusion
medular (Liu et al., 2019; Meng et al., 2018; Wang et al., 2018), destacando su capacidad de
reducir el dafio secundario y el deterioro funcional.

Dado que se ha reportado que el oxaliplatino induce toxicidad mitocondrial y aumento en los
niveles de ROS (Branca et al., 2021) y que es estrés oxidativo genera toxicidad neuronal
pudiendo contribuir al dolor, resulta razonable plantear que el resveratrol, al modular estos
procesos patoldgicos, podria reducir los efectos neurotdxicos desencadenados por el
guimioterapico.

Por lo tanto, en este trabajo de tesis doctoral, propusimos evaluar si la administracion de
resveratrol lograba prevenir o revertir los comportamientos asociados a dolor en animales
expuestos al quimioterdpico, e investigar sus efectos sobre los procesos de estrés y dafio
oxidativo, mecanismos de defensa antioxidante y procesos neuroinflamatorios en diferentes
estructuras de la via nociceptiva.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1 Hipotesis

La hipdtesis de trabajo plantea que la administracién de oxaliplatino inducird una neuropatia
toxica, caracterizada por alteraciones moleculares y cambios funcionales de las neuronas
aferentes primarias, con desarrollo de dolor neuropatico y un perfil diferencial segun el sexo.
Ademas, la administracion sistémica del polifenol natural resveratrol sera capaz de prevenir
e incluso revertir tanto las alteraciones moleculares como las manifestaciones conductuales,
sin interferir con las acciones antitumorales del oxaliplatino.

A nivel clinico, un elevado porcentaje de los pacientes oncoldgicos tratados con esquemas
gue incluyen oxaliplatino manifestara sintomas compatibles con neuropatia, tanto durante
como después del tratamiento quimioterdpico. La prevalencia, la severidad y las
caracteristicas clinicas variaran en funcion del sexo del paciente, asi como de diferentes
factores individuales, relacionados al tumor o al tratamiento.

2.2 Objetivo general

El objetivo general de esta tesis es estudiar la prevalencia, caracteristicas clinicas y
mecanismos subyacentes a la neuropatia inducida por oxaliplatino, con especial foco en el
desarrollo de dolor, analizando diferencias asociadas al sexo y estrategias preventivas y
terapéuticas.

Para ello se propone investigar, de manera integrada y complementaria, los efectos
neurotéxicos inducidos por el oxaliplatino tanto en modelos experimentales como en
pacientes oncoldgicos, haciendo especial énfasis en el desarrollo de dolor persistente y en la
identificacion de diferencias asociadas al sexo.

2.3 Objetivos especificos

Los objetivos especificos de la tesis, organizados por proyecto, son los siguientes:

1) Estudiar los mecanismos celulares y moleculares involucrados en el dafio neurotéxico
de las neuronas aferentes primarias tras la administracion de oxaliplatino, y
determinar si dichos procesos se asocian con el desarrollo de dolor neuropatico
(Proyecto I).

2) Evaluar si los efectos neurotdxicos y las manifestaciones conductuales presentan
diferencias entre animales de ambos sexos (Proyecto Il).

3) Analizar sila administracion sistémica de resveratrol ejerce efectos neuroprotectores,
logrando prevenir y revertir las alteraciones moleculares y conductuales inducidas por
el quimioterdpico, sin interferir con su actividad citotdxica (Proyecto lli).

4) Estudiar, en una cohorte local de pacientes con carcinoma colorrectal tratados con
oxaliplatino, la prevalencia y severidad de la neuropatia, la existencia de diferencias
por sexo, y la asociacidon con variables demograficas, antropométricas, clinicas y
terapéuticas (Proyecto IV).
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Estudios preclinicos (Proyectos |, Il y Ill)

3.1 Evaluacion por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio

Todos los protocolos experimentales que involucraron animales fueron evaluados vy
aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL) de la Facultad de Ciencias Biomédicas de la Universidad Austral (protocolos #2020-
03, #2020-04).

Dado que este trabajo de tesis doctoral se centrd en investigar las alteraciones celulares y
moleculares y los cambios conductuales inducidos por oxaliplatino, con especial foco en el
desarrollo de dolor y en la evaluacién de estrategias neuroprotectoras, la utilizaciéon de
modelos animales resulté indispensable. No obstante, reconociendo que estas
investigaciones implican un grado de sufrimiento de los animales, se buscé refinar el
protocolo experimental con el fin de minimizar su malestar. Se implementaron las siguientes
medidas para proteger el bienestar animal sin comprometer la validez cientifica del estudio:
cuidado en la manipulacién y evaluacion, seleccién de dosis submaximas de oxaliplatino que
permitieran inducir neuropatia sin comprometer severamente el estado general del animal,
implementacién de criterios de punto final humanitario, uso de anestesia cuando fuera
pertinente y mantenimiento de condiciones ambientales controladas.

Los procedimientos experimentales adhirieron a las normas bioéticas internacionales y las
recomendaciones de la IASP, maximo referente de la investigacidon en dolor a nivel mundial.
Se busco el cuidado y trato humanitario de los animales desde el momento de su llegada al
bioterio y hasta su eutanasia, ofreciendo condiciones adecuadas de alojamiento, control de
temperatura (242C), ciclo de dia y noche de 12 horas (h), con acceso ad libitum a agua y
alimento. El bioterio del IMT CONICET — Universidad Austral en el que se alojaron los animales
durante todo el periodo de experimentacidn cuenta con personal técnico altamente
capacitado y formado, incluyendo profesionales técnicos de bioterio y veterinarios.

3.2 Animales de experimentacion

3.2.1 Ratas

En los proyectos |, Il y Ill se utilizaron ratas adultas de la cepa Sprague Dawley, que fueron
incorporadas a los protocolos experimentales a partir de los 35 dias de vida, inicidndose el
esquema de administracién del quimioterdpico a los 42 dias (200-220gr). En el caso de los
proyectos | y Il se utilizaron Unicamente machos (n=34 animales por grupo experimental),
mientras que en el proyecto Il se utilizaron machos (n=28 animales por grupo experimental)
y hembras (n=28 animales por grupo experimental). Los animales fueron provistos por el
bioterio de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires, alojados
en el bioterio del IIMT CONICET — Universidad Austral, y asignados aleatoriamente a cada
grupo experimental antes de iniciar los protocolos experimentales.
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3.2.2 Ratones

Ademas, en el proyecto lll se incluyeron ratones Balb-c adultos (15-20gr) de ambos sexos y 5
semanas de vida. Los ratones (n= 6 por grupo experimental) fueron provistos por el bioterio
del IIMT CONICET — Universidad Austral y alojados en el mismo. Los animales fueron
asignados a los distintos grupos experimentales luego de la inoculacién de las células
tumorales y del desarrollo del tumor. La asignacion se realizé en funcion del tamafio tumoral,
procurando que cada grupo incluyera individuos con un tamafo tumoral promedio
comparable, a fin de garantizar la validez de las comparaciones entre grupos.

3.2.3 Grupos experimentales

En el proyecto | se incluyeron los siguientes grupos experimentales:
a) Ratas macho control (CTL)
b) Ratas macho que recibieron oxaliplatino (OXA)

En el proyecto Il se incluyeron los siguientes grupos experimentales:
a) Ratas macho control (CTL)
b) Ratas macho que recibieron oxaliplatino (OXA)
c) Ratas hembra control (CTL)
d) Ratas hembra que recibieron oxaliplatino (OXA)

En el proyecto lll se incluyeron los siguientes grupos experimentales:
a) Ratas macho control (CTL)
b) Ratas macho que recibieron oxaliplatino (OXA)
¢) Ratas macho que recibieron oxaliplatino y resveratrol (OXA+RESV)

d) Ratones inyectados con células CT26 (CT26)

e) Ratones inyectados con células CT26 y tratados con oxaliplatino (CT26+0XA)

f) Ratones inyectados con células CT26 y tratados con oxaliplatino y resveratrol
(CT26+0XA+RESV)

3.3 Farmacos

Para llevar a cabo este trabajo de tesis doctoral, los siguientes compuestos se administraron
a ratas y a ratones segun se especifica en el apartado “Esquemas de administracién”:

- Oxaliplatino (OXA, Laboratorios Raffo, Argentina): el quimioterdpico, generosamente
provisto por el Hospital Universitario Austral, fue resuspendido y diluido en solucion
fisiolégica (SF) por personal capacitado, en una cabina de seguridad biolégica ubicada
en un cuarto con presién de aire negativa. Para ello se contd con la colaboracién de
las Farm. Vanina Bertozzi, Maria Laura Torselli y Laura Davide del sector Farmacia del
Hospital Universitario Austral. Se prepararon diluciones de 4 mg/ml que se
administraron posteriormente a ratas y ratones por via intraperitoneal (ip), de modo
de alcanzar dosis de 4 mg/kg/dia en ratas (Shao et al., 2023) y 8 mg/kg/dia en ratones
(Renn et al., 2011), siendo ambas dosis equivalentes (Nair & Jacob, 2016).
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- Resveratrol (RESV, Grupo Harmony, Argentina). Se utilizé trans-resveratrol con una
pureza del 99%, inicialmente disuelto en etanol absoluto (Biopack) para preparar una
solucion madre conteniendo 50 mg de resveratrol por cada 1 ml de etanol. Esta
solucion madre fue fraccionada en viales de 1 mly almacenada a —30°C. El contenido
de cada vial se diluyé en 500 ml o 1000 ml de agua de bebida. Las diluciones
resultantes, de 100 mg/L y 50 mg/L respectivamente, fueron colocadas en las
mamaderas de las jaulas de ratones y ratas, en reemplazo del agua de bebida habitual
(Bhatt et al., 2011). Durante todas las etapas de preparacidon y administracion, el
resveratrol y las soluciones obtenidas se protegieron de la luz mediante el uso de
envases envueltos en papel metalizado. Ademds, Ademas, las soluciones se renovaron
cada dos dias para asegurar su estabilidad. El resveratrol utilizado en este proyecto
fue gentilmente provisto por el Grupo Harmony (Argentina).

3.4 Células tumorales

Se utilizé la linea celular CT26, linea de carcinoma de colon murino, para la inducciéon de
tumores en ratones, en el marco del Proyecto lll. Dicha linea celular fue generosamente
proporcionada por el Dr. Guillermo Mazzolini y la Dra. Mariana Malvicini. Para proceder al
cultivo, se descongeld un criovial conteniendo células CT26, mediante incubacién de 1-2
minutos (min) a 37°C en bafio de agua. El contenido del vial fue transferido a un tubo cénico
de 15 ml que se centrifugd a 300 g por 5 min con el fin de eliminar los restos del
dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma). A continuacién, las células se resuspendieron en 8 ml del
medio de cultivo Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM, Serendipia). La suspensidn
celular se transfirié a una placa de Petri y se mantuvo en medio DMEM suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB, Natocor), 2,5 mM de L-glutamina (GIBCO), 100 U/mL de
estreptomicina (Laboratorio Klonal) y 100 mg/mL de penicilina (Laboratorio Fabra). La
incubacidén se realizé a 37°C en una atmédsfera humidificada con un 5% de CO,. El medio de
cultivo se cambid cada 48 h y las células se repicaron cuando alcanzaron confluencia del 80-
90%, utilizando tripsina al 0,25% (GIBCO).

Para preparar el indculo, las células se lavaron con 5 ml de buffer fosfato salino (PBS 1x) y se
afiadieron 3 ml de tripsina al 0,25% (GIBCO) agitando suavemente hasta el despegue
completo. Se utilizdé azul tripan al 0,4% (Sigma) que se mezcldé en proporcién 1:1 con la
suspension celular para evaluar su viabilidad. La solucidn resultante se colocé en una cdmara
de Neubauer, y las células viables y no viables fueron contabilizadas en un microscopio éptico
(Nikon-TMS-F). Las células viables, al tener la membrana celular intacta no absorben el
colorante. Sin embargo, las células no viables lo absorben y se tifien de azul. La densidad
celular se calculé utilizando la siguiente formula:

Células / ml= Numero de células viables x Factor de dilucién x 10*

numero de cuadrantes contados

Luego se realizaron los célculos y las diluciones necesarias para obtener una suspension
celular conteniendo 500.000 células CT26 por cada 100 pl de buffer PBS 1x. La suspension
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celular se mantuvo temporariamente en hielo hasta el momento de la administracién a los
animales.

3.5 Esquemas de administracion de farmacos y células tumorales

Se detallan a continuacién los esquemas de administracion de compuestos y células a ratas y
ratones, segun corresponda.

En ratas:

- El oxaliplatino se administré en 3 aplicaciones de 4 mg/kg/dia cada una, realizadas en
dias alternados por via intraperitoneal (ip) (Fig. 9), alcanzando una dosis acumulada
de 12 mg/kg (Kalemci et al., 2019b). Los animales controles recibieron vehiculo, en
este caso SF, también por via i.p. El dia de la primera inyeccién del quimioterdpico se
definié como el dia 0 del esquema experimental.

- El resveratrol se administrd por via oral (ad libitum) (Bhatt et al., 2011). Se midid el
volumen de bebida consumido por cada animal por dia y se calculd la dosis promedio
de resveratrol ingerida, siendo esta de 103 mg/kg/dia. En el agua de bebida de los
animales de los grupos control y oxaliplatino se incorporé un volumen equivalente de
etanol al 100%. Se disefiaron dos esquemas de administracion del polifenol:

o En el esquema denominado preventivo (RESVp) (Fig. 9A), la administracion
comenzdé 4 dias antes de la primera inyecciéon de oxaliplatino (dia -4 del
esquema experimental) y se mantuvo en forma diaria hasta la eutanasia de los
animales, realizada en forma alternativa los dias 10 o 21 del esquema
experimental (protocolos de corto y largo plazo respectivamente).

o Enelesquema denominado terapéutico (RESVt) (Fig. 9B), la administraciéon de
resveratrol comenzé 7 dias después de la primera inyeccidn del quimioterapico
(dia 7 del esquema experimental) y se mantuvo hasta la eutanasia de los
animales, que se realizd el dia 21 del esquema experimental (protocolo de
largo plazo).
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Figura 9. Esquema que muestra la secuencia temporal de administracion de oxaliplatino y resveratrol
a ratas. Este mismo cronograma de administracion de oxaliplatino se aplicé a los animales que
recibieron unicamente el quimioterdpico. Como se indica, el resveratrol se administré bajo dos
modalidades: de forma preventiva (A), es decir, antes, durante y después de la exposicion al
oxaliplatino en esquemas de corto o largo plazo, o de forma terapéutica (B), es decir, comenzando tras
la finalizacion de la administracion del quimioterdpico y durante todo el periodo experimental, en
protocolos de largo plazo.




En ratones:

- Para la induccién del tumor, se inyectaron 500.000 células CT26, resuspendidas en
100 pl de SF, a cada animal (Fig. 10). La inyeccidn se realizé por via subcutanea en el
flanco, segun el procedimiento descripto por Malvicini y cols (Malvicini et al., 2009).

- El tratamiento con oxaliplatino comenzé una vez que los tumores alcanzaron un
didmetro de 80-100 mm?3, aproximadamente 10 dias luego de la inoculacién de las
células. Se realizaron 3 inyecciones de 8 mg/kg de oxaliplatino en dias alternados (Fig.
10), lo que resultd en una dosis acumulada de 24 mg/kg. El dia de la primera inyeccién
del quimioterapico se definié como el dia 0 del esquema experimental.

- El resveratrol se administré por via oral (ad libitum). Teniendo en cuenta el volumen
de bebida consumido por cada animal por dia, se calculé una dosis promedio de 20+4
mg/kg/dia. En el agua de bebida de los animales de los grupos control y oxaliplatino
se incorpord un volumen equivalente de vehiculo. Se utilizé6 un esquema preventivo,
en el que la administracidon de resveratrol comenzo 1 dia antes de la primera inyeccién
de oxaliplatino, es decir el dia -1 del esquema experimental, y se mantuvo hasta la
eutanasia de los animales (Fig. 10).
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Figura 10. Esquema que ilustra las distintas etapas experimentales en ratones: la induccion del tumor
mediante la inoculacion subcutdnea de células CT26 y la administracion de oxaliplatino y resveratrol.

3.6 Evaluacion del volumen tumoral en ratones

Luego de inyectadas las células, una vez que el tumor resultd palpable, se midid diariamente
su volumen utilizando un calibre digital (Malvicini et al., 2009). Las mediciones se llevaron a
cabo manipulando cuidadosamente los animales para minimizar el estrés. Se registraron las
dimensiones correspondientes al didmetro mayor (D) y al didmetro menor (d), expresadas en
milimetros. El volumen tumoral se calculd aplicando la férmula V= D.(d)?. /6 (Malvicini et al.,
2009). Los resultados se expresaron como volumen tumoral promedio (mm?) para cada grupo
experimental.
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3.7 Estudios conductuales en ratas

Los estudios conductuales se realizaron en forma periédica a lo largo de todo el protocolo
experimental, comenzando antes de la primera administracién del quimioterapico para
obtener valores basales, y continuando durante y después del periodo de administracion del
mismo. Los tiempos experimentales se detallan en los esquemas presentados a continuacion
en esta misma seccién (ver Figs. 11, 12 y 13). Algunas cohortes de animales se evaluaron hasta
el dia 10 del periodo experimental (protocolos de corto plazo), mientras que otras se
evaluaron hasta el dia 21 o 28 (protocolos de largo plazo). En los protocolos de corto plazo
se realizaron estudios conductuales y luego, el dia 10, se disecaron los tejidos de interés para
llevar a cabo estudios moleculares, bioquimicos e inmunohistoquimicos. En los protocolos de
largo plazo se realizaron evaluaciones conductuales Unicamente. En todos los estudios
comportamentales se evalué un minimo de 12 animales por cada grupo experimental.

3.7.1 Medicion del peso y del consumo de alimento

Los animales fueron pesados al menos 2 veces por semana, desde la fecha de su llegada al
bioterio hasta su eutanasia de modo de registrar las variaciones del peso en funcién del
tiempo, tanto en los protocolos de corto como de largo plazo (Fig. 11). Para cada uno de los
grupos experimentales los resultados se expresaron como peso corporal promedio (g) y/o
como porcentaje de incremento en relacion al peso inicial (%).
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Figura 11. Esquema que muestra los dias experimentales en los que se evalud el peso corporal en los
protocolos de corto plazo: antes, durante y después de la administracion de oxaliplatino. Estas
evaluaciones periddicas se mantuvieron hasta el dia 21/28 en los protocolos de largo plazo. Este mismo
esquema de trabajo se utilizé en animales que recibieron oxaliplatino y en aquellos que recibieron
oxaliplatino y resveratrol preventivo.
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También se evalud el consumo de alimento a lo largo de tres periodos experimentales clave:
antes del inicio del esquema de quimioterapia, durante el tratamiento, y tras su finalizacion.
Este andlisis permitidé monitorear posibles alteraciones en el comportamiento alimenticio
inducidas por el quimioterapico o por otras variables experimentales. El procedimiento
consistié en proporcionar una cantidad inicial estandar de 400 g de alimento balanceado por
jaula, a todos los grupos experimentales. A las 24 h, se realiz6 una medicién precisa del peso
de los pellets de alimento remanentes en cada jaula. La diferencia entre el peso inicial y el
peso final permitié calcular el consumo diario de alimento por jaula (g). Para normalizar el
consumo de alimento, los animales fueron pesados periédicamente, y se calculé el peso total
de los animales en cada jaula (g). Posteriormente, el consumo de alimento en un cierto
periodo se dividié por el peso total de animales de dicha jaula, obteniendo asi un valor relativo
que refleja la cantidad de alimento consumida por unidad de peso corporal por jaula (g/g).

3.7.2 Evaluacion de indicadores de dolor espontaneo

Diariamente, se observd a los animales para registrar la presencia de indicadores de dolor
espontaneo, tales como la adopcién de posturas antdlgicas (cambios posturales, conductas
de proteccion de los miembros afectados), la falta de limpieza del pelaje o la aparicién de
placas alopécicas, que podria indicar acicalado deficiente o excesivo (Mogil, 2009).

3.7.3 Evaluacion de alodinia mecanica: prueba de von Frey

Para evaluar el desarrollo de alodinia mecanica, los animales se colocaron en domos de
acrilico situados sobre una malla de acero inoxidable (Casadei et al., 2022; Coronel et al.,
2011, 2014). Los testeos se realizaron en forma periddica antes, durante y después del
periodo de administracién del quimioterapico, tanto en los protocolos de corto como de largo
plazo, como se muestra en el siguiente esquema experimental (ver Fig. 12).

En cada sesidn, los animales se aclimataron al entorno experimental durante 15 min (Coronel
etal.,2017). La sensibilidad mecanica se evalué mediante la estimulacidn de las patas traseras
con estimulos mecdanicos inocuos, utilizando una serie de ocho filamentos de von Frey
calibrados para ejercer una fuerza constante de 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15 o 26 g (Stoelting) (Coronel
et al., 2016). La estimulacion se realizo siguiendo el método de “up-and-down” descripto por
Dixon (Dixon, 1980) y Chaplan (Chaplan et al., 1994). En cada evaluacion se inicié con el
filamento intermedio de 6 g. Si el animal no respondia, se aplicaba el siguiente filamento de
mayor fuerza (8 g). Si en cambio, el animal respondia positivamente, se utilizaba el siguiente
filamento de menor fuerza (4 g). Se considerd una respuesta positiva si el animal retiraba
bruscamente su pata, la sacudia y/o lamia activamente.

Este procedimiento se repitié hasta obtener el nimero de respuestas requeridas (Casadei et
al., 2022). Dado que el célculo 6ptimo del umbral requiere 6 respuestas en las inmediaciones
del umbral del 50% (Chaplan et al., 1994; Deuis et al., 2017), las estimulaciones se continuaron
hasta registrar cinco respuestas adicionales después del primer cambio de respuesta de
negativa a positiva.
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En los casos en los que se observaron respuestas continuas, ya sea positivas (por ejemplo, en
la secuencia 6+, 4+, 2+, 1+) o negativas (por ejemplo, en la secuencia 6-, 8-, 10-, 15-, 26-), se
asignaron los correspondientes valores extremos, 1 g o 26 g, respectivamente. En todos los
demas casos, el umbral de retirada del 50% (g) se calculé utilizando la siguiente férmula:

umbral del 50% = (10Xf+k6)/10000

Donde Xf es el valor (en unidades logaritmicas) del ultimo filamento utilizado, k es un valor
tabular para el patréon de 6 respuestas positivas/negativas y 6 es el incremento promedio (en
unidades logaritmicas) entre filamentos (Chaplan et al., 1994; Deuis et al., 2017b; Dixon, 1980;
Gao et al., 2007). Se definid la presencia de alodinia mecdnica cuando el umbral de retirada
fue de 6 g 0 menos (Coronel, et al., 2016).
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Figura 12. Esquema temporal en el que se indican los dias en los que se llevaron a cabo los tests de von
Frey y Choi en los protocolos de corto plazo: antes, durante y después del periodo de administracion
de oxaliplatino. Este mismo esquema de trabajo se aplicé tanto a animales que sdlo recibieron
oxaliplatino como a aquellos que recibieron oxaliplatino y resveratrol, ya sea en esquema preventivo
(como se muestra en la figura) o terapéutico. En forma similar, estas evaluaciones periddicas se
mantuvieron hasta el dia 21/28 en los protocolos de largo plazo.

3.7.4 Evaluacion de alodinia térmica fria: prueba de Choi

Después de finalizar el test de von Frey, se evalud el desarrollo de la alodinia térmica fria
utilizando el test de Choi (Casadei et al., 2022). Este ensayo se llevé a cabo en forma periddica
antes, durante y después del periodo de administracidon del quimioterdpico, tanto en los
protocolos de corto como de largo plazo, segin se muestra en la Figura 12.
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La sensibilidad al frio se evalué mediante la aplicacién de una gota de 100 pl de acetona sobre
la superficie plantar de las patas traseras, utilizando una jeringa de 1 ml. Para este
procedimiento, los animales se colocaron en los domos de acrilico previamente descriptos.
La estimulacidn con acetona se repitié 5 veces en cada pata, con un intervalo de 5 min entre
cada aplicacidon para permitir que la temperatura de la pata regresara a su nivel basal
(Coronel, et al., 2016). Tras cada estimulacion, se observé a los animales durante 1 min y se
registraron las respuestas positivas como la retirada o sacudida brusca, la lamida o cualquier
intento de escapar del cubiculo. Para cada estimulacion con acetona la respuesta se clasifico
como negativa (0) o positiva (1). La sensibilidad al frio se cuantific6 como el numero de
respuestas positivas en un total de cinco estimulaciones, resultando en puntuaciones posibles
de 0, 1, 2, 3, 4, o 5 (Coronel et al.,, 2016). Este enfoque corresponde al llamado “Choi
tradicional” (Coronel et al., 2011, 2014; Coronel, et al., 2016).

Dado que al incluir hembras en el esquema experimental detectamos que estas respondian
de manera mas intensa a la estimulacién con acetona (mayor nimero de retiradas bruscas o
retiradas acompafiadas de sacudidas y lamidas frente a una Unica estimulacion), introdujimos
cambios en la evaluacién de las respuestas a fin de poder cuantificarlas. En el “Choi
modificado”, se contabilizé el total de respuestas positivas del animal durante el minuto
posterior a cada estimulacion. Por ejemplo, si el animal retiraba bruscamente la pata y luego
la sacudia dos veces, la puntuacién asignada era de 3. En este formato, la puntuaciéon minima
seguia siendo 0, pero no existia un limite maximo para las respuestas positivas.

3.7.5 Medicion de parametros de locomocion: prueba de campo abierto

La prueba de campo abierto es una herramienta comunmente utilizada para evaluar
pardmetros asociados a actividad locomotora y comportamiento exploratorio, en condiciones
controladas (Gould et al., 2009). En esencia, el campo abierto consiste en un recinto, que
puede tener forma cuadrada, rectangular o circular, con paredes elevadas que delimitan la
deambulaciéon de los animales, a los que se los deja circular libremente. El recinto utilizado
para esta prueba consistio en drea de 66 x 70 cm, delimitada por paredes de 43 cm de altura.
La prueba se realizé en forma periddica, tanto antes como durante y después del periodo de
administracion del quimioterapico (Fig. 13).

Antes de cada sesidn, los animales fueron habituados a la sala durante un periodo de 1 h,
permitiendo la aclimatacion al entorno y reduciendo posibles respuestas de estrés
relacionadas con el nuevo contexto. Tras el periodo de habituacion, se colocé a cada animal
en un espacio delimitado en el centro del campo abierto y su comportamiento fue evaluado
durante un periodo de 1 min. Durante este tiempo, el operador no permanecié en la sala,
garantizando la ausencia de estimulos externos que pudieran influir en el comportamiento
del animal. Para evitar interferencias debidas a sefiales olfativas, entre un animal y el
siguiente el drea del campo abierto se limpid utilizando papel humedecido con etanol al 10%.

La actividad se registré con una cdmara de video de alta resolucion, montada de manera fija
para capturar el plano completo del campo abierto. Los registros se almacenaron para su
andlisis posterior que se llevd a cabo utilizando el software Image) (http://imagej.nih.gov/ii/),
complementado con el plugin Animal Tracker (Gulyds et al.,, 2016; Zhang et al., 2020),
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permitiendo calcular métricas como la distancia total recorrida (cm), la velocidad promedio
(cm/seg), y el tiempo que los animales permanecieron inmdéviles (seg).

ﬁ Pesaje

Campo abierto
OXA 4mg /kg /dia .
Eutanasia

. . . |

D-5 D-4 DO D2 D4 D8 D9 D10

RESVp

L

Figura 13. Esquema temporal que muestra los dias en que se realizo la prueba de campo abierto, antes,
durante y después del periodo de administracion de oxaliplatino. Este mismo esquema se aplicé tanto
a los animales que recibieron unicamente oxaliplatino como a aquellos que recibieron oxaliplatino y
resveratrol en esquema preventivo.

3.8 Eutanasia y toma de muestras

Los animales incluidos en los protocolos de corto plazo se sometieron a eutanasia 10 dias
después de la primera inyeccién de oxaliplatino mediante anestesiada por inhalacion de
isoflorano (Piramal critical care) y posterior decapitaciéon con guillotina. A continuacidn,
utilizando material de cirugia estéril se realizé una laminectomia dorsal, con remocién de los
arcos vertebrales dorsales, para exponer la médula espinal. Siguiendo referencias anatémicas
y utilizando instrumental quirdrgico especifico, se disecaron cuidadosamente los ganglios
raquideos lumbares (L4-6) bilaterales y los correspondientes segmentos de la médula espinal
(Coronel et al., 2011, 2014). Ademas, se realizaron incisiones laterales en la piel a la altura de
la cadera para acceder al nervio ciatico bilateral. La musculatura circundante fue separada
con pinzas finas y tijeras a fin de exponer el nervio, que fue aislado y disecado desde su
emergencia en la region lumbar hasta su bifurcacion en el muslo distal (Leiguarda et al., 2021).
Por ultimo, se recolectaron muestras de piel plantar de ambas patas traseras utilizando un
punch pediatrico de 3 mm de didametro. En todos los casos los tejidos se disecaron en frio y
se colocaron en tubos estériles debidamente rotulados. Los tejidos destinados a evaluacién
mediante kits colorimétricos o ELISA fueron procesados en el momento, mientras que los
tejidos destinados a estudios moleculares se congelaron inmediatamente en nitrégeno
liguido y se guardaron a -80°C hasta su procesamiento (ver seccion 3.9).

Para la obtencion de tejidos fijados para estudios de inmunofluorescencia se procedid a
realizar la perfusion transcardiaca de los animales, previa sobreanestesia con isoflurano (via
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inhalatoria) e hidrato de cloral (Biopack, 300 mg/kg, via i.p.) (Coronel et al., 2008). El proceso
de perfusidn consistié en hacer circular, a través de la aorta ascendente, una solucién de
lavado (SF, pH=7.4) para desplazar la sangre del sistema circulatorio y los tejidos, y luego una
solucidn fijadora conteniendo paraformaldehido al 4% (PFA, Sigma). Se infundieron 60 ml de
ambas soluciones, a una velocidad constante mediante la utilizacién de una bomba de
perfusiéon (Coronel et al., 2008). Siguiendo los mismos abordajes descriptos en la seccién
anterior, se disecaron los tejidos de interés, en particular los ganglios raquideos lumbares L4-
L5 y la médula espinal lumbar, asegurandose de preservar su integridad estructural para
posteriores analisis. En este caso, los tejidos se colocaron en tubos conteniendo solucion
fijadora (PFA al 4%), en la que se mantuvieron durante 1 h a 4°C, seguido por inmersidn en
solucion de sacarosa al 10% (Biopack) durante 24 hs, e inmersidn en solucién de sacarosa al
20% durante 5 hs, siempre a 4°C. Por ultimo, los tejidos fueron inmersos en solucién
conteniendo una mezcla 50/50 de sacarosa al 20% y medio de montaje OCT Cryoplast
(Biopack) y se almacenaron a 4°C hasta el armado de tacos (ver seccién 3.9.7).

3.9 Estudios bioquimicos, moleculares y de inmunomarcacion

3.9.1 Determinacion de glutation utilizando un método espectrofotométrico

Los niveles de glutatién reducido (GSH) y glutatién total (GSHt) se determinaron utilizando un
kit colorimétrico (GSH+GSSG / GSHt Colorimetric Assay Kit, Abcam ab239709) (Zhou et al.,
2022). La prueba utilizada se basa en el uso del sistema de reciclaje de glutation mediante el
reactivo acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) y la enzima glutatién reductasa. En medio
acuoso, DTNB reacciona con el GSH presente en la muestra para generar glutatién oxidado
(GSSG) y 4cido 2-nitro-5-tiobenzoico, que tiene un color amarillo, y cuya concentracion puede
determinarse a partir de la absorbancia a 412 nm. El GSSG generado es reducido a GSH por
accién de la enzima glutation reductasa, y este ultimo reacciona nuevamente con DTNB para
producir mas acido 2-nitro-5-tiobenzoico. Por lo tanto, este sistema de reciclaje mejora
significativamente la sensibilidad de la reacciéon (Rahman et al., 2007).

Se midieron los niveles de glutation en el nervio ciatico y en los ganglios raquideos lumbares
L4-L6. Cada grupo experimental incluyé al menos 6 animales, y se procesaron de manera
conjunta tanto los nervios bilaterales como los ganglios bilaterales; asi, cada muestra incluyé
2 nervios o 6 ganglios obtenidos del mismo animal. Los tejidos se cortaron en pequenos trozos
utilizando tijeras de diseccion y luego se homogeneizaron en 0,4 ml de buffer glutation
(incluido en el kit) a 4°C, utilizando un homogeinizador portatil (2000-3000 rpm, DWK LIFE
SCIENCES). Luego, se afiadieron 100 pl de acido sulfosalicilico (SSA) al 5% y se centrifugd a
8000 g por 10 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y se procedié a realizar el
ensayo.

En paralelo se prepararon las soluciones estandar, afiadiendo 50, 40, 30, 20, 10 o 0 ul de
solucién conteniendo 1 pug/ul de GSH en cada tubo debidamente rotulado. Luego, se afadio
SSA al 1% en cantidad suficiente para alcanzar un volumen final de 100 ul por tubo.

Siguiendo el protocolo provisto por el fabricante del kit, se afiadieron 160 ul de una solucion
conteniendo NADPH, glutation reductasa y buffer de reaccion a cada pocillo en una placa de
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96 pocillos. Se incubd a temperatura ambiente por 10 min, de modo de permitir la generacion
de NADPH. Luego, se agregaron 20 pl de cada una de las soluciones estdndar de GSH y cada
una de las muestras (en ambos casos por duplicado) y la placa se incubd a temperatura
ambiente por 5-10 min. Por ultimo, se afiadieron 20 pl de la solucidn de sustrato a todos los
pocillos, se incubd a temperatura ambiente por 5-10 min y se leyd la absorbancia a 412 nm
utilizando un lector de placas (Multiskan Ex, Thermo Electron Corporation). Los niveles de
GSHt y GSH en cada una de las muestras fueron calculados mediante la curva estandar y
expresados en nmol/mg proteina. Para ello, se determind la concentracidén de proteinas en
cada muestra midiendo la absorbancia a 280 nm en un espectrofotdmetro nanodrop
(NanoDrop™ OneMicrovolume, Thermo-Fisher). Por ultimo, se calcularon los niveles de GSSG
(GSSG = (GSHt-GSH)/2) y la relacién GSH/GSSG.

3.9.2 Estudio de marcadores de peroxidacion lipidica por espectrofotometria

Los niveles de malondialdehido (MDA), producto natural de la peroxidacién lipidica, son
utilizados como un indicador de este proceso oxidativo en células y tejidos. En un medio acido
y a altas temperaturas, el MDA reacciona con el acido tiobarbiturico (de ahi que se lo
denomine sustancia reactiva al acido tiobarbitirico o TBARS, por sus siglas en inglés),
generando un producto cromogénico cuya concentracidon puede determinarse midiendo la
absorbancia de la solucion a 530 nm (Janero, 1990).

Se midieron los niveles de TBARS en el nervio ciatico. Cada grupo experimental incluyé al
menos 6 animales y se procesaron de manera conjunta los nervios bilaterales. De este modo,
cada muestra incluyd 2 nervios obtenidos del mismo animal. Los nervios se colocaron en
tubos conteniendo SF a 4°C durante 2 hs hasta su procesamiento. Luego, se cortaron en
pequeiios trozos con tijeras de diseccion y se homogeneizaron en buffer RIPA conteniendo
Tris-HCI 50 mM, cloruro de sodio (NaCl) 150 mM, Tergitol (NP-40) al 1%, desoxicolato de sodio
al 0,5% y dodecil sulfato de sodio (SDS) al 0,1% (todos los reactivos fueron provistos como
parte del kit) utilizando un homogeneizador portatil (2000-3000 rpm, DWK LIFE SCIENCES).
Los homogenatos se centrifugaron a 1600 g por 10 min. En el sobrenadante de midieron los
niveles de MDA utilizando un kit comercial (TBARS TCA Method, Cayman Chemicals 700870)
(Smeriglio et al., 2023).

En primer lugar, se prepard una solucion madre de MDA 125 uM vy se realizaron 7 diluciones
de modo de generar soluciones estandar con concentraciones decrecientes de MDA (B-H) y
una solucién blanco (A), como se indica en la tabla 1.

Luego se colocaron 100 ul de cada una de las muestras o de las soluciones estandar en viales
debidamente rotulados. Se afiadieron 100 pl de 4cido tricloroacético (TCA) y 800 ul de acido
tiobarbiturico y se incubaron a 100°C por 60 min. Luego de la incubacidn, los viales se
colocaron en hielo durante 10 min para frenar la reaccidn y posteriormente, se centrifugaron
a 1600 g durante 10 min y a 4°C. Se removié cuidadosamente la capa orgdnica y se transfirié
a una placa de 96 pocillos.
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Water (ul) MDA Concentration (uM)

A 0 1,000 0

B 5 995 0.625
c 10 990 1.25
D 20 980 25
E 40 260 5

F 80 920 10
G 200 800 25
H 400 600 50

Tabla 1. Concentracion de las soluciones estdndar de MDA, segun protocolo de Cayman Chemicals.

Finalmente, se midié la absorbancia a 530 nm usando un lector multiplaca (Multiskan Ex,
Thermo Electron Corporation). Los niveles de TBARS se calcularon a partir de la curva standard
y se expresaron en pmol/mg proteinas. Para ello, la concentracion de proteinas se
determinadd por medicidn de la absorbancia a 280 nm, utilizando un espectrofotémetro
nanodrop (NanoDrop™ OneMicrovolume, Thermo-Fisher).

3.9.3 Evaluacion de niveles de expresion génica mediante RT-gPCR

Los estudios moleculares se llevaron a cabo en muestras de ganglios raquideos lumbares (L4-
6) y médula espinal lumbar (L4-6). Cada grupo experimental incluyé al menos 8 muestras.
Cada médula se procesé en forma individual mientras que los ganglios bilaterales obtenidos
a partir de 2 animales se procesaron de manera conjunta, de modo que cada muestra de
contenia un pool de 12 ganglios.

Para la extraccion de acido ribonucleico (ARN) se utilizd el siguiente protocolo. El dia 1 se
homogeneizaron las muestras utilizando Trizol (Invitrogen) y un homogeinizador manual
(2000-3000 rpm, DWK LIFE SCIENCES). Se trabajo en flujo laminar manteniendo las muestras
congeladas en hielo seco para evitar la accion de enzimas que degradan ARN (ARNasas) y una
vez homogeneizadas se las colocé en viales a 4°C. Posteriormente, se las dejo reposar a
temperatura ambiente durante 5 min. Mediante el agregado de cloroformo (Cicarelli),
posterior incubacién durante 5 min y centrifugacién a 14.000 g por 15 min a 4°C se logro
separar las fases organica y acuosa. Se recolectd la fase acuosa (superior) conteniendo el ARN.
Luego se precipité el ARN usando alcohol isopropilico (Biopack) y las muestran se guardaron
en freezer a -30°C hasta el dia siguiente (Coronel et al., 2016).

El dia 2 se centrifugaron a 14.000 g por 10 min a 4°C para precipitar el ARN. Se descarto el
isopropanol, se lavo el pellet con etanol al 70% y se procedioé a centrifugar a 14.000 g por 10
min. Luego, se descartd el etanol, primero manualmente y luego mediante evaporacién por
incubacién en un bafio seco a 50°C por 5 min. Los pellets conteniendo ARN se resuspendieron
en agua desionizada conteniendo di-etilpirocarbonato (H20-DEPC): 15 ul en el caso de los
ganglios y 40 ul en el caso de las médulas. Posteriormente, se calentaron a 50°C por 5 min
para asegurar su completa resuspensién (Coronel, et al., 2016). La concentracion y pureza del
ARN obtenido se determind midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm en un
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espectrofotometro nanodrop (NanoDrop™ OneMicrovolume, Thermo-Fisher). Para cada
muestra, la concentracion de ARN se calculd a partir de la absorbancia a 260 nm, teniendo en
cuenta que la densidad dptica a dicha longitud de onda equivale a 40 ug de ARN en 1 ml de
solucidn, y utilizando la siguiente ecuacion:

( Absorb 260nm)x(40ug [ml)

ARNY g / 1) =
[ARN kg ) (100024 /i)

Durante el dia 3 se realizd la retro transcripcion. En primer lugar, se realizaron diluciones de
cada muestra de manera de partir de 2 ug de ARN en todos los casos. El ARN total fue tratado
con la enzima desoxirribonucleasa (ADNasa, Promega) para remover la contaminacién con
acido desoxirribonucleico (ADN), incubando las muestras a 37°C por 30 min. Luego se agrego
EGTA (Promega) y se incubd a 65°C por 10 min para inactivar la ADNasa. A cada tubo se le
agregé una mezcla de cebadores aleatorios (Random primers, Promega) y se incubd a 70°C
por 5 min, para luego poder llevar a cabo la reaccién de sintesis del ADN copia (cDNA)
utilizando la Transcriptasa Inversa del Virus de la Leucemia Murina de Moloney (M-MLVRT,
Promega). Para ello, las muestras se incubaron con una mezcla de reaccion conteniendo 200
unidades (U) de M-MLVRT, 40 U del inhibidor de ribonucleasas (RNAsin, Promega), una
solucipon de los 4 nucledtidos (ANTPs, Promega) en concentracion 10 mM, H20-DEPC y buffer
(Promega) durante 1 h a 37°C. Luego se frend la reaccion incubando las muestras a 70°C por
10 min, y se guardaron a -30°C hasta su posterior uso (Coronel, et al., 2016).

La expresidn relativa de los ARNm de interés se determind usando la quimica de SYBR Green
Master Mix (Applied Biosystem) y el termociclador AriaMx Real-time PCR System (Agilent) a
través de la reaccién de la polimerasa en cadena, en tiempo real (RT-gPCR). A fin de evaluar
los niveles de expresion de los diferentes genes de interés se disefiaron cebadores especificos
utilizando la herramienta primer blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).
En algunos casos, las secuencias de los cebadores fueron tomadas de publicaciones previas.
En la tabla 2 se detallan los genes estudiados y las secuencias de los cebadores utilizados. Los
cebadores para los que no figura una referencia bibliografica disefiados en primer blast.

Para todos los pares de cebadores (sentido y antisentido) se realizaron las correspondientes
curvas de rango dindmico a fin de definir las condiciones (temperatura y tiempo de
apareamiento) 6ptimas de uso. La concentracién de cebadores utilizada fue de 400 nM en
todos los casos. Las curvas de calibracion obtenidas fueron utilizadas para calcular la eficiencia
de la reaccidn de amplificacion, que fue de 2+0.1 en todos los casos.

Por su parte, las condiciones de ciclado fueron: un ciclo inicial de desnaturalizacién a 952C por
10 min, seguido por 40 ciclos de desnaturalizacion a 952C por 15 seg y 40 ciclos de
apareamiento y extensién a la temperatura y el tiempo dptimos para cada par de cebadores,
seguidos por la curva de disociacion.

El gen GADPH fue seleccionado como estdndar interno o normalizador, dado que se expresa
constitutivamente en los tejidos evaluados. Los cambios en los niveles de los ARNm de interés
se calcularon usando el método matematico descripto por Pfaffl (Pfaffl 2001), se normalizaron
en funcion de los niveles del estandar interno (GADPH) en cada muestra y se expresaron como
tasa de cambio (fold change), es decir, aumento o disminucién en la expresién del gen de
interés en relacién al nivel de expresion en los animales controles (Coronel, et al., 2016).

71



Gen Primer forward Primer reverse

ATF3 CACCTTTGCCATCGGATGTCC CTTTCCCGCCGCCTCCTT

BDNF CTGGGGGAGCAGGTGAGAAC ACTGGAAGCCCAGAGAAGGC
CB1 CTACTGGTGCTGTGTGTCATC GCTGTCTTTACGGTGGAATAC
CB2 GCAGCCTGCTGCTGACTGCTG TGCTTTCCAGAGGACATACCC
c-fos AGCATGGGCTCCCCTGTCA GAGACCAGAGTGGGCTGCA
GADPH CGCATCTTCTTGTGCAGT AATGAAGGGGTCGTTGATGG
GFAP TGAGTCGTCGGAGGAGGAG GCTGTGAGGTCTGGCTTGG
HMGB1 AGTTTCCTGAGCAATCCGTAT TGTATCCCCAAAAGCGTGAG
HO-1 CTTTCAGAAGGGTCAGGTGTC TGCTTGTTTCGCTCTATCTCC
IBA-1 TCCCATCCAACCTCTCTTCC GCAGCCTCATCGTCATCTC
IL-1b CACCTCTCAAGCAGAGCACAG GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC
IL-10 TGCCTTCAGTCAAGTGAAGAC AAACTCATTCATGGCCTTGTA
NGF GGAGGTACTGGCCGCTCT CCTGGTGCATTCTGCGTT
NFkB CACTCTCTTTTTGGAGGT TGGATATAAGGCTTTACG
NQO-1 CATCATTTGGGCAAGTCC ACAGCCGTGGCAGAACTA
NRF2 GCTATTTTCCATTCCCGAGTTAC ATTGCTGTCCATCTCTGTCAG
SIRT1 GAAAATGCTGGCCTAATAGACTTG TGGTACAAACAAGTATTGATTACCG
SustanciaP TGGTCAGATCTCTCACAAAGG TGCATTGCGCTTCTTTCATA
TGFB AGATTCAAGTCAACTGTGGAG AAGCCCTGTATTCCGTCT

TNFa TCGTAGCAAACCACCAAGCA CCCTTGAAGAGAACCTGGGAGTA
TRPA1 AGTGGCAATGTGGAGCGATA TCCCGTCGATCTCAGCAATG
TRPV1 GCGAGTTCAAAGACCCAGAG GGCATTGACAAACTGCTTCA
TRPMS8 GCAGTGGTACATGAACGGAGT TGAAGAGTGAAGCCGGAATAC

Tabla 2. Secuencias sentido y antisentido de los cebadores utilizados.

Citas
bibliograficas
(Jiang et al.,
2010)

(Guindo netal,,
2013)

(Guindo n et al.,
2013)
(Kawasaki et al.,
2009)

(Marsh et al.,
2012)

(Le Coz GM et
al.,2014)

(Tamaki et al.,
2014)

(Peinnequin A.
et al.,2004)

(Tamaki et al.,
2014)
(Tamaki et al.,
2014)
(Tamaki et al.,
2014)
(Tamaki et al.,
2014)

(Jin et al., 2008)
(Pohoczk y et al.,
2015)

(Yang et al.,
2006)

(Yang et al.,
2006)

3.9.4 Determinacion de los niveles del factor neurotréfico NGF mediante ELISA

Los niveles de NGF se evaluaron en muestras de piel de la superficie plantar de las patas
traseras, en ganglios raquideos lumbares y en médula espinal lumbar mediante un ensayo de
inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) utilizando un kit comercial (MyBiosource,
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MBS2701224) (Patterson et al., 2022). Cada grupo experimental incluyé al menos 6 animales.
Cada médula se procesé en forma individual mientras que, tanto los nervios bilaterales como
los ganglios bilaterales se procesaron de manera conjunta; asi, cada muestra incluyd 2 nervios
0 6 ganglios obtenidos del mismo animal. Para ello, los tejidos se lavaron con PBS 1x (pH=7,4)
a 4°C a fin de remover el exceso de sangre, previo a la homogeneizacién. Luego se
homogeneizaron en un buffer de lisis provisto en el kit comercial, utilizando un
homogeneizador manual (2000-3000 rpm, DWK LIFE SCIENCES) y se centrifugaron durante 5
min a 10.000 g. Posteriormente, se separo el sobrenadante para realizar el ensayo, siguiendo
las indicaciones provistas por el fabricante. En primer lugar, se prepararon diluciones de la
solucién estandar para la curva de calibracion.

500pL 500pL 500uL 500pL 500pL 500pL

PaYalaya

Stock

Standard \ /] 2/ = [ |
v vV & VARY,

= v/ v/ J / Y/

Tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9
pg/mL 2.000 1,000 500 250 125 62.5 312 15.6 0

Figura 14. Preparacion de diluciones de la solucidn estdndar conteniendo concentraciones decrecientes
de NGF. Imagen tomada del protocolo de MyBiosource.

Luego se afiadieron 100 ul de cada una de las diluciones del estandar, el blanco y las muestras
en los pocillos correspondientes. Se cubrio la placa con un film sellador y se incub6 durante 1
h a 37°C. Se precediod a retirar el liquido por inversion, sin enjuagar. Luego, utilizando una
pipeta multicanal, se afiadieron 100 ul de la solucién del reactivo A a cada pocillo y se incubd
nuevamente durante 1 h a 37°C. Se descartd la soluciéon por inversidn y se realizaron 3 lavados
con solucién provista por el fabricante para tal fin. Posteriormente, se elimind cualquier resto
de solucién invirtiendo la placa sobre papel absorbente, se afiadieron 100 pl de solucién del
reactivo B y se incubd durante 30 min a 37°C.

Luego de realizar 5 lavados, se afiadieron 90 ul de solucion de sustrato, se selld la placa con
un nuevo film sellador y se incubd durante 20 min a 37°C, protegiendo la placa de la luz. El
agregado de este reactivo generd un cambio en la coloracidn de los pocillos, resultando en
una tonalidad azul. Se incorporaron luego 50 ul de una solucidn de detencién, resultando en
un cambio de color a tonalidad amarilla. Inmediatamente se realizé la medicién de la
absorbancia a 450 nm en un lector de placas (Multiskan Ex, Thermo Electron Corporation). En
paralelo se determind la concentracion de proteinas en cada muestra, a través de la medicidn
de la absorbancia a 280 nm utilizando un espectrofotometro nanodrop (NanoDrop™
OneMicrovolume, Thermo-Fisher). La concentracién de NGF en cada muestra se expreso
como pg de NGF / mg de proteinas.
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3.9.5 Determinacion de los niveles de endocannabinoides mediante ELISA

Los niveles de los endocannabinoides AEA y 2AG se evaluaron en muestras de ganglios y
médula lumbar mediante un ensayo de ELISA utilizando un kit comercial (rat 2AG ELISA Kit,
MyBioSource MBS1600322; rat AEA ELISA Kit, MyBioSource MBS7254942). Cada grupo
experimental incluyé al menos 6 animales. Cada médula se procesé en forma individual
mientras que los ganglios bilaterales se procesaron de manera conjunta; asi, cada muestra 6
ganglios obtenidos del mismo animal. Para ello, los tejidos se lavaron con PBS 1x (pH=7,4) a
4°C a fin de remover el exceso de sangre, previo a la homogeneizacién. Luego se
homogeneizaron en PBS, utilizando un homogeneizador manual (2000-3000 rpm, DWK LIFE
SCIENCES). Luego de un doble proceso de congelado — descongelado, se centrifugaron
durante 10 min a 5.000 g y se separd el sobrenadante para realizar el ensayo, siguiendo las
indicaciones provistas por el fabricante.

En primer lugar, se prepararon diluciones seriadas de la solucion estandar para realizar la
curva de calibracién. Luego se afiadieron 100 pl de cada una de las diluciones estandar, el
blanco y las muestras en los pocillos correspondientes. A continuacion, se afiadieron 50 pl del
anticuerpo conjugado a todos los wells, excepto el blanco. Se cubrié la placa con un film
sellador y se incubd durante 1 h a 37°C. Se precedid a retirar el liquido por inversion, sin
enjuagar. Luego, utilizando una pipeta multicanal, se afiadieron 100 ul de la solucion del
reactivo A a cada pocillo y se incubd nuevamente durante 1 h a 37°C. Se descarté el liquido
por inversion y se realizaron 5 lavados con la solucién provista para tal fin. Se elimind
cualquier resto de solucidn invirtiendo la placa sobre papel absorbente, y se afiadieron 50 pl
del sustrato A y 50 pl del sustrato B a todos los pocillos. Se incubé durante 15 min a 37°C, en
oscuridad. Luego de realizar 5 nuevos lavados, se afiadieron 50 ul de la solucién Stop e,
inmediatamente, se midid la absorbancia a 450 nm en un lector de placas (Multiskan Ex,
Thermo Electron Corporation). En paralelo se determiné la concentracién de proteinas en
cada muestra, a través de la medicion de la absorbancia a 280 nm utilizando un
espectrofotdmetro nanodrop (NanoDrop™ OneMicrovolume, Thermo-Fisher). Las
concentraciones de AEA y 2AG en cada muestra se expresaron como ng de AEA/mg de
proteinas y ug de 2AG/mg de proteinas, respectivamente.

3.9.6 Ensayos de inmunomarcacion

Para el armado de los tacos, los ganglios raquideos L4-6 bilaterales y la médula espinal lumbar
se colocaron cuidadosamente sobre platinas plasticas y se embebieron en el medio de
inclusidon OCT Cryoplast (Biopack). Cada grupo experimental incluyé al menos 5 animales y
cada taco incluyd ganglios o médulas de animales pertenecientes a los diferentes grupos
experimentales, a fin de facilitar la comparacién de la sefial inmunoreactiva. Los tacos se
congelaron en nitrégeno liquido para preservar la morfologia y las propiedades antigénicas
de los tejidos y se almacenaron a -30°C, envueltos en papel metalizado para protegerlos de la
desecacion vy la luz, debidamente rotulados.

Los tacos se cortaron en secciones de 14 pum utilizando un criéstato (HM525 NX, Thermo
Fisher). Las secciones de médula espinal se realizaron transversalmente para garantizar la
completa visualizacion del asta dorsal, mientras que las de los ganglios raquideos se realizaron
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longitudinalmente para maximizar la superficie de analisis. Las secciones obtenidas se
montaron en portaobjetos gelatinizados para asegurar su adhesién. Los portaobjetos fueron
almacenados a -20°C hasta su utilizacion.

A fin de llevar a cabo el procedimiento para inmunomarcacion, los portaobjetos se colocaron
en cdmara humeda para evitar la desecacion de los tejidos. Las secciones se lavaron 3 veces
con buffer PBS 1X para eliminar restos de OCT y luego se incubaron durante 1 h con una
solucion de bloqueo conteniendo BSA (Sigma) al 10%, SFB (Natocor) al 5%, y Triton X-100
(Sigma) al 0,3% en PBS 1X. Después de descartar la solucion de bloqueo, los tejidos se
incubaron con el anticuerpo primario correspondiente diluido en una solucién compuesta por
BSA al 1%, SFB al 1% y Triton X-100 al 0,1% en PBS 1X. Esta incubacion se realizé durante toda
la noche a 4°C, en cdmara humeda. Al dia siguiente, tras tres lavados de 5 min con PBS 1X, las
secciones se incubaron con el anticuerpo secundario durante 2 h a temperatura ambiente.
Luego, se incubaron con una solucién del colorante fluorescente 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI, TOCRIS, 1/1000 en PBS 1X) durante 30 min para marcar los nucleos celulares.
Posteriormente, se realizaron dos lavados adicionales con PBS 1X y un ultimo lavado con agua
destilada. Para el montaje, se utilizé el medio DABCO (Sigma) al 2,5% en glicerol.

Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados se encuentran detallados en la siguiente
tabla:

Anticuerpo primario o Marca y nimero de catalogo Dilucidn utilizada
secundario

GFAP (rabbit) DAKO z0334 1/500
IBA-1 (rabbit) Sigma ZMS1024 1/200
Donkey anti rabbit- FITC Jackson 711095003 1/200
Goat anti rabbit- FITC Vector BA-1000 1/200

Tabla 3. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para inmunofluorescencia.

Las imagenes de fluorescencia fueron capturadas utilizando un microscopio de fluorescencia
(Eclipse Ni, H-600L, Intensilight CHGFIE, Nikon) con objetivos de magnificacion de 10x y 20x.
Para garantizar la comparabilidad de las imdagenes entre las muestras, se mantuvieron
constantes las condiciones de intensidad luminica y tiempo de exposicién durante todo el
proceso de captura.

La cuantificacion de la fluorescencia se realizd con el software Imagel mediante la
herramienta ROl Manager. En el caso de los ganglios raquideos, el analisis se llevé a cabo en
imagenes tomadas con un aumento de 20x. Se distribuyeron 8 regiones de interés (ROIs) en
de 527 x 573 um distribuidas a lo largo del ganglio, priorizando las areas que contenian
cuerpos neuronales. Para cada ROI, el software calculé la intensidad media de fluorescencia
y el drea. Los datos obtenidos de los 8 ROIs por seccién se promediaron para obtener un valor
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representativo por ganglio. En el caso de la médula espinal, el analisis se realizé en imagenes
capturadas con un aumento de 10x. Se posicionaron 6 ROIs de 902 x 560 um, ubicadas en la
region medial y lateral de cada una de las zonas de interés: 2 ROls en lamina I-ll, 2 ROIs en
l[dmina -1V, y 2 ROIs en ldmina V-VI. Para cada ROI, se calcularon la intensidad media de
fluorescenciay el area. Los datos obtenidos se promediaron primero por zona (2 ROIs) y luego
por asta dorsal (6 ROIs).

3.10 Analisis estadistico

Todos los datos fueron analizados estadisticamente utilizando el software GraphPad Prism
9.0 (GraphPad Software). La distribuciéon de los datos se evalué mediante la prueba de
normalidad de D'Agostino-Pearson. Los resultados se expresaron como la media £ error
estandar de la media (SEM) y el andlisis estadistico aplicado dependié de las caracteristicas y
el disefio experimental de cada conjunto de resultados:

- Peso corporal, umbral de retirada a estimulos mecanicos, nimero de respuestas a
estimulos frios: Estos datos fueron analizados mediante un andlisis de varianza
(ANOVA) de dos vias para medidas repetidas, seguido del post-test de comparacion
multiple de Bonferroni, para evaluar las interacciones entre los factores
experimentales y las variaciones en el tiempo.

- Consumo de alimento y pardmetros asociados a locomocion: Los datos relacionados
con el consumo de alimento y los pardmetros de locomocién, como la distancia
recorrida, la velocidad y el tiempo de inmovilidad, fueron evaluados mediante un
ANOVA de dos vias para medidas repetidas o un ANOVA de una via, segun
correspondiera, seguido del post-test de Bonferroni o Tukey para realizar
comparaciones entre grupos.

- Estudios bioquimicos, moleculares y de inmunofluorescencia: Los datos derivados de
estos estudios se analizaron utilizando el test de Student (para comparaciones entre
dos grupos) o un ANOVA de una via (para comparaciones entre mds de dos grupos)
seguido del post-test de Newman-Keuls para la identificacién de diferencias
significativas entre grupos especificos.

En todos los casos, se consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando p
resultd inferior a 0.05. Las diferencias significativas entre grupos se representaron en los
graficos de la siguiente manera: *p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001.

Estudios clinicos (Proyecto V)

3.11 Evaluacion por el Comité de Etica

El presente estudio fue evaluado y aprobado por el Comité Institucional de Evaluacion (CIE)
de la Facultad de Ciencias Biomédicas de la Universidad Austral (CIE #016-23), asi como por
la Comision Conjunta de Investigacién en Salud de la Provincia de Buenos Aires (NO-2024-
15921014-GDEBA-DPEGSFFMSALGP). Asimismo, el protocolo fue aprobado por la Direccién

76



Médica del Hospital Universitario Austral. El estudio se realizé en estricto cumplimiento de
las normativas éticas nacionales e internacionales, incluyendo la Declaracién de Helsinki, las
Normas de Buenas Practicas Clinicas y la legislacion vigente en Argentina. Todos los pacientes
incluidos firmaron el consentimiento informado correspondiente.

3.12 Diseio experimental y cohorte en estudio

Se realizd un estudio retrospectivo, observacional, descriptivo, utilizando una técnica de
muestreo consecutivo de manera que todos los pacientes que cumplieron con los criterios de
elegibilidad fueron incorporados al estudio. Se incluyeron 56 pacientes adultos con
adenocarcinoma colorrectal que recibieron tratamiento con oxaliplatino en el Hospital
Universitario Austral, centro de referencia de la Provincia de Buenos Aires, durante los anos
2019 y 2021. Se excluyeron pacientes con enfermedades neurodegenerativas, trastornos
neuroldgicos, cuadros de neuropatia y dolor crénico de etiologia no relacionada a la
guimioterapia, y aquellos pacientes de los que no se contaba con informacién completa.

Todos los pacientes incluidos en el estudio recibieron oxaliplatino en esquema FOLFOX o
XELOX. El esquema FOLFOX consiste en una combinacion de oxaliplatino, leucovorina (acido
folinico) y 5-fluorouracilo: oxaliplatino 85 mg/m? dia 1 + leucovorina 200 mg/m? dia 1 +
fluorouracilo 400 mg/m? en bolo dia 1 + fluorouracilo 2400 mg/m? en bomba de infusion
continua por 48hs (André et al., 2004). Este esquema se repite cada 14 dias. El esquema XELOX
combina oxaliplatino con capecitabina, una pro-droga oral del 5-fluorouracilo: oxliplatino 130
mg/m? dia 1 + capecitabina 2000 mg/m? dia 1 a 14 (Lieu et al., 2019). Este esquema se repite
cada 21 dias. Para ambos esquemas, por lo general se administran entre 4 y 12 ciclos de
guimioterapia. El niumero total de ciclos depende de la decisiéon médica basada en la
evaluacién de la efectividad del tratamiento y la tolerancia del paciente.

3.13 Variables en estudio

Se realizd la revision retrospectiva de las historias clinicas electrdnicas y se registraron los
datos de interés en una planilla de Excel. En particular, se registré la edad al momento del
diagnéstico, el sexo, el indice de masa corporal (IMC, segun definicion de OMS), el rango de
peso (sobrepeso: IMC>25; normopeso: 18,5-25; bajo peso: IMC<18,5), el estadio tumoral (I-
IV), el esquema quimioterdpico utilizado (FOLFOX o XELOX), la dosis de oxaliplatino
administrada en cada ciclo (85 o 130 mg/m?), la dosis acumulada (mg/m?), el desarrollo de
sintomas compatibles con NPIQ, el periodo de manifestacién de los sintomas (sdlo durante,
solo después, o tanto durante como después del tratamiento quimioterapico), y la necesidad
de reducir la dosis / interrumpir el tratamiento quimioterapico.

El diagndstico de la neuropatia inducida por oxaliplatino se basé en el reporte de sintomas
asociados a este efecto adverso del tratamiento antitumoral como la presencia de
parestesias, disestesias, dolor, calambres musculares, etc (Staff et al., 2019), y fue realizado
por el oncdélogo a cargo del seguimiento de cada paciente. Por su parte, las modificaciones de
la dosis de oxaliplatino (reduccidon / interrupcion del farmaco) se realizaron siguiendo
protocolos vigentes (Lieu et al., 2019). De este modo, la dosis se redujo entre un 20% y 30%
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en caso de parestesias persistentes entre ciclos, y se discontinud el tratamiento si las
parestesias se asociaban con deterioro funcional.

3.14 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd utilizando medidas descriptivas para resumir las
caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacién. Las variables categdricas se expresaron
como frecuencias absolutas y porcentajes. Para evaluar las asociaciones entre variables
categoricas se aplico la prueba de Chi-cuadrado, utilizando el software InfoStat, versién 2020.
En particular, esta prueba se utilizé para analizar la asociacién entre el desarrollo de NPIQ y
variables como el sexo, la presencia de sobrepeso, el estadio tumoral, el esquema
guimioterdpico y el rango de dosis acumulada. También para analizar la asociacion entre el
sexo del paciente y las variables recién mencionadas, la necesidad de reducir / interrumpir el
tratamiento quimioterdpico y el periodo de manifestaciéon clinica. En los casos donde no se
cumplian los supuestos del Chi-cuadrado, se utilizé la prueba exacta de Fisher, empleando el
software SPSS (IBM SPSS Statistics version 29.0.2.0).

Para analizar la asociacién de NPIQ con una variable numérica como la edad se utilizé la
prueba exacta de Fisher, empleando el software SPSS. Finalmente, para comparar variables
numéricas como el IMC entre hombres y mujeres se realizé la prueba t de Student utilizando
GraphPad Prism version 9.0.2. En todos los casos, se consideraron estadisticamente
significativas las asociaciones con un valor de p inferior a 0.05.
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4. RESULTADOS
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Proyecto |

4.1 Procesos neurotoxicos inducidos por oxaliplatino en estructuras clave de
la neurotransmision nociceptiva

En este proyecto se evaluaron los cambios desencadenados por la administraciéon de
oxaliplatino en las neuronas aferentes primarias, principales blancos de las acciones
neurotoéxicas del quimioterapico. Ademas, se investigd la existencia de efectos a nivel del asta
dorsal de la médula espinal, estructura que recibe las aferencias periféricas y que tiene un rol
crucial en la modulacién del dolor. Los estudios se centraron en analizar procesos
relacionados a estrés y dano oxidativo de macromoléculas, dafio y activacion neuronal,
activacidon de células gliales y produccion de mediadores proinflamatorios. Todos estos
analisis se llevaron a cabo en tejidos (nervio ciatico, ganglios raquideos L4-6 y médula espinal
lumbar) obtenidos a partir de ratas macho, que recibieron oxaliplatino o vehiculo, y que
fueron sometidas a eutanasia 10 dias después de iniciado el esquema quimioterapico
(protocolo de corto plazo), tal como se describe en la figura 10A de Materiales y Métodos.

4.1.1 Estrés y dano oxidativo

Dado que las acciones neurotdxicas del oxaliplatino habian sido previamente asociadas a
dafio mitocondrial, aumento en la producciéon de especies reactivas del oxigeno y dafio
oxidativo de macromoléculas (Branca et al., 2021; Fumagalli et al., 2021; A. B. Wang et al.,
2021; G. Wei et al., 2021), decidimos evaluar, en primer lugar, la presencia de marcadores de
estrés y dafo oxidativo en el nervio ciatico y los ganglios raquideos de los animales expuestos
a oxaliplatino, a modo de validacién del modelo experimental utilizado. En particular,
estudiamos los niveles de glutatién total, una de las principales reservas tisulares con
capacidad antioxidante, la relacion glutation reducido / glutatidon oxidado, indicador del
estado oxidativo, y los niveles de TBARS, indicadores generales de peroxidacion lipidica. Estos
estudios, llevados a cabo utilizando métodos espectrofotométricos y citometria de flujo,
fueron realizados en homogenatos obtenidos a partir del nervio cidtico o los ganglios
raquideos lumbares de animales controles y expuestos al quimioterapico.
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La administracion de oxaliplatino no alterd los niveles de glutation total en el nervio ciatico
(Fig. 15A). No obstante, se observd una marcada disminucidon en la relacién glutatidn
reducido/glutation oxidado en comparacién con los valores registrados en los animales del
grupo control (Fig. 15B), lo que evidencia un estado de estrés oxidativo en el tejido 10 dias
después del inicio del ciclo de administracion del quimioterdpico. En linea con estos hallazgos,
detectamos un aumento en los niveles de TBARS, tanto en el nervio ciatico (Fig. 15C) como
en los ganglios raquideos lumbares (Fig. 15D) de los animales tratados con OXA.
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Figura 15. Niveles de glutation total (A), relacién glutation reducido / glutation oxidado (B), y niveles
de TBARS (C) en el nervio cidtico de animales que recibieron oxaliplatino. En (D) se muestran los niveles
de TBARS en los ganglios anexos a la raiz dorsal L4-6. Todas las determinaciones fueron realizadas 10
dias después del inicio del ciclo quimioterdpico. Se incluyeron 6 muestras por grupo experimental. Los
datos que se muestran corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando el test de
Student. Las diferencias estadisticamente significativas se representaron utilizando los siguientes
simbolos: ns p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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4.1.2 Daino y activacidon neuronal.

También evaluamos la expresiéon de una variedad de marcadores asociados a dafio y
activacion neuronal, que ademds participan en la modulacién de la neurotransmision
nociceptiva, en dos estructuras clave, los ganglios raquideos y la médula espinal lumbar. Estos
estudios fueron realizados aplicando metodologias de RT-PCR en tiempo real y ELISA en
tejidos obtenidos 10 dias después de iniciada la administracién del quimioterapico.

En los ganglios observamos un incremento en la expresion del factor de transcripciéon ATF-3
(Fig. 16A), comunmente relacionado a daiio neuronal. Sin embargo, no se detectaron cambios
en los niveles de los ARNm correspondientes a HMGB1, molécula asociada a dafio (Fig. 16B),
el proto-oncogen c-fos, utilizado como marcador de hiperexcitabilidad neuronal (Fig. 16C), o
la sustancia P, neuropéptido involucrado en la neurotransmisién del dolor (Fig. 16D).
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Figura 16. Niveles relativos al control de los ARNm correspondientes a ATF-3 (A), HMGB1 (B), c-fos (C)
y sustancia P (D) en los ganglios raquideos lumbares de animales controles y expuestos a oxaliplatino,
10 dias después de iniciado el ciclo quimioterdpico. Se incluyeron 8 muestras por grupo experimental.
Los valores representados corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando el test de
Student (ns p>0.05, *** p<0.001).
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Estos resultados sugieren una respuesta especifica en la expresién génica, donde ATF-3
parece ser especialmente sensible al tratamiento con oxaliplatino, mientras que otras
moléculas relacionadas con la respuesta celular y la sefalizacién de dolor no mostraron
alteraciones discernibles a nivel molecular en este contexto experimental.

En la médula espinal, mientras que los niveles de expresién de ATF-3 (Fig. 17A) y sustancia P
(Fig. 17D) se mantuvieron similares a los detectados en animales controles, observamos un
marcado aumento en los niveles de los ARNm que codifican para HMGB1 (Fig. 17B) y c-fos
(Fig. 17C), sugiriendo la existencia de dafio y activacidn celular a nivel espinal. Es importante
destacar que este incremento en los niveles de expresion de HMGB1 podria estar
contribuyendo a la activacion de células gliales a nivel espinal (ver seccién 4.1.3).
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Figura 17. Niveles relativos de los ARNm de ATF-3 (A), c-fos (B), HMGB1 (C) y Sustancia P (D) en la
médula espinal lumbar de animales controles y expuestos a oxaliplatino, 10 dias después de iniciado
el ciclo de quimioterapia. Se incluyeron 8 muestras por grupo experimental. Los datos que se muestran
corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando el test de Student (ns p>0.05, * p<0.05,
** p<0.01).
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Ademas, se analizaron los niveles de expresion de dos factores de crecimiento y supervivencia
neuronal, las neurotrofinas NGF y BDNF, también involucradas en la activaciéon de los circuitos
nociceptivos. Observamos que la administracidon de oxaliplatino no modificé la expresion de
las neurotrofinas en los ganglios (Fig. 18 A y B). Sin embargo, en la médula espinal, los niveles
del ARNm que codifica para NGF se vieron disminuidos (Fig. 18C), sin detectarse cambios en
los niveles del ARNm de BDNF (Fig. 18D).
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Figura 18. Niveles relativos al control de los ARNm que codifican para NGF y BDNF en los ganglios
anexos a la raiz dorsal (A, B) y en la médula espinal lumbar (C, D) de animales controles y expuestos a
oxaliplatino. Se incluyeron 8 muestras por grupo experimental. Los valores representados
corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando el test de Student (ns p>0.05, * p<0.05).
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Dado que detectamos cambios en la expresion del mensajero que codifica para NFG, a
continuacion, evaluamos los niveles proteicos del factor neurotréfico en los diferentes tejidos
mediante la utilizacion de un kit comercial de ELISA. De este modo, detectamos un
incremento significativo en los niveles de NGF, tanto en la piel (Fig. 19A) como en los ganglios
raquideos lumbares (Fig. 19B) de los animales que recibieron oxaliplatino. No se detectaron
cambios en la médula espinal, observdndose niveles similares a los detectados en animales
controles (Fig. 19C). En su conjunto, estos resultados podrian sugerir una mayor produccion
del factor neurotrofico en los tejidos periféricos (piel) y su posterior transporte por via axonal
retrégrada hacia el soma de las neuronas aferentes primarias.
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Figura 19. Niveles proteicos del factor neurotréfico NFG en homogenatos de piel plantar (A), ganglios
anexos a la raiz dorsal (B) y médula espinal lumbar (C), evaluados mediante ELISA y expresados en
funcidn de la concentracion total de proteinas de cada muestra. Las determinaciones fueron realizadas
en tejidos disecados 10 dias después del inicio del ciclo de quimioterapia. Se incluyeron 6 muestras por
grupo experimental. Los datos que se muestran corresponden a la media + SEM y fueron analizados
utilizando el test de Student (ns p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01).

4.1.3 Activacion glial y produccidon de mediadores proinflamatorios

Dado que detectamos un aumento en los marcadores de dafio y activacién neuronal en los
ganglios raquideos y en la médula espinal lumbar de animales expuestos a oxaliplatino,
incluyendo moléculas especificamente involucradas en la comunicaciéon célula dafada —
célula inmune/inflamatoria como es HMGB1, decidimos investigar los procesos de activacion
de células gliales y produccién de mediadores pro-inflamatorios. Para ello, realizamos
estudios utilizando RT-PCR en tiempo real e inmunofluorescencia en tejidos recolectados 10
dias después de iniciar la administracién del quimioterapico.
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Los analisis moleculares revelaron un incremento en la expresion de GFAP en ambos tejidos
(Fig. 20 Ay C), indicando un aumento en los niveles del ARNm que codifica para la proteina
glial tanto en las células satelitales de los ganglios raquideos como en los astrocitos presentes
en la médula espinal. Asimismo, observamos un aumento en la expresion de IBA-1, también

en ambos tejidos (Fig. 20 B y D), sugiriendo su presencia en macréfagos infiltrantes y en
células de la microglia, respectivamente.
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Figura 20. Niveles relativos al control de los ARNm que codifican para GFAP (A, C) e IBA-1 (B, D) en los
ganglios raquideos L4-6 (A, B) y en la médula espinal lumbar (C, D) de animales de los grupos CTL y
OXA, 10 dias después de iniciado el ciclo de oxaliplatino. Se incluyeron 8 muestras por grupo

experimental. Los valores que se muestran corresponden a la media + SEM y fueron analizados el test
de Student (* p<0.05, ** p<0.01).

Dado que los estudios moleculares realizados brindan informaciéon sobre cambios en la
expresion génica pero no permiten evaluar cambios proteicos ni identificar su localizacién a
nivel tisular, decidimos complementar los resultados obtenidos por RT-PCR en tiempo real
estudiando la expresion de GFAP en ambos tejidos y de IBA-1 en la médula espinal, mediante
inmunofluorescencia.
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En los ganglios raquideos de animales expuestos a oxaliplatino, identificamos un aumento en
la inmunoreactividad para GFAP, observable a simple vista, 10 dias después de iniciado el
esquema quimioterapico (Fig. 21A). Mientras que en los ganglios de animales controles la
sefial inmunoreactiva fue minima (Fig. 21A, panel superior), en los de animales expuestos al
guimioterdpico se observa claramente la marcacion de las células satélites, localizadas
rodeando los cuerpos neuronales (Fig. 21A, panel inferior). En las imdagenes pueden
identificarse también los nucleos celulares marcados con el colorante DAPI (fluorescencia
azul), que muestran la disposicion perineuronal de las células satelitales.

Al cuantificar la intensidad de fluorescencia por unidad de area, detectamos un incremento
significativo en los animales del grupo oxaliplatino en comparacién con el grupo control (Fig.
21B). Estos hallazgos concuerdan con los resultados moleculares previamente obtenidos,
demostrando que el aumento detectado en el ARNm de GFAP se traduce efectivamente en
un aumento en la expresion de la proteina, e indicando que las células satelitales del ganglio
se activan y sufren modificaciones funcionales luego de la exposicién al quimioterapico.
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Figura 21. Imdgenes representativas de la sefial inmunoreactiva para GFAP en los ganglios anexos a
la raiz dorsal L4-6 (A). En el panel superior se muestran fotografias de ganglios controles, mientras que
en el panel inferior se muestran las correspondientes a animales tratados con oxaliplatino. En las
imdgenes pueden identificarse también los ntucleos celulares marcados con el colorante DAPI
(fluorescencia azul). Intensidad de fluorescencia de GFAP por unidad de drea en ganglios de animales
pertenecientes a ambos grupos experimentales (B). Se incluyeron 5 animales por grupo experimental.
Los valores representados corresponden a la media + SEM y fueron analizados el test de Student (**
p<0.01).

Por su parte, en las secciones de la médula espinal lumbar observamos un incremento en la
inmunomarcacion para GFAP (Fig. 22) e IBA-1 (Fig. 23). Este aumento en la sefal
inmunoreactiva se localizé en las ldminas | a VI del asta dorsal, lo que sugiere que la
administracion de oxaliplatino indujo la activacién de astrocitos y microglia en regiones clave
para el procesamiento de la informacion nociceptiva.
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En las secciones correspondientes a los animales del grupo OXA (Fig. 22) se evidencian los
cambios morfoldgicos caracteristicos de la activacién astrocitaria, incluyendo un aumento en
el tamafo del cuerpo celular y un mayor nimero y grosor de sus prolongaciones, en
comparacion con los astrocitos observados en secciones de ganglios controles, los cuales
presentan células de menor tamafio y prolongaciones mas delgadas y finas.
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Figura 22. Imdgenes representativas de la sefial inmunoreactiva para GFAP en la médula espinal
lumbar (A). En el panel superior se muestran fotografias de secciones de ganglios controles, mientras
que en el panel inferior se muestran las correspondientes a secciones obtenidas a partir de animales
tratados con oxaliplatino. En las imdgenes pueden identificarse también los nucleos celulares
marcados con el colorante DAPI (fluorescencia azul). En (B) se muestran imdgenes a mayor aumento
que permiten apreciar la morfologia de las células marcadas, y en (C) se representa la intensidad de
fluorescencia de GFAP por unidad de drea en ganglios de animales pertenecientes a ambos grupos
experimentales. Se incluyeron 5 animales por grupo experimental. Los valores representados
corresponden a la media + SEMy fueron analizados utilizando el test de Student (*** p<0.001).
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En el caso de las secciones inmunomarcadas para IBA-1, se observa también un aumento en
la sefial inmunoreactiva en el asta dorsal de los animales del grupo OXA (Fig. 23), junto con
modificaciones morfolégicas compatibles con la activacion microglial, tales como el
agrandamiento del somay la retraccién y engrosamiento de las prolongaciones.
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Figura 23. Imdgenes representativas de la sefial inmunoreactiva para IBA-1 (A) en la médula espinal
lumbar. En el panel superior se muestran fotografias de secciones de ganglios controles, mientras que
en el panel inferior se muestran las correspondientes a secciones obtenidas a partir de animales
tratados con oxaliplatino. En las imdgenes pueden identificarse también los nucleos celulares
marcados con el colorante DAPI (fluorescencia azul). En (B) se muestran imagenes a mayor
magnificacion para apreciar la morfologia de las células marcadas, y en (C) se representa la intensidad
de fluorescencia de GFAP por unidad de drea en ganglios de animales pertenecientes a ambos grupos
experimentales. Se incluyeron 5 animales por grupo experimental. Los valores representados
corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando el test de Student (*** p<0.001).
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Como se comento en los parrafos anteriores, al cuantificar la intensidad de fluorescencia por
unidad de darea detectamos un aumento significativo de la sefial inmunoreactiva
especificamente localizada en el drea delimitada por las laminas I-VI (asta dorsal completa)
de secciones inmunomarcadas para GFAP (Fig. 22A y Fig. 24A) o IBA-1 (Fig. 23Ay Fig. 25A).

A fin de poder circunscribir los cambios detectados a regiones funcionales especificas,
también llevamos a cabo un andlisis detallado en las subregiones funcionales (laminas I-1, llI-
IV y V-VI). En el caso de GFAP, los animales tratados con el quimioterapico mostraron un
incremento significativo de la seiial inmunoreactiva en astrocitos localizados en todas las
ldaminas evaluadas: I-II (Fig. 24B), llI-IV (Fig. 24C) y V-VI (Fig. 24D).
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Figura 24. Intensidad de fluorescencia de GFAP por unidad de drea. La cuantificacion se realizé en el
asta dorsal completa de la médula espinal (A) y en las diferentes dreas funcionales, Iaminas I-1I (B), IlI-
IV (C) y V-VI (D). Se incluyeron 5 animales por grupo experimental. Los datos que se muestran en los
grdficos corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando el test de Student (* p<0.05,
*** n<0.001).
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Por su parte, la sefial inmunoreactiva de IBA-1 también mostré un aumento significativo en
las laminas I-1l (Fig. 25B) y V-VI (Fig. 25D), mientras que en las laminas IlI-IV se observaron
niveles ligeramente superiores a los controles (Fig. 25C), aunque sin alcanzar significancia
estadistica.
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Figura 25. Intensidad de fluorescencia de IBA-1 por unidad de drea. La cuantificacion se realizo en el
asta dorsal completa de la médula espinal (A) y en las diferentes dreas funcionales, Iaminas I-11 (B), lll-
IV (C) y V-VI (D). Se incluyeron 5 animales por grupo experimental. Los datos que se muestran en los
grdficos corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando el test de Student (ns p>0.05, *
p<0.05, *** p<0.001).

Estos hallazgos refuerzan la hipdtesis de que el oxaliplatino genera cambios funcionales en

astrocitos y células microgliales en areas especificas de la médula espinal involucradas en la
neurotransmisién del dolor.
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Dado que tanto las células gliales como los macréfagos infiltrantes tienen la capacidad de
producir y secretar citoquinas pro- y anti-inflamatorias, con acciones modulatorias directas
sobre la excitabilidad neuronal y, en consecuencia, sobre la neurotransmisién del dolor,
decidimos evaluar diferentes mediadores involucrados en estos procesos. En particular,
analizamos los niveles de expresion de la subunidad p65 del factor de transcripcion NFkB,
responsable de regular la expresion de diferentes mediadores pro-inflamatorios, asi como las
citoquinas pro-inflamatorias IL-1B y TNFa y las citoquinas anti-inflamatorias IL-10 y TGF[3.

En los animales que recibieron oxaliplatino detectamos un marcado aumento en los niveles
de los ARNm que codifican para NFkB (Fig. 26 Ay D), TNFa. (Fig. 26 By E) e IL1] (Fig. 26 Cy
F), tanto en los ganglios raquideos L4-6 (Fig. 26 A-C) cdmo en la médula espinal lumbar (Fig.
26 D-F).
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Figura 26. Niveles relativos al control de los ARNm de NFxB, TNFa e IL-1[3 detectados en los ganglios
raquideos L4-6 (A-C) y la médula espinal lumbar (D-F) de animales pertenecientes a los grupos control
y oxaliplatino, 10 dias después de iniciado el ciclo de quimioterapia. Se incluyeron 8 muestras por grupo
experimental. Los datos que se muestran corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando
el test de Student (* p<0.05, ** p<0.01).
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En cuanto a las citoquinas anti-inflamatorias, mientras que los niveles del mensajero de IL-10
se mantuvieron en valores basales tanto en ganglios (Fig. 27A) como en médula (Fig. 27C), los
niveles del mensajero de TGF mostraron un incremento significativo en la médula de
animales expuestos a oxaliplatino (Fig. 27D), sin detectarse cambios en relacidon a animales
controles en los ganglios raquideos (Fig. 27B).
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Figura 27. Niveles relativos de los ARNm de IL-10 y TGF[ detectados en los ganglios anexos a la raiz
dorsal L4-6 (A, B) y en la médula espinal lumbar (C, D). Se incluyeron 8 muestras por grupo
experimental. Los datos que se muestran corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando
el test de Student (ns p>0.05, * p<0.05).
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4.2 Cambios conductuales inducidos por oxaliplatino

Una vez estudiados los efectos neurotéxicos desencadenados por oxaliplatino en estructuras
clave de la neurotransmision nociceptiva, nos propusimos evaluar si estos procesos estaban
asociados con alteraciones conductuales especificas. Para ello, se llevaron a cabo estudios en
ratas macho tratadas con oxaliplatino o vehiculo, las cuales fueron evaluadas periddicamente
mediante pruebas conductuales. Estas pruebas incluyeron la evaluaciéon de dolor inducido
(alodinia mecénica y térmica fria), indicadores de dolor espontdneo (como acicalamiento,
posturas antalgicas y evolucidon del peso corporal), y parametros relacionados con la
locomocidn (distancia recorrida, velocidad de desplazamiento y tiempo de inmovilidad). Con
el objeto de analizar estos pardmetros antes, durante y después de finalizado el tratamiento
con oxaliplatino, los estudios fueron disenados para permitir el seguimiento a largo plazo.

4.2.1 Desarrollo de alodinia mecanica y térmica fria

Al evaluar el comportamiento de los animales ante la estimulacién mecdnica mediante la
prueba de von Frey, se observé que, en el grupo control, el umbral de retirada se mantuvo
constante y similar a los valores basales a lo largo de todo el periodo experimental, con un
valor promedio cercano a los 26 gramos (Fig. 28A). En contraste, los animales que recibieron
oxaliplatino mostraron una disminucién significativa en el umbral de retirada frente a la
estimulacion con los filamentos de von Frey. Esta reduccién fue evidente desde el inicio de la
administracion del quimioterdpico y se estabilizd en valores cercanos a los 10 g a partir del
dia 7, lo que indica el desarrollo de hipersensibilidad a estimulos mecanicos (Fig. 28A).

Esta hipersensibilidad mecdnica, reflejada en la disminucién significativa del umbral de
retirada en las patas traseras, se mantuvo durante todo el ciclo de administracion de
oxaliplatino y persistié incluso después de finalizado el tratamiento, hasta la finalizacién del
estudio (Fig. 28A). Ademas, se registrd que el 40% de los animales tratados con oxaliplatino
presentaron umbrales de retirada < 6 g en al menos dos de los puntos temporales evaluados,
lo que sugiere la presencia de alodinia mecanica. Estos hallazgos indican que la administracion
de oxaliplatino indujo hipersensibilidad mecdanica de desarrollo temprano y sostenido en el
tiempo, acompafiada de signos de alodinia.

Al evaluar el comportamiento de los animales ante la estimulacién térmica fria en las patas
traseras mediante la prueba de Choi, se observé que, en el grupo control, el nimero de
respuestas positivas se mantuvo constante y similar a los valores basales a lo largo de todo el
periodo evaluado, con un valor promedio cercano a 1 respuesta positiva (Fig. 28B). En
contraste, los animales que recibieron oxaliplatino mostraron un aumento significativo en el
numero de respuestas positivas ante la estimulacidon con acetona, detectable desde el primer
dia de administracion del quimioterapico (Fig. 28B), lo que sugiere el desarrollo de
hipersensibilidad térmica al frio.
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Esta hipersensibilidad, evidenciada por un incremento en el nimero de retiradas bruscas de
las patas traseras, se mantuvo durante todo el ciclo de administracién de oxaliplatino y
persistio incluso después de finalizado el mismo (Fig xB). Ademas, se observod que el 80% de
los animales tratados con oxaliplatino presentaron respuestas positivas a la estimulacion con
acetona en al menos dos de los puntos experimentales evaluados, lo que sugiere la presencia
de alodinia al frio (Fig. 28B). Estos hallazgos indican que la administracién de oxaliplatino
indujo hipersensibilidad térmica de desarrollo temprano y sostenido en el tiempo,
acompafiada de signos de alodinia.
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Figura 28. Umbral de retirada de las patas traseras de los animales frente a estimulos mecdnicos,
evaluado con la prueba de von Frey (A) y numero de respuestas positivas frente a estimulos térmicos
frios, evaluado mediante la prueba de Choi (B). Las flechas indican el periodo de administracion del
quimioterdpico (OXA) o el vehiculo (SF). Se incluyeron 12 animales por grupo experimental. Los valores
corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando un ANOVA de dos vias de medidas
repetitivas seguido por el test de Bonferroni. S6lo se muestran en el grdfico las diferencias
estadisticamente significativas, utilizando los siguientes simbolos: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

4.2.2 Ausencia de indicadores de dolor espontaneo

Al hacer el seguimiento diario de los animales, no observamos cambios en el pelaje como falta
de limpieza o presencia de placas alopécicas, indicadores de un acicalado deficiente o
excesivo, respectivamente. Tampoco se detectaron posturas antalgicas como retraccién de
los miembros, actitudes de guardado de los mismos o alguna postura que evidenciara la
presencia de dolor.

Los resultados de los estudios de evolucién del peso corporal, otro parametro que puede ser
indicativo de la presencia de dolor espontaneo, se muestran en el siguiente apartado.
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4.2.3 Cambios en el peso corporal y el consumo de alimento

Al analizar la curva de crecimiento de los animales controles se observé un aumento sostenido
del peso corporal durante todo el periodo de estudio (Fig. 29A). Por el contrario, los animales
gue recibieron oxaliplatino, mostraron una atenuacion en la curva de crecimiento a partir del
momento en el que comenzd la administracion del quimioterapico y durante todo el periodo
evaluado (Fig. 29A). Esta atenuacién en el crecimiento adquirid significancia estadistica a
partir del dia 8 y se mantuvo los dias 11, 16, 21y 25 (Fig. 29A). Cabe destacar que los animales
gue recibieron el quimioterdpico en ningin momento evidenciaron una disminucién de su
peso corporal, pero si una atenuacién marcada en la tasa de crecimiento.

A fin de analizar si esta atenuacion se debia a una menor ingesta, evaluamos el consumo de
alimento a lo largo de todo el periodo experimental. Como se observa en la Fig 29B, el
consumo de alimento, expresado como peso de alimento consumido relativizado por el peso
total de los animales de la jaula, fue similar en ambos grupos experimentales antes, durante
y después del ciclo quimioterdpico. Sin embargo, durante el periodo de administracion de
oxaliplatino o solucion fisioldgica, segln el grupo, se observd una reduccién significativa del
consumo en relacidn a los valores basales (Fig. 29B). Esta disminucién no seria atribuida al
guimioterdpico, ya que se observa en ambos grupos, sino que podria deberse a la situacion
de estrés que atraviesan los animales al ser reiteradamente manipulados e inyectados.

Una vez finalizado el periodo de administracion de oxaliplatino o solucion fisioldgica, los
animales controles tendieron a recuperar el consumo habitual, mientras que los animales del
grupo OXA mantuvieron un consumo reducido (Fig. 29B). Estos hallazgos sugieren que la
administracion de oxaliplatino indujo una reduccidn sostenida en el consumo de alimento
(Fig. 29B) que se ve reflejada en una atenuacion en la curva de crecimiento (Fig. 29A).
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Figura 29. (A) Curvas de crecimiento de los animales. Las flechas indican el periodo de administracion
del quimioterdpico (OXA) o el vehiculo (SF). (B) Consumo de alimento de animales controles y animales
expuestos a oxaliplatino, antes, durante y después de la administracion del quimioterdpico. Se
incluyeron 12 animales por grupo experimental. Los datos corresponden a la media + SEM y fueron
analizados utilizando el test ANOVA de 2 vias de medidas repetitivas sequido por el test de Bonferroni.
Solo se muestran en el grdfico las diferencias estadisticamente significativas, utilizando los siguientes
simbolos: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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4.2.4 Alteraciones en parametros relacionados a locomocion

A fin de analizar si la neurotoxicidad del oxaliplatino conducia también a alteraciones en la
locomocidn, decidimos evaluar algunos pardmetros relacionados a actividad locomotora
utilizando la prueba de campo abierto. Al analizar los resultados obtenidos, no observamos
diferencias entre ambos grupos experimentales en los parametros de distancia recorrida,
velocidad promedio y tiempo de inmovilidad, en ninguno de los periodos de tiempo
evaluados: antes (dia -5), durante (dia 2) y después (dia 9) de la administracién del
guimioterapico (Fig. 30).

Al analizar estos parametros a lo largo del tiempo, observamos una disminucidn significativa
exclusivamente en la distancia recorrida por el grupo OXA (Fig. 30A). Ademds, tanto en el
grupo CTL como en el grupo OXA, se identificd una tendencia hacia una reduccién en la
distancia recorrida y la velocidad promedio, junto con una tendencia al aumento en el tiempo
de inmovilidad hacia el final del periodo experimental (Fig. 30A-C).
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Figura 30. Parametros asociados a locomocion: distancia recorrida (A), velocidad promedio (B) y
tiempo de inmovilidad (C) evaluados mediante la prueba de campo abierto y analizados con el software
Image J. Se incluyeron 12 animales por grupo experimental. Los datos corresponden a la media + SEM
y fueron analizados utilizando el test ANOVA de 2 vias de medidas repetitivas seguido por el test de
Tukey para comparar entre tratamientos y el test de Bonferroni para comparar dentro de cada
tratamiento a lo largo del tiempo. Solo se muestran en el grdfico las diferencias estadisticamente
significativas identificadas (* p<0,05).
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Proyecto Il

Tras caracterizar los cambios conductuales y moleculares inducidos por oxaliplatino en ratas
macho, y considerando la evidencia previa que indica diferencias sexuales tanto en las
manifestaciones como en los mecanismos subyacentes al dolor crénico y a la NPIQ, decidimos
investigar similitudes y diferencias en nuestro modelo experimental. Estos estudios se
realizaron en animales de ambos sexos que recibieron oxaliplatino o vehiculo y que fueron
evaluados simultdneamente. Los analisis conductuales se llevaron a cabo en protocolos de
largo plazo mientras que los estudios moleculares se realizaron en tejidos recolectados 10
dias después del inicio del esquema quimioterapico en protocolos de corto plazo, como se
muestra en la figura 10A de Materiales y Métodos.

4.3 Alteraciones conductuales inducidas por oxaliplatino en ratas hembra:
similitudes y diferencias con las observadas en machos

4.3.1 Alteraciones en parametros relacionados a locomocion

Dado que finalizamos la seccidn anterior con la descripcidon de los resultados obtenidos al
evaluar distintos pardmetros asociados a locomocién en ratas macho, iniciamos este nuevo
segmento con la presentacién del analisis de estos mismos estudios comportamentales
realizados en hembras.

De manera similar a lo observado en machos (seccién 4.2.4), las ratas hembra tratadas con
oxaliplatino mostraron comportamientos comparables al grupo CTL en los parametros de
distancia recorrida (Fig. 31A), velocidad promedio (Fig. 31B) y tiempo de inmovilidad (Fig. 31C)
en la prueba de campo abierto. De hecho, no se observaron diferencias entre animales
controles y animales expuestos a oxaliplatino en ninguno de los periodos evaluados: antes
(dia -5), durante (dia 2) o después (dia 9) de la administracién del quimioterapico.

Sin embargo, si se detectaron diferencias significativas en el grupo OXA en funcion del tiempo
en los 3 parametros evaluados. La distancia recorrida (Fig. 31A) y la velocidad promedio (Fig.
31B) mostraron valores significativamente menores al basal, tanto durante como después de
la administracion de antineopldsico. Ademas, el tiempo de inmovilidad (Fig. 31C) fue
significativamente mayor al basal los dias 2 y 9 del esquema experimental. En contraste, el
grupo CTL mostré cambios significativos Unicamente en la velocidad promedio que disminuyd
significativamente una vez finalizado el ciclo de quimioterapia (Fig. 31B). Estos hallazgos
sugieren que la tendencia natural que muestran los animales controles a reducir la actividad
locomotora en las sucesivas pruebas de campo abierto, se ve acentuada en las hembras
expuestas a oxaliplatino, con una reduccidn general en la locomocion.
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Figura 31. Pardmetros asociados a locomocion en ratas hembra: distancia recorrida (A), velocidad
promedio (B) y tiempo de inmovilidad (C) evaluados mediante la prueba de campo abierto y analizados
con el software Image J. Se incluyeron 12 animales por grupo experimental. Los datos corresponden a
la media + SEM y fueron analizados utilizando el test ANOVA de 2 vias de medidas repetitivas sequido
por el test de Tukey para comparar entre tratamientos y el test de Bonferroni para comparar dentro
de cada tratamiento a lo largo del tiempo. Solo se muestran en el grdfico las diferencias
estadisticamente significativas, utilizando los siguientes simbolos: * p<0,05, ** p<0,01.

Ademas, a diferencia del perfil observado en los machos —donde solo se registré una
disminucion significativa en la distancia recorrida una vez finalizado el ciclo de quimioterapia
(seccion 4.2.4)—, en las hembras se evidenciaron alteraciones en los tres parametros
asociados a la locomocién, tanto durante como después del tratamiento quimioterapico.
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Sin embargo, al comparar los resultados obtenidos en machos y en hembras, no observamos
diferencias estadisticamente significativas entre ambos sexos en los pardmetros de distancia
recorrida (Fig. 32A), velocidad promedio (Fig. 32B) y tiempo de inmovilidad (Fig. 32C) en
ninguno de los periodos experimentales evaluados (Fig 32, p>0,05 en todas las comparaciones
entre sexos).
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Figura 32. Parametros asociados a locomocion en ratas de ambos sexos: distancia recorrida (A),
velocidad promedio (B) y tiempo de inmovilidad (C). Se incluyeron 12 animales por grupo experimental.
Los datos corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando el test ANOVA de 2 vias de
medidas repetitivas seguido por el test de Tukey para comparar entre sexos, en cada uno de los
periodos experimentales. Todas las comparaciones realizadas entre machos y hembras del mismo
grupo experimental (CTL u OXA) resultaron ser no significativas (p>0.05).

4.3.2 Ausencia de indicadores de dolor espontdneo

En forma similar a lo observado en machos (seccion 4.2.2), al hacer la evaluacién diaria de las
ratas hembra, no se observaron cambios en el pelaje como falta de limpieza o presencia de
placas alopécicas, indicadores de un acicalado deficiente o excesivo, respectivamente.
Tampoco se detectaron posturas antalgicas como la retraccion de los miembros, actitud de
guardado de los mismos o alguna postura que evidenciara la presencia de dolor.
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4.3.3 Cambios en el peso y el consumo de alimento

Al evaluar los efectos del oxaliplatino sobre el aumento de peso corporal en ratas hembra
(Fig. 33A), observamos que, al igual que en los machos (seccién 4.2.3), la administracion del
guimioterapico provocé una atenuacion significativa en la curva de crecimiento, evidente a
partir del dia 10 del esquema experimental (Fig. 33B). Esta reduccién en la tasa de crecimiento
se mantuvo en el largo plazo (dias 13, 15 y 17), en contraste con los animales control que
mostraron un aumento sostenido del peso durante todo el periodo de estudio (Fig. 33B).

Es importante destacar que, si bien las ratas tratadas con oxaliplatino no experimentaron
pérdida de peso en ningin momento, si presentaron una desaceleracién marcada en su
crecimiento en comparacion con los controles. Ademas, dado que las hembras del grupo OXA
tenian un peso promedio inicial ligeramente mayor al de las ratas controles, incorporamos el
analisis del porcentaje de aumento de peso en relacién al peso basal de cada grupo para
normalizar estas diferencias iniciales (Fig. 33B).

Siendo que una posible causa de la menor tasa de crecimiento podria ser la reduccion en la
ingesta, analizamos el consumo de alimento durante todo el periodo experimental (Fig. 33C).
Ambos grupos experimentales consumieron cantidades similares de alimento tanto antes
como durante y después del ciclo quimioterapico. Sin embargo, durante la administracion de
oxaliplatino, la ingesta mostré una tendencia a disminuir en ambos grupos, aunque sin
alcanzar significancia estadistica. Tras la finalizacién del tratamiento, el consumo de alimento
en las hembras tratadas con oxaliplatino resultd significativamente menor a los niveles
previos a la quimioterapia (Fig. 33C), lo que podria contribuir a la menor ganancia de peso
observada.
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Figura 33. (A) Curva de crecimiento de los animales pertenecientes a los diferentes grupos
experimentales. (B) Porcentaje de aumento de peso en funcion del tiempo. En ambos grdficos las
flechas indican el periodo de administracion del quimioterdpico (OXA) o el vehiculo (SF). (C) Consumo
de alimento de animales controles y animales expuestos a oxaliplatino, antes, durante y después de la
administracion del quimioterdpico. Se incluyeron 12 animales por grupo experimental. Los datos
corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando el test ANOVA de 2 vias de medidas
repetitivas seguido por el test de Bonferroni. Solo se muestran en el grdfico las diferencias
estadisticamente significativas, utilizando los siguientes simbolos: * p<0,05, ** p<0,01.
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4.3.4 Desarrollo de alodinia mecanica y térmica fria

En forma similar a lo observado en machos (seccidn 4.2.1), las hembras del grupo control
mantuvieron niveles de respuesta basales, constantes a lo largo del tiempo, tanto en la
prueba de von Frey (Fig. 34A) como en la de Choi (Fig. 34B). En contraste, el grupo que recibid
oxaliplatino mostré una marcada disminucién en el umbral de retirada frente a estimulos
mecdnicos (Fig. 34A) y un aumento significativo en el nimero de respuestas positivas frente
a la estimulaciéon con acetona (Fig. 34B), que se manifestaron desde el inicio del ciclo
guimioterapico y durante todo el periodo experimental.
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Figura 34. Umbral de retirada de las patas traseras frente a estimulos mecdnicos, evaluado con la
prueba de von Frey (A) y numero de respuestas positivas ante a estimulos térmicos frios, evaluado
mediante la prueba de Choi (B), en ratas hembra. Las flechas indican el periodo de administracion del
quimioterdpico (OXA) o el vehiculo (SF). Se incluyeron 12 animales por grupo experimental. Los valores
corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando un ANOVA de dos vias de medidas
repetitivas sequido por el test de Bonferroni. Sélo se muestran en el grdfico las diferencias
estadisticamente significativas, utilizando los siguientes simbolos: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

104



Al comparar el perfil de respuestas detectadas en ambos sexos, no observamos diferencias
significativas entre los grupos control, macho y hembra, en ninguna de las dos pruebas
comportamentales (Fig. 35, p>0,05 en todos los casos). De igual forma, los animales de ambos
sexos tratados con oxaliplatino presentaron un perfil de respuesta similar, tanto frente a la
estimulacion mecanica (Fig. 35A) como ante estimulos térmicos frios (Fig. 35B), sin
identificarse diferencias entre machos y hembras (p>0.05 en todos los dias experimentales).
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Figura 35. Conducta nociceptiva en ratas macho y hembra: umbral de retirada de las patas traseras
frente a estimulos mecdnicos, evaluado con la prueba de von Frey (A), y numero de respuestas positivas
ante a estimulos térmicos frios, evaluado mediante la prueba de Choi (B). Las flechas indican el periodo
de administracion del quimioterdpico. Se incluyeron 12 animales por grupo experimental. Los valores
corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando un ANOVA de dos vias de medidas
repetitivas seguido por el test de Tukey para comparar entre sexos. Todas las comparaciones
realizadas entre animales de ambos sexos dentro de cada grupo experimental (CTL u OXA) resultaron
ser no significativas (p>0.05).
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Como se muestra en la figura anterior, al realizar la cuantificacion tradicional en la prueba de
Choi, no detectamos diferencias entre animales de ambos sexos expuestos al agente
antineoplasico. Sin embargo, este resultado contrastaba con el comportamiento observado
al llevar a cabo las evaluaciones, con respuestas mas intensas o sostenidas en el tiempo en
las hembras. Esta discordancia motivé un segundo analisis, descripto en la seccion Materiales
y Métodos como prueba de Choi modificada, en la que se individualizaban y contabilizan
todas las respuestas positivas manifestadas por el animal durante el minuto posterior a la
estimulacion. Este andlisis revelé un perfil diferencial de respuestas seglun el sexo: las
hembras expuestas a oxaliplatino exhibieron un mayor nimero de respuestas positivas en
comparacion con los machos (Fig. 36), indicando una mayor sensibilidad a la estimulacion
térmica fria. Por su parte, ambos grupos de animales controles, machos y hembras, tuvieron
un perfil de respuesta comparable (p>0.05 al comparar entre sexos en todos los dias
evaluados).

OXA
€ v oy
g °]
E ++ *
o 6-
o
4 + —— Machos CTL
t 44 —— Machos OXA
% -~ Hembras CTL
s 21 - Hembras OXA
2
o
} .. T T T T T T T T T 1
2 4 3 2 101 2 3 4 5 6

Dias experimentales

Figura 36. Numero de respuestas positivas frente a estimulos térmicos frios, evaluado mediante la
prueba de Choi modificada. Las flechas indican el periodo de administracion del quimioterdpico. Se
incluyeron 12 animales por grupo experimental. Los valores corresponden a la media + SEM y fueron
analizados utilizando un ANOVA de dos vias de medidas repetitivas seguido por el test de Bonferroni.
Sdélo se muestran en el grdfico las diferencias estadisticamente significativas detectadas al comparar
machos y hembras, dentro de cada grupo experimental:* p<0,05, ** p<0,01.
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4.4 Cambios en la expresion de mediadores clave en la generacion de dolor:
diferencias asociadas al sexo

4.4.1 Receptores de potencial transitorio

Tal como se detalld en la seccidn anterior, tras la administracién de oxaliplatino, las ratas
hembra desarrollaron una mayor sensibilidad al frio en comparacion con los machos. A partir
de este hallazgo, se decidid evaluar la expresion del receptor TRPMS, implicado en la
deteccion de estimulos frios inocuos, en los ganglios de animales de ambos sexos. Asimismo,
se analizd la expresion de otros miembros de la familia TRP, especificamente TRPA1 (activado
por frio nocivo) y TRPV1 (activado por calor nocivo). Dado que estos canales iénicos también
han sido asociados con la modulaciéon de la excitabilidad de los circuitos nociceptivos
espinales, se examind su expresion a nivel medular. Estas evaluaciones se realizaron mediante
RT-PCR en tiempo real en tejidos recolectados 10 dias después de iniciar la quimioterapia.

En primer lugar, analizamos los niveles del ARNm que codifica para TRPMS, canal idnico
activado por frio no nocivo como el generado mediante la estimulaciéon con acetona. Luego
de la administracién de oxaliplatino se observé un aumento en los niveles de expresion de
TRPMS, tanto en machos (Fig. 37A,D) como en hembras (Fig. 37B,E), y en ambos tejidos,
ganglios (Fig. 37A,B) y médula (Fig. 37D,E). Sin embargo, mientras que en la médula no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre sexos (Fig. 37C), en los ganglios
de hembras los niveles del ARNm de TRPMS8 fueron significativamente mayores (Fig. 37F).
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Figura 37. Niveles de expresion de TRPMS8 en los ganglios raquideos L4-6 (A-C) y en la médula espinal
lumbar (D-F) de animales de ambos sexos, controles y expuestos a oxaliplatino. En (A, D) se muestran
los resultados obtenidos en machos; en (B, E) los resultados obtenidos en hembras, y en (C, F) el andlisis
comparativo entre ambos sexos. Se incluyeron 8 muestras por grupo experimental. Los datos
representados corresponden a la media + SEM y se analizaron usando el test de Student (*p<0,05, **
p<0,01).
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Interesantemente, estos hallazgos coinciden con nuestras observaciones en los estudios
comportamentales que mostraron una mayor sensibilidad de las hembras a estimulos
térmicos frios.

También analizamos los niveles de expresion del receptor TRPA1, canal idnico activado por
frio nocivo. Observamos un incremento significativo en los ganglios raquideos lumbares de
animales expuestos a oxaliplatino, tanto machos (Fig. 38A) como hembras (Fig. 38B). Si bien
la magnitud del aumento fue mayor en machos, no llegamos a detectar una diferencia
estadisticamente significativa al comparar los niveles del mensajero en ambos sexos (Fig.
38C). Por su parte, en la médula espinal, la expresion de TRPA1 permanecio sin cambios luego
de la exposicién al quimioterdpico en machos (Fig. 38D) y en hembras (Fig. 38E), y sin
diferencias entre sexos (Fig. 38F).
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Figura 38. Niveles de expresion de TRPA1 en los ganglios raquideos L4-6 (A-C) y la médula espinal
lumbar (D-F) de animales de ambos sexos, controles y expuestos a oxaliplatino. En (A, D) se muestran
los resultados obtenidos en machos; en (B, E) los resultados obtenidos en hembras, y en (C, F) el andlisis
comparativo entre ambos sexos. Se incluyeron 8 muestras por grupo experimental. Los datos
representados corresponden a la media + SEM y se analizaron usando el test de Student (*p<0,05).
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Por ultimo, evaluamos la expresion del receptor TRPV1, activado por temperaturas superiores
a los 43°C, en el rango de calor nocivo, y también involucrado en la generacion de
hipersensibilidad mecanica. En este caso, detectamos un incremento en la expresion de
TRPV1 tanto en los ganglios (Fig. 39A,B) como en la médula espinal (Fig. 39D,E) de los animales
expuestos a oxaliplatino. Esta sobre-expresién de detecté en machos (Fig. 39A,D) y hembras
(Fig. 39B,E), sin observarse diferencias asociadas al sexo a nivel del SNP (Fig. 39C) o SNC (Fig.
39F).
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Figura 39. Niveles de expresion de TRPV1 en los ganglios raquideos L4-6 (A-C) y en la médula espinal
lumbar (D-F) de animales de ambos sexos, controles y expuestos a oxaliplatino. En (A, D) se muestran
los resultados obtenidos en machos; en (B, E) los resultados obtenidos en hembras, y en (C, F) el andlisis
comparativo entre ambos sexos. Se incluyeron 8 muestras por grupo experimental. Los datos
representados corresponden a la media + SEM y se analizaron usando el test de Student (*p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001).

4.4.2 Receptores cannabinoides vy sus ligandos enddégenos, los
endocannabinoides

El sistema endocannabinoide (SEC) es un sistema endégeno con un rol clave en la modulacién
del dolor. Los principales endocannabinoides, AEA y 2AG, ademas de ejercer acciones
analgésicas y anti-inflamatorias a través de la interaccién con los receptores CB1 y CB2, actiian
como moduladores alostéricos de los canales TRPs, participando en la regulacidon de la
respuesta ante estimulos externos. En base a estos antecedentes y a nuestros propios
resultados detallados en las secciones anteriores, decidimos evaluar los niveles de los
endocannabinoides y los receptores CB1 y CB2 en los ganglios raquideos y la médula espinal
de animales de ambos sexos, controles y expuestos a oxaliplatino.
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La evaluacion de los niveles de los endocannabinoides mediante ELISA revelé que las
concentraciones basales de 2AG (en el orden de pug/mg de proteina) eran superiores a las de
AEA (del orden de ng/mg de proteina) tanto en los ganglios de la raiz dorsal como en la médula
espinal de machos y hembras (Tabla 4), en concordancia con lo reportado en otras regiones
del sistema nervioso. Ademas, en los ganglios de animales controles de ambos sexos se
detectaron concentraciones mas elevadas de ambos endocannabinoides en comparacion con
la médula espinal (Tabla 4). En ambos tejidos, los niveles basales de 2AG y AEA fueron
similares en machos y hembras (Tabla 4, p>0.05).

Tejidos 2AG (pg/mg de AEA (ng/mg de
proteina) proteina)
Ganglios de machos 16,77 £ 1,42 24,40 £ 0,80
Ganglios de hembras 13,3+1,82 26,7 + 3,23
Médula de machos 6,04 + 0,59 19,80 +2,54
Médula de hembras 4,42 +0,64 12,68 + 0,84

Tabla 4. Concentraciones de los endocannabinoides 2AG y AEA en los ganglios raquideos y la médula
espinal lumbar de animales controles de ambos sexos. Se incluyeron 6 muestras por grupo
experimental. Valores expresados como media + SEM.

110



Tras la administracién de oxaliplatino, se observé una reduccidn en los niveles de 2AG en los
ganglios de machos (Fig. 40A), mientras que en las hembras no se detectaron cambios (Fig.
40B). Al comparar los niveles de 2AG en los ganglios de animales de ambos sexos expuestos
a oxaliplatino, no observamos diferencias significativas (Fig. 40C).

Ademas, la administracién del quimioterapico indujo una reduccién en los niveles de AEA en
los ganglios de ratas hembra (Fig. 40E), mientras que en los machos no se detectaron cambios
(Fig. 40D). Al comparar los niveles de anandamida en los ganglios de animales de ambos sexos

expuestos a oxaliplatino, observamos niveles significativamente mayores en machos (Fig.
40F).
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Figura 40. Niveles de 2AG (A-C) y AEA (D-F) en los ganglios raquideos lumbares de animales de ambos
sexos, controles y expuestos a oxaliplatino. En (A, D) se muestran los resultados obtenidos en machos;
en (B, E) los resultados obtenidos en hembras, y en (C, F) el andlisis comparativo entre ambos sexos.
Se incluyeron 6 muestras por grupo experimental. Los datos representados corresponden a la media +
SEM y se analizaron usando el test de Student (*p<0,05,).

Por su parte, en la médula espinal, no se detectaron cambios en las concentraciones de 2AG
y AEA que mantuvieron valores similares a los detectados en animales controles (datos no
mostrados, p>0,05 para CTL vs OXA en ambos sexos, tanto para 2AG como para AEA).
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Cuando evaluamos la expresidn de los receptores cannabinoides en los ganglios raquideos,
observamos un aumento significativo en los niveles de ARNm correspondientes tanto a CB1
como a CB2 en ratas macho (Fig. 41 A,D) y hembra (Fig. 41B,E), 10 dias después de iniciar el
ciclo de quimioterapia. La magnitud del incremento en las hembras fue casi el doble que en
los machos: en los animales tratados con oxaliplatino, los niveles de ARNm de CB1
aumentaron un 68 £ 19% en machos (Fig. 41A), mientras que en hembras el incremento fue
del 142 + 41% (Fig. 41B). De manera similar, los niveles de ARNm de CB2 aumentaron un 70
+ 21% en machos (Fig. 41D) y un 139 + 41% (Fig. 41E) en hembras tras la administracion de
oxaliplatino. Sin embargo, al comparar los niveles de CB1 y CB2 en los ganglios de animales
OXA de ambos sexos, no se detectaron diferencias significativas (Fig. 41C,F).
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Figura 41. Niveles de expresion de CB1 (A-C) y CB2 (D-F) en los ganglios raquideos lumbares de
animales de ambos sexos, controles y expuestos a oxaliplatino. En (A, D) se muestran los resultados
obtenidos en machos; en (B, E) los resultados obtenidos en hembras, y en (C, F) el andlisis comparativo
entre ambos sexos. Se incluyeron 8 muestras por grupo experimental. Los datos representados
corresponden a la media + SEM y se analizaron usando el test de Student (ns p>0,05, *p<0,05).

Finalmente, no observamos cambios en los niveles de expresion de CB1 y CB2 en la médula
espinal de animales de ambos sexos, detectdndose valores similares a los de animales
controles (datos no mostrados, p>0,05 para CTL vs OXA en ambos sexos, tanto para 2AG como
para AEA).

En su conjunto, nuestros hallazgos muestran la adaptacion del sistema endocannabinoide
luego de la exposicidon a oxaliplatino, involucrando especificamente a estructuras del SNP y
presentando ciertas caracteristicas diferenciales segun el sexo.
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4.4.3 Marcadores de daio neuronal y activacion glial

Al evaluar marcadores relacionados con estrés y dafio celular en los ganglios raquideos de
animales de ambos sexos, observamos un aumento significativo en los niveles del factor de
transcripciéon ATF3 tanto en machos (Fig. 42A) como en hembras (Fig. 42B). No se
identificaron diferencias asociadas al sexo (Fig. 42C). Por otra parte, mientras que en los
ganglios de machos detectamos un incremento significativo en los niveles de HMGB1 (Fig.
42D), en los ganglios de hembras no se evidenciaron cambios (Fig. 42E). Los niveles de
expresion de HMGB1 resultaron significativamente mayores en machos (Fig. 42F).
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Figura 42. Niveles de expresion de ATF3 (A-C) y HMGBI1 (D-F) en los ganglios raquideos lumbares de
animales de ambos sexos, controles y expuestos a oxaliplatino. En (A, D) se muestran los resultados
obtenidos en machos; en (B, E) los resultados obtenidos en hembras, y en (C, F) el andlisis comparativo
entre ambos sexos. Se incluyeron 8 muestras por grupo experimental. Los datos representados
corresponden a la media + SEM y se analizaron usando el test de Student (ns p> 0,05, ** p<0,01)
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También analizamos los niveles de expresion de GFAP (Fig. 43A-C) e IBA-1 (Fig. 43D-F) en los
ganglios de animales de ambos sexos. Tanto en machos como en hembras detectamos un
incremento significativo de ambos marcadores (Fig. 33A,D para machos, Fig. 43B,E para
hembras). Este aumento inducido por oxaliplatino presentd dimorfismo sexual, ya que el
incremento en los niveles del ARNm de GFAP fue significativamente mayor en machos (Fig.
43C), mientras que en hembras se observé un mayor aumento del marcador IBA-1 (Fig. 43F).
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Figura 43. Niveles de expresion de GFAP (A-C) e IBA-1 (D-F) en los ganglios raquideos lumbares de
animales de ambos sexos, controles y expuestos a oxaliplatino. En (A, D) se muestran los resultados
obtenidos en machos; en (B, E) los resultados obtenidos en hembras, y en (C, F) el andlisis comparativo
entre ambos sexos. Se incluyeron 8 muestras por grupo experimental. Los datos representados
corresponden a la media + SEM y se analizaron usando el test de Student (*p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001).

Estos hallazgos sugieren que la exposicion a oxaliplatino induce dafio de las neuronas
aferentes primarias, activacion de células satelitales e infiltracién macrofagica en ganglios de
animales de ambos sexos. Llamativamente, los cambios funcionales de las células satelitales

parecieran ser mas marcados en machos, mientras que la infiltracién macrofagica pareciera
ser mayor en hembras.
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Finalmente, analizamos la expresidn proteica y localizacién tisular de GFAP en secciones de
ganglios, y de GFAP e IBA-1 en secciones de médula de ratas hembra, mediante
inmunofluorescencia.

En forma similar a lo detectado en machos (seccidn 4.1.3), en los ganglios raquideos de ratas
hembra expuestas a oxaliplatino, identificamos un aumento en la inmunoreactividad para
GFAP (Fig. 44A). Mientras que en los ganglios de animales controles la sefial inmunoreactiva
fue tenue (Fig. 44A, panel superior), en los de animales expuestos al quimioterapico se
observd marcacién intensa de las células satélites, localizadas rodeando los cuerpos
neuronales (Fig. 44A, panel inferior). En las imagenes pueden identificarse también los
nucleos celulares marcados con el colorante DAPI (fluorescencia azul), que muestran la
disposicidn perineuronal de las células satelitales.

Al cuantificar la intensidad de fluorescencia por unidad de area, detectamos un incremento
significativo en los animales del grupo oxaliplatino en comparacion con el grupo control (Fig.
44B). Estos hallazgos concuerdan con los resultados previamente obtenidos en machos,
indicando que las células satelitales del ganglio se activan y sufren modificaciones funcionales
en ambos sexos, luego de la exposicidn al quimioterapico.
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Figura 44. Fotografias representativas de la sefial inmunoreactiva para GFAP en los ganglios anexos a
la raiz dorsal L4-6 de ratas hembra (A). En el panel superior se muestran fotografias de ganglios
controles, mientras que en el panel inferior se muestran las correspondientes a animales tratados con
oxaliplatino. En las imdgenes pueden identificarse también los nucleos celulares marcador con el
colorante DAPI (fluorescencia azul). Intensidad de fluorescencia de GFAP por unidad de drea en
ganglios de animales pertenecientes a ambos grupos experimentales (B). Se incluyeron 5 animales por
grupo experimental. Los valores representados corresponden a la media + SEM y fueron analizados
utilizando el test de Student (*** p<0.001).
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Por su parte, en las secciones de la médula espinal lumbar de ratas hembra también
observamos un incremento en la inmunomarcacién para GFAP (Fig. 45). Este aumento en la
sefial inmunoreactiva se localizé en el asta dorsal, lo que sugiere que, al igual que en machos
(seccion 4.1.3), la administracién de oxaliplatino indujo la activacidn de astrocitos en regiones
clave para el procesamiento de la informacidn nociceptiva. En las imdgenes (Fig. 45A,B) puede
observarse el mayor tamafio del soma celular y el mayor nimero de prolongaciones que
presentan los astrocitos en la médula de animales del grupo OXA.
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Figura 45. Fotografias representativas de la sefial inmunoreactiva para GFAP en la médula espinal
lumbar de ratas hembra (A). En el panel superior se muestran fotografias de secciones de ganglios
controles, mientras que en el panel inferior se muestran las correspondientes a secciones obtenidas a
partir de animales tratados con oxaliplatino. En las imdgenes pueden identificarse también los nucleos
celulares marcador con el colorante DAPI (fluorescencia azul). En (B) se muestran imagenes a mayor
aumento que permiten apreciar la morfologia de las células marcadas, y en (C) se grafica la intensidad
de fluorescencia de GFAP por unidad de drea en ganglios de animales pertenecientes a ambos grupos
experimentales. Se incluyeron 5 animales por grupo experimental. Los valores representados
corresponden a la media + SEM y fueron analizados el test de Student (** p<0.01).
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Finalmente, cuando evaluamos la inmunoreactividad para IBA-1 no detectamos cambio
alguno en secciones de médula espinal de ratas hembra expuestas a oxaliplatino, en relacion
con animales controles (Fig. 46). Tanto la morfologia de las células con somas pequefios y
prolongaciones delgadas (Fig. 46A,B) como la intensidad de la seial fluorescente (Fig. 46C)
fue similar en animales controles e inyectados con oxaliplatino. De este modo, la microglia
espinal no pareciera verse sustancialmente afectada por el tratamiento con oxaliplatino en
ratas hembra. Este resultado difiere de lo observado en machos (seccion 4.1.3) donde
detectamos un marcado incremento en la sefial inmunoreactiva para IBA-1, sugiriendo que
los efectos de la administracion del quimioterapico sobre el proceso de activacidn microglial
a nivel espinal presenta caracteristicas especificas segun el sexo.
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Figura 46. Fotografias representativas de la sefial inmunoreactiva para IBA-1 en la médula espinal
lumbar (A). En el panel superior se muestran fotografias de secciones de ganglios controles, mientras
que en el panel inferior se muestran las correspondientes a secciones obtenidas a partir de animales
tratados con oxaliplatino. En las imdgenes pueden identificarse también los nucleos celulares
marcador con el colorante DAPI (fluorescencia azul). En (B) se muestran imagenes a mayor aumento
que permiten apreciar la morfologia de las células marcadas, y en (C) se grafica la intensidad de
fluorescencia de GFAP por unidad de drea en ganglios de animales pertenecientes a ambos grupos
experimentales. Se incluyeron 5 animales por grupo experimental. Los valores representados
corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando el test de Student (ns p>0,05).
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Proyecto lll

A partir de los hallazgos del Proyecto |, que mostraron la induccidn de estrés oxidativo, dafio
neuronal y procesos neuroinflamatorios luego de la exposicién a oxaliplatino, en este nuevo
proyecto nos propusimos evaluar los efectos del resveratrol, un polifenol natural conocido
por sus propiedades antioxidantes, neuroprotectoras y anti-inflamatorias. Los estudios se
realizaron en ratas macho divididas en grupos que recibieron oxaliplatino, oxaliplatino
combinado con resveratrol, o los vehiculos correspondientes (animales controles). El
resveratrol se administré siguiendo un esquema terapéutico (RESVt), que comenzdé una vez
finalizada la administracion del quimioterapico y establecida la hipersensibilidad / alodinia, o
un esquema preventivo (RESVp) que comenzo antes de iniciar el esquema quimioterapico y
se mantuvo a lo largo de todo el periodo experimental. Inicialmente, se analizaron los efectos
conductuales del polifenol en protocolos de largo plazo y, posteriormente, sus efectos
moleculares en tejidos recolectados 10 dias después del inicio del esquema quimioterdpico,
en protocolos de corto plazo, como se muestra en la figura 10A de Materiales y Métodos.

4.5 Efectos de la administracion terapéutica de resveratrol sobre las
alteraciones comportamentales desencadenadas por oxaliplatino

En primer lugar, evaluamos si la administracion de resveratrol lograba revertir la
hipersensibilidad y la alodinia inducidas por oxaliplatino. Para ello, los animales expuestos al
guimioterdapico recibieron resveratrol o vehiculo en esquema terapéutico, es decir, una vez
establecida la disminucién del umbral mecanico y térmico, a partir del dia 7 del periodo
experimental.

Al evaluar el perfil de respuesta de los animales pertenecientes a los diferentes grupos
experimentales, detectamos que al igual que los animales OXA, aquellos que recibieron
OXA+RESVt mostraron una disminucién en el umbral de retirada frente a estimulos mecanicos
(Fig. 47A) y un aumento en el numero de respuestas positivas frente a la estimulacion con
acetona (Fig. 47B). Si bien en el test de von Frey los animales tratados con oxaliplatino y
resveratrol mostraron un umbral de retirada levemente superior al observado en aquellos
qgue recibieron Unicamente oxaliplatino, las diferencias no fueron estadisticamente
significativas en ninguno de los tiempos experimentales evaluados (p>0.05 en todos los
casos). Esta ausencia de diferencias significativas se mantuvo tanto en el test de von Frey
como en el test de Choi. Estos resultados indican que en las condiciones experimentales
utilizadas la administracién tardia de resveratrol no logro revertir la alodinia mecénica ni la
alodinia térmica fria inducidas por el antineoplasico.
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Figura 47. Umbral de retirada frente a estimulos mecdnicos, evaluado con el test de von Frey (A) y
numero de respuestas positivas frente a estimulos térmicos frios, evaluado con el test de Choi (B). El
drea sombreada indica el periodo de administracion de resveratrol, y las flechas sefialan el momento
de las inyecciones de oxaliplatino. Se incluyeron 12 animales por grupo experimental. Los valores
corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando un ANOVA de dos vias de medidas
repetitivas, sequido por el test de Bonferroni. Se utilizaron los siguientes simbolos para representar las
diferencias estadisticamente significativas identificada al comparar OXA vs CTL y OXA+RESVt vs CTL: *
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

4.6 Efectos de la administracion preventiva de resveratrol sobre los cambios
conductuales desencadenados por oxaliplatino

4.6.1 Prevencion de alodinia mecanica y térmica fria

Dado que la administracién tardia de resveratrol no logré revertir la alodinia ya establecida,
nos propusimos evaluar si su administracién temprana era capaz de prevenir su desarrollo.
Para ello, el tratamiento con resveratrol se inicidé previo al inicio de la quimioterapia y se
mantuvo durante y después de finalizada la misma, siguiendo un esquema preventivo y
sostenido en el tiempo.

Al evaluar la respuesta frente a la estimulacién mecanica se observd que, mientras que los
animales OXA mostraron una disminucién significativa en el umbral de retirada frente a
estimulos mecanicos (Fig. 48A), el grupo que recibi6 OXA+RESVp mantuvo un perfil de
respuesta similar al grupo CTL (Fig. 48A, p>0,05 en todos los casos). En forma similar, mientras
gue en los animales OXA se detectd un incremento significativo en el niumero de respuestas
positivas frente a la estimulacion térmica fria (Fig. 48B), aquellos que recibieron el polifenol
mostraron un perfil de respuesta similar al de los animales controles (Fig. 48B, p>0,05 en
todos los casos). No se observaron diferencias significativas entre los animales OXA+RESVp y
los animales CTL en ninguno de los tiempos experimentales evaluados (p>0.05 en todos los
casos). Estos resultados indican que la administraciéon temprana y sostenida de resveratrol
logré prevenir la alodinia mecanica y térmica fria.
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Figura 48. Umbral de retirada frente a estimulos mecdnicos, evaluado con el test de von Frey (A) y
numero de respuestas positivas frente a estimulos térmicos frios, evaluado con el test de Choi (B). El
drea sombreada indica el periodo de administracion de resveratrol, y las flechas sefialan el momento
de las inyecciones de oxaliplatino. Se incluyeron 12 animales por grupo experimental. Los valores
corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando un ANOVA de dos vias de medidas
repetitivas, sequido por el test de Bonferroni. Se utilizaron los siguientes simbolos para representar las
diferencias estadisticamente significativas identificada al comparar OXA vs CTL: ** p<0,01, ***
p<0,001; y OXA vs OXA+RESVp: ** p<0,01, *** p<0,001.

Dado que la administracién temprana y sostenida de resveratrol demostré ser eficaz para
prevenir la alodinia, decidimos investigar si también era capaz de contrarrestar la atenuacién
en el crecimiento observada en animales expuestos a oxaliplatino. Adicionalmente,
evaluamos si el resveratrol generaba algin impacto en las conductas asociadas con
indicadores de dolor espontdneo y en los parametros relacionados con la locomocion.

4.6.2 Ausencia de efectos sobre indicadores de dolor espontdneo

En ninguno de los grupos experimentales, incluyendo aquellos animales que recibieron tanto
oxaliplatino como resveratrol, se observaron cambios en el pelaje como falta de limpieza o
presencia de placas alopécicas, ni tampoco posturas antdlgicas como la retraccién de los
miembros o actitudes de guardado.

120



4.6.3 Atenuacion de los cambios de peso y consumo de alimento

Al analizar los cambios en el peso corporal, se observé que los animales del grupo CTL
mostraron un crecimiento sostenido y casi lineal a lo largo del periodo experimental (Fig.
49A). En contraste, los animales tratados con OXA presentaron una progresiva atenuacion en
el crecimiento (Fig. 49A), evidente desde el inicio del tratamiento con quimioterapia y
mantida a largo plazo. Los animales que recibieron OXA+RESVp mostraron una curva de
crecimiento similar a la del grupo CTL (Fig. 49A, p>0,05 en todos los tiempos evaluados), lo
gue sugiere un efecto protector del resveratrol frente al impacto del oxaliplatino en la curva
de crecimiento corporal.

Al analizar el consumo de alimento, no detectamos diferencias entre los grupos
experimentales en ninguno de los periodos evaluados (Fig. 49B, p>0,05 en todos los casos).
Sin embargo, si observamos cambios en funcion del tiempo. Como ya habiamos mostrado
previamente (secciéon 4.2.3), en el grupo CTL el consumo de alimento se redujo
significativamente durante el periodo en que se realizaron las inyecciones. En el grupo OXA,
se evidencidé una reduccién en el consumo tanto durante como después del ciclo
guimioterdpico. Y en el grupo OXA+RESVp se identific6 un comportamiento similar: menor
consumo de alimento durante y después de la quimioterapia.
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Figura 49. Curvas de crecimiento de los animales pertenecientes a los diferentes grupos
experimentales. El drea sombreada indica el periodo de administracion oral de resveratrol, y las flechas
sefialan el momento de las inyecciones de oxaliplatino. Se incluyeron 12 animales por grupo
experimental. Los valores corresponden a la media + SEM 'y fueron analizados utilizando el ANOVA de
dos vias de medidas repetitivas y la prueba post hoc de Bonferroni. Sélo se muestran en los grdficos
las diferencias estadisticamente significativas. Los siguientes simbolos se utilizaron para representar
los valores de p: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0.001 al comparar OXA vs CTL, y + p < 0.05 al comparar
OXA+RESVp vs OXA.

Estos hallazgos sugieren que los efectos beneficiosos del resveratrol sobre el crecimiento
corporal no estarian mediados por una mayor ingesta.
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4.6.4 Efectos sobre parametros de locomocion

Al analizar si el resveratrol modulaba pardmetros asociados a locomocién, no observamos
diferencias en la distancia recorrida (Fig. 50A), la velocidad promedio (Fig. 50B) y el tiempo
de inmovilidad (Fig. 50C) al comprar animales de los grupos CTL, OXA y OXA+RESVp, en
ninguno de los periodos de tiempo evaluados: antes, durante y después de la administraciéon
del quimioterdpico. Al hacer el andlisis en funcién del tiempo observamos una disminucién
de la distancia recorrida por el grupo OXA (Fig. 50A) y una disminucion de la velocidad
promedio del grupo OXA+RESVp (Fig. 50B), sin detectarse otras diferencias significativas.
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Figura 50. Pardmetros asociados a locomocion: distancia recorrida (A), velocidad promedio (B) y
tiempo de inmovilidad (C) evaluados mediante la prueba de campo abierto y analizados con el software
Image J. Se incluyeron 12 animales por grupo experimental. Los datos corresponden a la media £ SEM
y fueron analizados utilizando el test ANOVA de 2 vias de medidas repetitivas seguido por el test de
Tukey para comparar entre tratamientos y el test de Bonferroni para comparar dentro de cada
tratamiento a lo largo del tiempo. Solo se muestran en el grdfico las diferencias estadisticamente
significativas, utilizando los siguientes simbolos: * p<0,05, ** p<0,01.
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4.7 Efectos de la administracion preventiva de resveratrol sobre los procesos
de daino inducidos por oxaliplatino

Tras comprobar que la administraciéon temprana y sostenida de resveratrol fue efectiva en
prevenir el desarrollo de alodinia mecanica y térmica fria, se opté por mantener este esquema
para analizar los efectos del polifenol sobre diferentes parametros asociados al dafio inducido
por el antineoplasico. Estos estudios se realizaron en tejidos disecados 10 dias después de
haber iniciado la administracion del quimioterapico, segin se indica en la Fig. 10A de la
seccién Materiales y Métodos.

4.7.1 Disminucion de marcadores de estrés y dafio oxidativo

Como se menciond previamente en la seccion Resultados del Proyecto I, la administracion de
oxaliplatino indujo un aumento en los marcadores de estrés y dafo oxidativo tanto en el
nervio ciatico como en los ganglios raquideos. En este nuevo estudio, al incluir animales que
también recibieron resveratrol de manera temprana y sostenida, observamos cambios
significativos en comparacion con el grupo OXA (Fig. 51A). En particular, en los nervios de los
animales del grupo OXA+RESVp, las concentraciones de glutatién total fueron
significativamente mayores que en los grupos CTL y OXA (Fig. 51A). Ademas, el resveratrol
logré restaurar la relacion GSH/GSSG, que se encontraba marcadamente disminuida en los
animales que recibieron oxaliplatino (Fig. 51B).

Al analizar los niveles de peroxidacidn lipidica mediante la medicién de TBARS, se encontré
gue los animales tratados con resveratrol presentaron niveles significativamente menores
gue los detectados en los animales OXA, siendo estos valores comparables a los observados
en el grupo CTL, tanto en el nervio cidtico (Fig. 51C) como en los ganglios raquideos (Fig. 51D).

En conjunto, estos resultados destacan los importantes efectos antioxidantes del resveratrol
en este modelo experimental, sugiriendo su potencial como estrategia neuroprotectora
frente al dafio inducido por oxaliplatino.
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Figura 51. Niveles de GSHt (A), relacién GSH/GSSG (B) y niveles de TBARS (C) detectados en el nervio
cidgtico de los animales pertenecientes a los diferentes grupos experimentales. En (D) se muestran los
niveles de TBARS en ganglios raquideos. Se incluyeron 6 muestras por grupo experimental. Los datos
presentados corresponden a la media = SEM. El andlisis estadistico se realizo mediante ANOVA de una
via, seguido de la prueba post hoc de comparaciones multiples de Newman-Keuls (ns p > 0,05, * p <
0,05, *** p < 0,001).

4.7.2 Activacion del sistema de defensa antioxidante

Dado que observamos que el resveratrol modulaba marcadores de estrés y dafio oxidativo,
decidimos investigar sus efectos sobre ciertos mediadores del sistema de defensa
antioxidante. En particular, estudiamos los niveles de expresién de SIRT1 y Nrf2, sensores del
equilibrio oxidativo celular y mediadores del proceso de biogénesis mitocondrial, y de las
enzimas antioxidantes y detoxificantes NQO-1 y HO-1. Estos estudios fueron llevados a cabo
mediante RT-PCR en tiempo real, en los ganglios y la médula espinal lumbar de animales
pertenecientes a los diferentes grupos experimentales.
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En los ganglios de los animales del grupo OXA detectamos niveles basales de expresion de
SIRT1 y Nrf2 (Fig. 52 A y B), mientras que los niveles de ARNm correspondientes a NQO-1y
HO-1 se encontraron sobre-expresados en relacion a animales control (Fig. 52 Cy D).

Por su parte, la administracidon preventiva de resveratrol indujo un aumento significativo en
la expresidon de SIRT1 (Fig. 52A) y Nrf2 (Fig. 52B), tanto en relacién a controles como a
animales del grupo OXA. Ademas, el polifenol fue capaz de inducir una regulacién positiva del
mensajero de NQO-1, aliin mas marcada que la desencadenada por la exposicién a oxaliplatino
(Fig. 52C). Finalmente, en el caso de la enzima HO-1, en el grupo OXA+RESVp los niveles de
expresion fueron similares a los del grupo OXA, aunque superiores a los del grupo CTL (Fig.
52D).
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Figura 52. Niveles relativos de ARNm correspondientes a SIRT1 (A), Nrf2 (B), NQO-1 (C) y HO-1 (D) en
los ganglios anexos a la raiz dorsal. Se incluyeron 8 muestras por grupo experimental. Los datos
presentados corresponden a la media + SEM y fueron analizados mediante ANOVA de una via sequido
de la prueba post hoc de Newman-Keuls. Se utilizaron los siguientes simbolos para representar la
significancia estadistica: ns p>0,05, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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En la médula espinal de los animales expuestos a oxaliplatino, no se observaron cambios en
los niveles de los ARNm correspondientes a SIRT1 (Fig. 53A), NQO-1 (Fig. 53C) y HO-1 (Fig.
53D). Sin embargo, se detectd un aumento en la expresion del factor de transcripcion Nrf2
(Fig. 53B). Por otro lado, la administracidn preventiva de resveratrol indujo un incremento en
la expresidon de SIRT1 (Fig. 53A), NQO-1 (Fig. 53C) y HO-1 (Fig. 53D), sin modificar los niveles
de Nrf2, que permanecieron elevados (Fig. 53B).

En conjunto, estos hallazgos indican que el resveratrol modula positivamente la expresion de
diversos mediadores del sistema de defensa antioxidante en los ganglios raquideos e incluso
a nivel de la médula espinal. Estas acciones podrian explicar la capacidad del polifenol para
reducir los marcadores de estrés y dafio oxidativo en estos tejidos.
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Figura 53. Niveles relativos de ARNm correspondientes a SIRT1 (A), Nrf2 (B), NQO-1 (C) y HO-1 (D) en
la medula espinal de los diferentes grupos experimentales, a 10 dias de iniciado el tratamiento con
oxaliplatino. Se incluyeron 8 muestras por grupo experimental. En todos los casos, los datos
presentados corresponden a la media + SEM y fueron analizados mediante ANOVA de una via seguido
de la prueba post hoc de Newman-Keuls (ns p>0,05, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).
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4.7.3 Disminucion de marcadores de neuroinflamacion y dafo neuronal

Considerando la potente respuesta antioxidante inducida por el resveratrol en los animales
expuestos a oxaliplatino, decidimos evaluar los efectos del polifenol sobre diferentes
marcadores relacionados con neuroinflamacién y dafo y activacién neuronal.

Como se menciond previamente en la seccion Resultados del Proyecto |, la administracion de
oxaliplatino generd un aumento de los mediadores pro-inflamatorios y de los marcadores de
dafio y activacidn neuronal, tanto a nivel de los ganglios como de la médula espinal.

Al analizar la inmunoreactividad para GFAP en ganglios raquideos observamos que en los
animales que recibieron la administracidon preventiva de resveratrol la sefial inmunoreactiva
fue significativamente menor a la detectada en animales del grupo OXA y similar a la
detectada en animales del grupo CTL, como se observa en la figura 54.
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Figura 54. Microfotografias ilustrativas de la inmunoreactividad para GFAP en los ganglios anexos a
la raiz dorsal L4-6 (A). En el panel superior se muestran fotografias de ganglios controles, en el panel
medio las correspondientes a ganglios de animales expuestos a oxaliplatino, y en el panel inferior
fotografias de ganglios de animales que recibieron oxaliplatino y resveratrol. En las imdgenes pueden
identificarse también los nucleos celulares marcador con el colorante DAPI (fluorescencia azul).
Intensidad de fluorescencia de GFAP por unidad de drea en ganglios de animales pertenecientes a
ambos grupos experimentales (B). Se incluyeron 5 animales por grupo experimental. Los valores
representados corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando ANOVA de 1 via (***
p<0.001).
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En las secciones de médula espinal, la inmunorreactividad para GFAP se encontrd
notablemente reducida en los animales tratados con resveratrol, en comparacién con el
grupo que recibid oxaliplatino (Fig. 55). Ademas, la sefial observada en este grupo fue
comparable a la del grupo control, lo que sugiere que el tratamiento con resveratrol podria
atenuar la activacidn astrocitaria inducida por el oxaliplatino.
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Figura 55. Microfotografias ilustrativas de la inmunoreactividad para GFAP (A) en la médula espinal
lumbar. En el panel superior se muestran fotografias de médulas controles, en el panel medio las
correspondientes a médulas de animales expuestos a oxaliplatino, y en el panel inferior fotografias de
médulas de animales que recibieron oxaliplatino y resveratrol. En las imdgenes pueden identificarse
también los nucleos celulares marcador con el colorante DAPI (fluorescencia azul). En (B) se muestra
una imagen a mayor aumento que permite apreciar la morfologia de las células marcadas, y en (C) se
grafica la intensidad de fluorescencia de GFAP por unidad de drea en ganglios de animales
pertenecientes a ambos grupos experimentales (B). Se incluyeron 5 animales por grupo experimental.
Los valores representados corresponden a la media + SEM y fueron analizados el test ANOVA de 1 via
(*** p<0.001).
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Por su parte, al analizar la inmunoreactividad para IBA-1 en secciones de la médula espinal
lumbar observamos que en los animales que recibieron resveratrol la sefial inmunoreactiva
fue significativamente menor a la detectada en animales del grupo OXA y similar a la
detectada en animales del grupo CTL (Fig. 56).
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Figura 56. Microfotografias ilustrativas de la inmunoreactividad para IBA-1 (A) en la médula espinal
lumbar. En el panel superior se muestran fotografias de médulas controles, en el panel medio las
correspondientes a médulas de animales expuestos a oxaliplatino, y en el panel inferior fotografias de
médulas de animales que recibieron oxaliplatino y resveratrol. En las imdgenes pueden identificarse
también los nucleos celulares marcador con el colorante DAPI (fluorescencia azul). En (B) se muestra
una imagen a mayor aumento que permite apreciar la morfologia de las células marcadas, y en (C) se
grafica la intensidad de fluorescencia de GFAP por unidad de drea en ganglios de animales
pertenecientes a ambos grupos experimentales (B). Se incluyeron 5 animales por grupo experimental.
Los valores representados corresponden a la media + SEM y fueron analizados el test ANOVA de 1 via
(** p<0.01, *** p<0.001).
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La administracién del polifenol resulté ademas en niveles basales de expresién de NFkB (Fig.
57A), TNFo. (Fig. 57B) y ATF3 (Fig. 57C) en los ganglios raquideos. De hecho, estos tres
marcadores se mantuvieron en niveles significativamente menores a los detectados en
animales expuestos a oxaliplatino y fueron comparables a los del grupo control. Cabe destacar
gue no detectamos cambios en la expresién de c-fos en los ganglios de animales de los grupos
OXA u OXA+RESVp (Fig. 57D).
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Figura 57. Niveles relativos de ARNm correspondientes a NF«xB (A), TNFa (B), ATF3 (C), c-fos (D) en los
ganglios anexos a la raiz dorsal de los diferentes grupos experimentales, 10 dias después de iniciado el
ciclo de oxaliplatino. Se incluyeron 8 muestras por grupo experimental. En todos los casos, los datos
presentados corresponden a la media + SEM y fueron analizados mediante ANOVA de una via seguido
de la prueba post hoc de Newman-Keuls (ns p>0,05, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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En la médula espinal, la administracién oral de resveratrol resultd en niveles basales de
expresion de NFkB (Fig. 58A), TNFa. (Fig. 58B) y c-fos (Fig. 58D). En todos los casos los niveles
de los mensajeros fueron significativamente menores a los detectados en animales del grupo
OXA. El andlisis del marcador de dafio neuronal ATF-3 no mostrd diferencias en ninguno de
los grupos evaluados (Fig. 58C).
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Figura 58. Niveles relativos de ARNm correspondientes a NFkB (A), TNFa (B), ATF3 (C), c-fos (D) en la
medula espinal dorsal de los diferentes grupos experimentales, a 10 dias de iniciado el tratamiento con
oxaliplatino o la solucion salina. Se incluyeron 8 muestras por grupo experimental. En todos los casos,
los datos presentados corresponden a la media + SEM y fueron analizados mediante ANOVA de una
via sequido de la prueba post hoc de Newman-Keuls (ns p>0,05, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).

En resumen, la administracion temprana y sostenida de resveratrol logré mitigar los procesos

neuroinflamatorios y ejercer acciones neuroprotectoras reduciendo el dafio y la activaciéon
neuronal en estructuras clave de la neurotransmision nociceptiva, en este modelo de NPIQ.
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4.8 Impacto del resveratrol sobre la eficacia antitumoral del oxaliplatino

Con el objeto de determinar si la administracion de resveratrol interferia con los efectos
antitumorales del oxaliplatino, evaluamos a lo largo del tiempo el volumen de tumores
inducidos mediante la inoculacién de células CT26, siguiendo el protocolo experimental
detallado en la figura 11 de Materiales y Métodos. En los animales que recibieron Unicamente
el indculo celular, se observé un crecimiento progresivo del tumor, cuyo volumen alcanzé un
valor promedio de 1826 mm? al final del experimento (dia 10, Fig. 59).

En el grupo de animales tratados con oxaliplatino tras la inoculacion de células, el crecimiento
tumoral fue significativamente menor, con un volumen promedio de 752 mm? al finalizar el
experimento (Fig. 59).

Por ultimo, en los animales que recibieron el indculo celular, oxaliplatino y resveratrol, la
evolucién del volumen tumoral fue similar a la observada en el grupo tratado Unicamente con
oxaliplatino, alcanzando un valor promedio de 294 mm?3 al término del periodo experimental
(Fig. 59). Estos resultados sugieren que la administracién temprana y sostenida de resveratrol
no interfiere con las acciones antitumorales del oxaliplatino.
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Figura 59. Crecimiento tumoral en ratones bajo diferentes condiciones de tratamiento. Se muestra la
evolucién del volumen tumoral (mm?3) a lo largo de los dias experimentales en tres grupos: control
(Tumor), tratamiento con oxaliplatino (Tumor + OXA) y tratamiento combinado con oxaliplatino y
resveratrol (Tumor + OXA + RESVp). Los dias de administracion del quimioterdpico se representan con
las flechas verticales, y el periodo de administracion de resveratrol se representa con la barra gris. Se
incluyeron al menos 6 animales por grupo experimental. Los valores corresponden a la media + SEM y
fueron analizados utilizando un ANOVA de dos vias de medidas repetitivas, sequido por el test de
Tukey. Se utilizaron los siguientes simbolos para representar las diferencias estadisticamente
significativas identificadas: * p<0,05, ** p<0,01 vs tumor en ambos casos.
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Proyecto IV

Dado que en el modelo preclinico observamos marcadas diferencias asociadas al sexo, tanto
a nivel comportamental como mecanistico, decidimos analizar si los pacientes que recibian
oxaliplatino también mostraban diferencias asociadas al sexo en la prevalencia, presentacion
y severidad del cuadro clinico. Para ello, se llevé a cabo un estudio observacional en el que se
evalué la prevalencia de sintomas compatibles con neuropatia, la presentaciéon clinica, y la
asociacion con diferentes variables demograficas, antropométricas, asociadas al tumor o
asociadas al tratamiento.

4.9 Estudio observacional en pacientes oncoldgicos tratados con oxaliplatino

4.9.1 Caracteristicas demograficas y clinicas de la cohorte en estudio

La poblacién en estudio consistid en 56 pacientes con carcinoma colorrectal que recibieron
tratamiento con oxaliplatino en el Hospital Universitario Austral, hospital de referencia de la
Provincia de Buenos Aires. Esta cohorte incluyd 30 hombres (54%) y 26 mujeres (46%), con
edades comprendidas entre 25 y 84 afos al momento del diagndstico (Tabla 5). El 52% de los
pacientes presentaba sobrepeso al momento del diagndstico oncolégico (Tabla 5).

Todos los pacientes (n=56, 100%) recibieron oxaliplatino, la mayoria (n=53, 94%) para el
tratamiento de estadios avanzados (lll, IV) del tumor (Tabla 5). Mientras que el 46% de los
pacientes fue tratado en adyuvancia, el 54% recibié oxaliplatino como tratamiento de primera
linea. Los regimenes utilizados incluyeron FOLFOX en el 45% de los pacientes y XELOX en el
55% de los casos (Tabla 5). La mayoria de los pacientes incluidos en el estudio (n=36, 64%)
recibid dosis acumuladas de oxaliplatino superiores a 520 mg/m? (Tabla 5).
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Variable Todos los pacientes  Pacientes con NPIQ  Pacientes sin NPIQ

n 56 (100) 41 (73) 15 (27)
Sexo
Masculino 30 (54) 18 (44) 12 (80)
Femenino 26 (46) 23 (56) 3(20)
Edad
25-34 2 (4) 1(2) 1(7)
35-44 8 (14) 5(12) 3(20)
45-54 13 (23) 11 (27) 2 (13)
55-64 15 (27) 12 (29) 3(20)
65-74 14 (25) 11 (27) 3(20)
75-84 4(7) 1(2) 3(20)
Sobrepeso
Si 29 (52) 20 (48) 9 (60)
No 27 (48) 21(52) 6 (40)
Estadio tumoral
| 1(2) 1(2) 0(0)
[l 2 (4) 2 (5) 0(0)
1] 24 (42) 18 (44) 6 (40)
v 29 (52) 20 (49) 9 (60)
Esquema quimioterapico
FOLFOX 25 (45) 18 (44) 7 (47)
XELOX 31 (55) 23 (56) 8 (53)
Dosis Acumulada (mg/m?)
Hasta 520 20 (36) 12 (29) 8 (53)
521-1040 31 (55) 25 (61) 6 (40)
>1040 5(9) 4 (10) 1(7)

Tabla 5. Variables demogrdficas, individuales, asociadas al tumory al esquema quimioterdpico utilizado
en la poblacidn en estudio, diferenciando los pacientes que desarrollaron neuropatia periférica inducida
por quimioterapia y aquellos que no. Los datos se encuentran expresados como n (%).
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4.9.2 Prevalencia de neuropatia inducida por oxaliplatino

En la cohorte en estudio, 41 pacientes desarrollaron sintomas compatibles con neuropatia,
reflejando una prevalencia general del 73% (Tabla 5, Fig. 60). La mayoria de los pacientes
(n=21, 51%) desarrollé sintomas sélo durante el tratamiento, mientras que el 19% (n=8)
expreso sintomas Unicamente postratamiento, y el 29% (n=12) los manifestd tanto durante
como después del tratamiento con oxaliplatino.

NPIQ EN LA COHORTE COMPLETA

B3 CON NPIQ =41
B SINNPIQ=15

Total=56

Figura 60. Prevalencia de sintomas compatibles con neuropatia inducida por quimioterapia en la
cohorte estudiada.
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4.9.3 Asociacion entre el desarrollo de neuropatia y variables demograficas,
clinicas y asociadas al tratamiento

Se evalud a continuacién la asociacidn entre el desarrollo de NPIQ y diferentes variables
demograficas, antropométricas, asociadas al tumor o relacionadas al tratamiento.

De los 41 pacientes que desarrollaron neurotoxicidad periférica, la mayoria (n=23, 56%)
fueron mujeres (Tabla 5). La prevalencia de NPIQ en las mujeres fue del 88% (n=23/26),
mientras que la prevalencia en los hombres fue del 60% (n=18/30) (Tabla 5, Fig. 61). Estos
datos revelan una asociacién significativa entre el sexo femenino y el desarrollo de sintomas
compatibles con NPIQ (p=0.01, OR=5.11, IC 95%= 1.35-19.38).

NPIQ en pacientes masculinos NPIQ en pacientes femeninos

mm CONNPIQ=18
3 SINNPIQ=12

mm CONNPIQ =23
3 SINNPIQ=3

Total=30 Total=26

Figura 61. Prevalencia de sintomas compatibles con neuropatia inducida por quimioterapia en
hombres y en mujeres.

En relacién a la edad, el 83% de los pacientes con NPIQ tenia entre 45 y 74 afios al momento
del diagndstico (Tabla 5). La distribucién de edad de los pacientes que no desarrollaron
neurotoxicidad fue mas heterogénea (Tabla 5). Sin embargo, no se encontré una asociacién
significativa entre la edad y el desarrollo de NPIQ (p>0.05). Asimismo, tampoco se detectd
una asociacién significativa entre NPIQ y otras variables como el sobrepeso, el estadio
tumoral o el esquema quimioterapico utilizado (Tabla 5, p>0.05 en todos los casos).

La mayoria de los pacientes que desarrollaron neurotoxicidad (n=29, 71%) recibieron dosis
acumuladas superiores a 520 mg/m?, mientras que la mayoria de los pacientes que no
manifestaron sintomas (n=8, 53%) recibieron dosis acumuladas inferiores a dicho valor,
habitualmente utilizado como limite entre dosis bajas y dosis altas. No obstante, no se
detectd asociacion entre el desarrollo del cuadro clinico y el rango de dosis (p>0.05).

De este modo, sélo se identificd asociacién entre el sexo femenino y el desarrollo de NPIQ,
sin identificarse asociacidén con ninguna otra variable en estudio.
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4.9.4 Diferencias asociadas al sexo en la cohorte completa

Dada la mayor prevalencia de NPIO en el grupo de pacientes mujeres, se decidié analizar la
existencia de diferencias asociadas al sexo en las variables demograficas, antropométricas,
asociadas al tumor o relacionadas al tratamiento. En la cohorte en estudio, no se observaron
diferencias entre hombres y mujeres en relacién con la edad al momento del diagnéstico del
tumor (Tabla 6, p>0.05).

Variable Todos los pacientes Hombres Mujeres
n 56 (100) 30(54) 26 (46)
Edad
25-34 2 (4) 1(3) 1(4)
35-44 8 (14) 4(13)  4(15)
45-54 13 (23) 6(20)  7(27)
55-64 15 (27) 8(27)  7(27)
65-74 14 (25) 7(23)  7(27)
75-84 4 (7) 4 (13) 0(0)
Sobrepeso

Si 29 (52) 20(67) 9 (35)

No 27 (48) 10(33) 17 (65)

Estadio tumoral

| 1(2) 0(0) 1(4)
I 2 (4) 2(7) 0(0)

1l 24 (43) 11(37) 13 (50)

\Y 29 (52) 17 (57) 12 (46)

Esquema quimioterapico

FOLFOX 25 (45) 17 (57)  8(31)

XELOX 31 (55) 13 (43) 18(69)

Tabla 6. Variables demogrdficas, asociadas al tumor y al esquema quimioterdpico utilizado en la
poblacion en estudio, diferenciando hombres y mujeres. Los datos se encuentran expresados como n
(%).

Al evaluar la asociacién entre sexo y sobrepeso se encontrd que el 67% de los hombres
(20/30) y el 35% de las mujeres (9/26) presentaban sobrepeso (Tabla 6), identificandose una
asociacion significativa entre el sexo masculino y la presencia de sobrepeso (p=0.0167,
OR=0.26, IC 95%= 0.09-0.78). En efecto, el IMC de los hombres resultd significativamente
mayor al de las mujeres (Fig. 62, p=0.0335).

Como puede observarse en la Tabla 6, tanto hombres como mujeres recibieron oxaliplatino

generalmente para el tratamiento de estadios avanzados del tumor, sin evidenciarse
asociacién alguna entre sexo y estadio tumoral (p>0.05).
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Figura 62. indice de masa corporal (IMC) de hombres y mujeres de la cohorte completa. Los datos
corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando el test de Student (*p < 0.05).

Finalmente, al analizar la relacion entre el sexo y el esquema quimioterdpico, se observé una
marcada tendencia a que las mujeres fueran tratadas preferentemente con XELOX
(p=0.0519). En este sentido, el 57% de los hombres (n=17) recibié FOLFOX, mientras que el
69% de las mujeres (n=18) recibié XELOX (Tabla 6). De este modo, el 68% de los pacientes que
recibid folfox fueron hombres mientras que el 58% de los pacientes que recibié xelox fueron
mujeres (Fig. 63).

FOLFOX XELOX

= 17 Hombres
= 8 Mujeres

=3 13 Hombres
=3 18 Mujeres

Total=25 Total=31

Figura 63. Porcentaje de pacientes tratados con los regimenes quimioterdpicos XELOX y FOLFOX segun
el sexo.

En conclusion, en la cohorte completa sélo resultaron estadisticamente significativas las

diferencias asociadas al sexo en la prevalencia de sobrepeso, siendo esta significativamente
mayor en hombres.
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4.9.5 Diferencias asociadas al sexo en el subgrupo de pacientes que desarrolld
neurotoxicidad.

En el subgrupo de pacientes que desarrolld neurotoxicidad periférica, el 82% de las pacientes
mujeres y el 82% de los pacientes hombres se encontraban en el rango de edad de 45 a 74
afios (Tabla 7). El IMC de los hombres resultd ser significativamente mayor (p=0.0404),
identificandose nuevamente una asociaciéon entre el sexo masculino y la presencia de
sobrepeso (p=0.0427, OR=3.75, IC 95%= 1.06-13.28). Ademas, la mayoria de los hombres con
NPIQ recibié FOLFOX (n=11, 61%), mientras que la mayoria de las mujeres recibié XELOX
(n=15, 65%) (Tabla 7), detectandose una asociacion entre el sexo femenino y la utilizacion del
esquema XELOX (p=0.0495, OR=3.59, IC 95%= 1.02 - 12.68).

) Pacientes con NPIQ
Variable .
Total Hombres Mujeres
n 41 (100) 18 (44) 23 (56)
Edad
25-34 1(2) 0(0) 1(4)
35-44 5(12) 2 (11) 3(13)
45-54 11 (27) 4 (22) 7 (30)
55-64 12 (29) 6 (33) 6 (26)
65-74 11 (27) 5 (28) 6 (26)
75-84 1(2) 1(6) 0 (0)
Sobrepeso
Si 20 (49) 12 (67) 8 (35)
No 21 (51) 6 (33) 15 (65)
Esquema quimioterapico
FOLFOX 25 (45) 11 (61) 7 (30)
XELOX 31 (55) 7 (39) 15 (65)
Periodo de manifestacién
Durante QT 21(51) 6 (33) 15 (65)
Después QT 8 (20) 2 (11) 6 (26)
Durante y después QT 12 (29) 10 (56) 2(9)
Reduccidn de dosis o
suspension del tratamiento 17(41) 2(50) 8 (35)

Tabla 7. Variables demogrdficas, asociadas al tumor y al esquema quimioterdpico utilizado, asi como
caracteristicas relacionadas al periodo de manifestacion y severidad de los sintomas en los pacientes
que desarrollaron neuropatia, diferenciando hombres y mujeres. Los datos se encuentran expresados
como n (%).

La mayoria de las pacientes mujeres (65%) manifestaron sintomas sélo durante el periodo de
administracion de oxaliplatino, mientras que la mayoria de los pacientes hombres (55%)
manifestaron sintomas tanto durante como después de la quimioterapia (Tabla 7). Sin
embargo, no se encontré una asociacidn significativa entre el sexo y el periodo de

139



presentacion clinica (p>0.05). Interesantemente, si se identificd asociacién entre el sexo
masculino y la administracién de dosis acumuladas superiores a 520 mg/m? (p=0.0368, OR=
4.58 IC 95%=1.12-18.76).

Finalmente, mientras sélo 8 (35%) de las mujeres con NPIQ requirié reducir la dosis o
interrumpir el tratamiento con oxaliplatino debido al desarrollo de sintomas severos de
neurotoxicidad, el 50% (n=9) de los hombres debié hacerlo (Tabla 7). No obstante, la
asociacion entre sexo y modificacidon o interrupcion del esquema terapéutico resulté ser no
significativa.

De este modo, en el subgrupo de pacientes con neurotoxicidad periférica, se identificaron
varias diferencias asociadas al sexo: los hombres presentaron una mayor prevalencia de
sobrepeso y recibieron dosis acumuladas mas altas, mientras que el esquema XELOX se utilizé
con mayor frecuencia en mujeres. Ademas, se detectaron indicios de una mayor severidad
del cuadro clinico en los hombres que manifestaron con mayor frecuencia la persistencia de
sintomas después de finalizado el ciclo de quimioterapia o debieron reducir la dosis o
interrumpir el farmaco.

4.9.6 Prevalencia de neuropatia inducida por oxaliplatino en el subgrupo de
pacientes tratados con XELOX

Dada la mayor prevalencia de sintomas compatibles con neuropatia en mujeres y la
observacion de que, en el subgrupo de pacientes que desarrollé neurotoxicidad periférica, las
mujeres fueron tratadas preferentemente XELOX, se decidié realizar un andlisis especifico en
el grupo de pacientes que recibié XELOX (n=31). En este subgrupo, 7 de los 13 hombres y 15
de las 18 mujeres presentaron sintomas compatibles con NPIQ (Tabla 7), identificAndose
nuevamente una asociacién significativa entre el sexo femenino y el desarrollo de neuropatia
(p=0.0278, OR=6.86, IC 95%= 1.26—37.34). Al analizar el grupo de pacientes tratados con
FOLFOX, no se identificd asociacion entre sexo y desarrollo de neurotoxicidad (p>0.05).

Finalmente, dado que en el subgrupo de pacientes que desarrolld neurotoxicidad periférica,
las mujeres mostraron menor IMC (p<0.040), se decidié realizar este anadlisis también en el
grupo de pacientes tratados XELOX (n=31). En esta poblacién no se observo diferencia en el
IMC de hombres y mujeres (p=0.1425), ni tampoco asociacidn entre sexo y sobrepeso
(p=0.2130).
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5. DISCUSION
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5.1 Consideraciones generales

En este trabajo de tesis doctoral se lograron abordar con éxito los objetivos inicialmente
propuestos. Los resultados obtenidos han contribuido a comprender los mecanismos
celulares y moleculares involucrados en la NPIO, asi como a la caracterizacién de las
conductas asociadas a dolor neuropatico en un modelo experimental clinicamente relevante.
Se identificaron al estrés oxidativo y a la activacién glial en ganglios raquideos y médula
espinal como procesos centrales en la neurotoxicidad inducida por el fdrmaco y en la génesis
del dolor.

Asimismo, se hallaron diferencias significativas asociadas al sexo en la manifestacién de los
sintomas, tanto a nivel preclinico como en pacientes, asi como diferencias en la activacién de
células gliales y en la modulacién de sistemas con un rol clave en la generacién y modulacion
del dolor, como los canales TRP y el sistema endocannabinoide. En los pacientes, la
prevalencia de neuropatia mostré asociacién con el sexo, sin que se observara relacién con
otras variables demograficas, clinicas o vinculadas al tratamiento. Estos hallazgos reafirman
la importancia de incorporar sistematicamente la variable sexo en el disefio y analisis de
estudios preclinicos y clinicos sobre NPIO.

Ademas, se comprobd que la administracién de resveratrol en esquema preventivo ejerce
efectos neuroprotectores relevantes, a través de la activacion del sistema antioxidante
enddgeno, la atenuacién del dafio oxidativo y la modulacidn de procesos neuroinflamatorios,
logrando prevenir las conductas indicativas de dolor sin comprometer la eficacia antitumoral
del tratamiento. Estos resultados abren nuevas perspectivas para el disefio racional de
estrategias eficaces y seguras para abordar la NPIO.

Todo abordaje experimental conlleva limitaciones inherentes que deben ser consideradas al
interpretar los resultados y planificar estudios futuros. En este sentido, el presente trabajo
presenta algunas restricciones que podrian haber influido en la profundidad del analisis. El
uso de inhibidores especificos o de modelos genéticamente modificados (knock-out o
transgénicos) hubiera permitido explorar con mayor precisiéon las cascadas moleculares
implicadas en la neurotoxicidad y el dolor inducidos por quimioterapia, asi como los
mecanismos especificos mediados por resveratrol. Si bien se observd un efecto
neuroprotector del resveratrol en animales machos, el estudio no incluyé un grupo de
hembras tratadas con oxaliplatino y resveratrol en régimen preventivo, lo que impide
confirmar su eficacia en ambos sexos. Asimismo, no se evalud el papel de las hormonas
sexuales en la modulacidn de los mecanismos neurotdxicos asociados al oxaliplatino, a pesar
de que las respuestas neuronales y gliales pueden estar influenciadas por estrdogenos,
progesterona y andrégenos; por ello, seria relevante incorporar modelos experimentales con
manipulacidén hormonal controlada. Finalmente, aunque el estudio clinico incluyd pacientes
tratados con oxaliplatino, su disefio retrospectivo y la ausencia de instrumentos
estandarizados validados o de biomarcadores diagndsticos especificos limitaron la solidez de
los andlisis. La integracion futura de estas herramientas, junto con variables demograficas y
genéticas, permitira una caracterizacion mas robusta de los factores asociados al riesgo y la
severidad de la neuropatia, aspectos que se estan abordando actualmente en estudios en
curso.
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5.2 Procesos neurotoxicos y alteraciones comportamentales inducidas por
oxaliplatino

Nuestros resultados muestran que la administracion de oxaliplatino desencadené cambios
plasticos en diferentes actores y moduladores de la neurotransmision nociceptiva,
induciendo el desarrollo de hipersensibilidad y alodinia.

Los animales expuestos a oxaliplatino mostraron una reduccidn significativa en el umbral de
retirada ante estimulos mecanicos, asi como un aumento significativo en el niumero de
respuestas positivas ante la estimulacién con frio, evidenciando el desarrollo de
hipersensibilidad mecanica y térmica fria. Hipersensibilidad que, como ocurre en los
pacientes, se manifesté desde el inicio del ciclo de quimioterapia y que se mantuvo tiempo
después de su finalizaciéon. Como ya fue mencionado en secciones anteriores, los pacientes
gue reciben oxaliplatino pueden desarrollar una neuropatia aguda —durante o poco después
de las primeras infusiones— y una neuropatia cronica, que se extiende a largo plazo. Ambas
se caracterizan por la presencia de alteraciones sensitivas, incluyendo parestesias,
disestesias, dolor espontdneo y dolor provocado por estimulos inocuos (alodinia) en las
manos, los pies y la regién orofaringea (Miltenburg & Boogerd, 2014).

Asi como la hipersensibilidad (una disminucién significativa en el umbral) se observa con gran
frecuencia en pacientes tratados con oxaliplatino, un porcentaje menor pero ain muy
significativo, puede desarrollar alodinia (Bakogeorgos & Georgoulias, 2017; Miltenburg &
Boogerd, 2014). En nuestro modelo observamos un comportamiento similar, con valores de
respuesta indicativos de alodinia mecanica y alodinia al frio en el 40% y el 80% de los animales
gue recibieron el quimioterdpico, respectivamente. Cabe destacar que la alodinia al frio
resultd mds prevalente que su contrapartida mecdnica, como también se ha descrito en
pacientes (Bakogeorgos & Georgoulias, 2017; Miltenburg & Boogerd, 2014). En estos, el dolor
provocado por estimulos frios —como el contacto con objetos de la heladera o el freezer, la
ingesta de alimentos o bebidas frias, o la exposicién a brisas frescas— constituye una
manifestacion distintiva de la NPIO.

Si bien no observamos en nuestros animales cambios evidentes en el pelaje ni la presencia de
posturas antdlgicas, no podemos descartar la presencia de dolor espontdneo, dado que esta
dimension del dolor es mas dificil de objetivar en roedores y puede requerir pruebas
complementarias especificas como la escala de expresion facial de dolor o registros de
comportamiento espontdneo en ambientes no restrictivos (Navratilova & Porreca, 2014).

En este sentido, en los animales expuestos a oxaliplatino detectamos una disminucidn de la
distancia recorrida en el campo abierto en funcion del tiempo, sin cambios significativos en
la velocidad de desplazamiento o tiempo de inmovilidad. En estudios previos realizados en un
modelo murino de neuropatia inducida por cisplatino no se detectaron cambios en la
distancia total recorrida en el campo abierto (Becker et al., 2023), mientras que en ratones
tratados con paclitaxel se observé una reduccién de la distancia recorrida y la velocidad
promedio (Osborne & Davis, 2022), sugiriendo que la afectacion de la movilidad voluntaria
depende del quimioterapico utilizado y, probablemente, de otras variables experimentales
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como el nimero de aplicaciones y la dosis administrada, el tiempo transcurrido desde dicha
aplicacion, entre otros factores.

Los pacientes suelen manifestar sintomas motores tales como calambres y dificultades en
tareas de motricidad fina (escribir, abrochar un botén) y de motricidad gruesa (caminar, subir
escaleras), fendmenos frecuentemente relacionados con alteraciones en la coordinacion
sensorimotora (Loprinzi et al., 2020; Staff et al., 2017, 2019). En este contexto, detectamos
en nuestros animales una disminucion en el consumo de alimento que se tradujo en una
atenuacidn en la curva de crecimiento, tanto durante el ciclo de quimioterapia como en el
periodo posterior. Aunque no podemos descartar otras causas -por ejemplo, los pacientes
describen la persistencia de un gusto amargo o metalico luego de recibir las infusiones, que
se asocian con menor ingesta y pérdida de peso (Comeau et al., 2001)-, el menor consumo de
alimento detectado en nuestros animales podria deberse a alteraciones en la coordinacién
sensorimotora. Las diversas tareas implicadas en la alimentacidn a partir de los pellets en la
jaula -parase sobre las patas traseras, orientar el hocico hacia el lugar del depdsito, alzar las
patas delanteras para agarrar los pellets, mantenerlos firmes con ambas patas mientras
realiza ajustes posturales, y finalmente trasladarlos a la boca para roer- requieren una
integracion precisa de movimientos de alcance, agarre y posicidn postural, que pueden verse
dificultadas si existen disfunciones sensorimotoras. Finalmente, la menor ingesta y la
consecuente desaceleracién del crecimiento podrian estar indicando la presencia de dolor
espontaneo (Tappe-Theodor & Kuner, 2014). De hecho, se ha reportado que en condiciones
de dolor los animales reducen significativamente su ingesta (Negus et al., 2010).

Cabe destacar que nuestros resultados son consistentes con lo observado en modelos
preclinicos que utilizan otros quimioterapicos neurotoxicos, como paclitaxel y vincristina,
donde también se reporta el desarrollo de dolor espontaneo y alodinia, lo que sugiere que
estos signos conductuales constituyen un fenotipo comuin de la neuropatia inducida por
diversos agentes citotéxicos (Griffiths et al., 2018; Lynch et al., 2004; Smith et al., 2004).

Este patrdon conductual comun sugiere que, independientemente del agente quimioterapico
utilizado, pueden activarse mecanismos celulares y moleculares similares responsables de Ia
sensibilizacidn nociceptiva. En este contexto, se ha propuesto que la disfuncién mitocondrial,
el estrés oxidativo, la neuroinflamacion y el dafio axonal podrian estar contribuyendo al dafio
neurotéxico inducido por diferentes agentes quimioterdpicos (Doyle & Salvemini, 2021;
Flatters et al., 2017; Starobova & Vetter, 2017).

Durante los ultimos anos, se ha postulado que las deficiencias en el transporte axonal de
mitocondrias (en el caso de quimioterapicos que interrumpen dicho transporte como taxanos
y derivados de la vinca) y las disfunciones mitocondriales (en el caso de quimioterapicos con
accién directa sobre las mitocondrias como los derivados del platino y los taxanos) estan
vinculadas a la patogénesis de la NPIQ (Doyle & Salvemini, 2021; Flatters et al., 2017;
Trecarichi & Flatters, 2019). En en caso de los compuestos basados en platino, estos se unen
al ADN mitocondrial con alta afinidad, interfiriendo en su replicacién y transcripcién (Podratz
et al., 2011). La disfuncion mitocondrial compromete la produccién de ATP, altera el equilibrio
redox celular y promueve la acumulacién de ROS, lo que favorece un entorno oxidante y pro-
inflamatorio y altera la excitabilidad de las fibras aferentes primarias (Kang et al., 2021). De
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esta forma, la toxicidad mitocondrial contribuye a la sensibilizacion de dichas neuronas vy al
desarrollo de dolor.

El SN es particularmente sensible al dafio asociado a estrés oxidativo por diversas razones,
entre las que se incluyen: el elevado consumo de oxigeno necesario para satisfacer sus altas
demandas energéticas; la abundancia de acidos grasos poliinsaturados en las membranas
celulares, altamente vulnerables al ataque de radicales libres (peroxidacion lipidica); los altos
niveles intracelulares de calcio, que pueden inhibir la respiracion mitocondrial y promover la
produccién de ROS/RNS; y la relativa debilidad de sus mecanismos de defensa antioxidante,
caracterizados por niveles bajos de catalasa, glutatién peroxidasa y vitamina E, entre otros
factores (Areti et al., 2014; Cobley et al., 2018; Shichiri, 2014). Si bien en condiciones
fisioldgicas las especies reactivas cumplen funciones bioldgicas relevantes, la generacién
excesiva de radicales libres constituye un factor clave en el dafio neuronal (Jia et al., 2012;
Ladak et al., 2019; Lopez et al., 2015; Toklu & Tlimer, 2015).

Ademas de las mitocondrias, otras organelas celulares también contribuyen a la produccion
de ROS/RNS, incluyendo lisosomas y peroxisomas, en particular en células fagociticas
residentes o infiltrantes, como la microglia, los neutréfilos y los macréfagos (Birben et al.,
2012; Jiaetal., 2012; Toklu & Tumer, 2015). El exceso de especies reactivas agota las reservas
antioxidantes y promueve procesos de oxidacidn/nitrosilacion de proteinas, lipidos de
membrana y acidos nucleicos, lo que conlleva dafio y disfuncidn celular (Birben et al., 2012;
Kannan & Jain, 2000). La acumulacién de ROS puede afectar la funcionalidad de las propias
mitocondrias, generando un circulo vicioso de disfuncién mitocondrial y estrés oxidativo
(Czerniczyniec et al., 2015; Was et al., 2022).

En los nervios y ganglios de los animales que recibieron oxaliplatino detectamos una
disminucion en la relacidon GSH/GSSG y elevados niveles de TBARS, indicadores de
condiciones de estrés y daiio oxidativo (Espinosa-Diez et al., 2015; Janero, 1990). Nuestros
resultados estan en linea con estudios previos que demostraron que oxaliplatino genera un
aumento en los niveles de anidn superdxido y de diversos procesos de dafio oxidativo como
la carbonilacién de proteinas, en modelos in vitro e in vivo (Branca et al., 2021).

Es importante destacar que el desequilibrio oxidativo puede influir directamente en Ia
excitabilidad de las neuronas aferentes primarias y su respuesta a estimulos inocuos y nocivos
a través de la modulacién de la actividad de receptores TRP. La oxidacidn dependiente de ROS
de los canales de potencial transitorio TRPV1, TRPMS8 y TRPA1, responsables de detectar
estimulos térmicos, mecdnicos y quimicos, conduce a un aumento en su actividad,
desencadenando hipersensibilidad (Basso & Altier, 2017; Yang et al.,, 2018). Ademas, la
funcionalidad de las neuronas aferentes primarias puede verse directamente afectada por
otros procesos derivados del dafio mitocondrial inducido por el quimioterdpico, como la
reduccion en la produccion de ATP. En este sentido, las neuronas sensoriales son
especialmente vulnerables debido a su alta demanda energética (Areti et al., 2014).

Por otra parte, la activacion de la via intrinseca de apoptosis también podria estar

contribuyendo a la neurotoxicidad. Como se ha reportado en células tumorales, este farmaco

promueve la traslocacién de Bax a la membrana mitocondrial externa, favoreciendo la

liberacion de citocromo c y la subsecuente activacion de caspasas (Arango et al., 2004).
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Aunque en nuestro estudio no evaluamos directamente estos eventos apoptéticos, no se
puede descartar que una activacion subletal de esta via pueda estar induciendo disfunciéon de
las neuronas sensoriales.

En condiciones de toxicidad mitocondrial y estrés oxidativo se podrian activar mecanismos
protectores o componentes de las vias de defensa antioxidante. En nuestros animales
detectamos un incremento en la expresion del factor de transcripcion Nrf2, principal
regulador de la respuesta antioxidante (Nguyen et al., 2009; Qiang, 2013) y del
funcionamiento mitocondrial (Dinkova-Kostova & Abramov, 2015), asi como de las enzimas
NQO-1y HO-1, con propiedades antioxidantes, detoxificantes y citoprotectoras (Araujo et al.,
2012; Ross & Siegel, 2017). Estos hallazgos sugieren que las condiciones de estrés oxidativo
activaron mecanismos antioxidantes compensatorios. Sin embargo, éstos resultaron
insuficientes para neutralizar el estrés oxidativo sostenido probablemente derivado de la
disfuncién mitocondrial inducida por el quimioterapico.

Los niveles aumentados de especies reactivas y productos de dafio oxidativo pueden inducir
la activacion de células gliales y células inflamatorias, a través de la activacion directa del
factor de transcripcion NFkB, desencadenando procesos neuroinflamatorios (Lees et al.,
2017). EI NFkB regula la expresion de una amplia gama de moléculas pro-inflamatorias (Liu et
al., 2017), incluidas citoquinas y quemoquinas, que pueden alterar la actividad de neuronasy
de células gliales, contribuyendo asi al desarrollo y mantenimiento del dolor persistente
(Cairns et al., 2015; Ji et al., 2013). Entre los mediadores liberados por las células gliales
activadas, las citoquinas pro-inflamatorias IL13 y TNFa juegan un papel clave en la
comunicacion glia-glia y glia-neurona y en la activacién de las vias del dolor (Kawasaki et al.,
2009). Curiosamente, la expresion de TNFa esta regulada positivamente por NFkB, y la
actividad de NFkB es inducida por TNFa (Liddell, 2017), participando en un circuito de
retroalimentacién positiva que exacerba la neuroinflamacién.

Ambas citoquinas modulan la neurotransmision del dolor mediante la activaciéon de
receptores especificos expresados a lo largo de la via nociceptiva. El sistema de TNFa incluye
dos formas de ligando y dos receptores que median efectos contrapuestos. Por un lado, el
TNF soluble (solTNF) se une preferentemente a TNFR1, receptor expresado en la mayoria de
los tipos celulares, que inicia vias inflamatorias y apoptdticas a través de la activacién de NFkB
y otros factores de transcripcion, mediando ademas efectos deletéreos como la inhibicién de
la remielinizacién (Fischer et al., 2011; Papazian et al., 2021; Probert, 2015). Por otro lado, el
TNF transmembrana (tmTNF) activa principalmente TNFR2, presente sobre todo en células
inmunes, endoteliales y neuronas, lo cual promueve respuestas neuroprotectoras y favorece
la remielinizacion mediante la via PI3K/Akt (Fischer et al., 2011; Probert, 2015).

Por otro lado, el sistema de IL-1B incluye 2 receptores, el tipo 1 (IL-1RI) y el tipo 2 (IL-1RII). La
sefializacion efectiva se ejerce exclusivamente a través de IL-1Rl, ya que la unién a IL-1RIl no
desencadena sefalizacion intracelular, motivo por el cual este ultimo se considera un
receptor senuelo (Ren & Torres, 2008). En el SN, IL-1B puede ser liberada por células
endoteliales, macrofagos, células gliales -células de Schwann, microglia y astrocitos- e incluso
neuronas (Perrin et al., 2005; Thacker et al., 2007). Por su parte, IL-1RI se expresa en células
endoteliales, células gliales y neuronas (Aubé et al., 2014; Li et al., 2010).
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Ambas citoquinas pueden ademas activar receptores NMDA, amplificando Ia
neurotransmision glutamatérgica y promoviendo un estado de neurotoxicidad progresiva que
exacerba el dolor neuropatico (Allan et al., 2005). En particular, IL-13, a través de la activacion
de IL1-Rl, induce la fosforilacion de la subunidad NR1 del receptor NMDA en neuronas
espinales, potenciando la transmisidn nociceptiva y la sensibilizacion central (Guo et al., 2007,
Viviani et al., 2003; Zhang et al., 2007).

Las células gliales activadas también pueden liberar citoquinas anti-inflamatorias como IL-10
y TGFB, que actian como reguladoras del proceso neuroinflamatorio contribuyendo de
manera directa a la reduccién del dolor neuropatico (Chen et al., 2013; Ledeboer et al., 2007).
En modelos de lesidn traumatica del nervio ciatico, se ha demostrado que la IL-10 producida
por macréfagos y microglia suprime la liberacion de TNFa, de IL-1B y de otros mediadores
pro-inflamatorios en los ganglios raquideos, reduciendo la alodinia mecdnica y térmica (Ji et
al., 2016). Por su parte, TGF-B favorece la diferenciacidn de células T reguladoras y promueve
la expresidn de proteinas de reparacién tisular (Chen, 2023). Ademas, inhibe la activacion de
microglia y astrocitos, reduciendo la liberacion de TNFa e IL-1B y favoreciendo un
microambiente propicio para la recuperacién neuronal (Buckwalter & Wyss-Coray, 2004;
Ledeboer et al., 2002). Incluso se ha demostrado que la administracién intratecal de TGF-
atenta de forma significativa los comportamientos de dolor espontdneo y evocado
(Echeverry et al., 2009). En nuestro modelo, si bien observamos una regulacién positiva de
TGFB en la médula espinal, el conjunto de nuestros resultados sugiere que este incremento
no basté para revertir el proceso de activacién glial.

Como se ha descrito en otros modelos de lesion del SN, en los animales tratados con
oxaliplatino detectamos un aumento en los niveles del ARNm de p65, el mimebro mas
abundante de la familia de factores de transcripcion NFkB, asi como en los ARNm que
codifican para IL1B y TNFa, tanto en los ganglios como en la médula. Estas observaciones
coinciden con la deteccidn, en ambas estructuras, de una mayor expresion de los genes que
codifican para GFAP e IBA-1, marcadores de células satelitales y astrocitos y de macréfagos y
células de la microglia, respectivamente. Los ensayos de inmunodeteccién de proteinas
también mostraron un aumento en la sefial inmunoreactiva, tanto en el asta dorsal completa
como en las diferentes dreas funcionales (laminas I-Il, IlI-1V y V-VI), indicando una activacion
glial generalizada en zonas de la médula espinal dorsal encargadas de modular y transmitir
informacidn sobre estimulos inocuos, nocivos y propioceptivos.

En condiciones basales, la inmunomarcacién para GFAP en las células satelitales del ganglioy
en los astrocitos de la médula es baja. Sin embargo, tras una injuria del SN ambos tipos
celulares se activan y aumentan la expresién de GFAP. En las células satelitales se observa
proliferacién y engrosamiento (Andreeva et al., 2022; Donegan et al., 2013; Milosavljevic¢ et
al., 2021). Los astrocitos, por su parte, también sufren cambios morfolégicos caracteristicos
con hipertrofia celular, engrosamiento de sus somas y aumento en el numero de
ramificaciones (Hol & Pekny, 2015; Ji et al., 2018; Sofroniew & Vinters, 2009). Ademas, puede
observarse una alteracion en la arquitectura astrocitaria, con pérdida de los limites de
dominio y una mayor superposicién de sus prolongaciones, lo que sugiere una reorganizacion
de lared glial como parte de la respuesta neuroinflamatoria (Hol & Pekny, 2015; Jiet al., 2018;
Sofroniew & Vinters, 2009). Las células de la microglia espinales también experimentan una

148



activacion morfoldgica en respuesta a diferentes tipos de injuria del SN (Kettenmann et al.,
2011). Estos cambios morfoldgicos incluyen la retraccion y engrosamiento de sus
prolongaciones, hipertrofia del soma, y una transicion progresiva hacia una morfologia
ameboide, asociada con funciones pro-inflamatorias y fagociticas. Este cambio estructural se
acompafia de un aumento en la inmunorreactividad para IBA-1 vy, en etapas mas avanzadas,
para CD68, reflejando la adquisicién de un fenotipo activado con capacidad efectora (Davalos
et al., 2005; Kettenmann et al., 2011; Salter & Stevens, 2017).

En un microambiente pro-inflamatorio, las células gliales liberan, ademdas de las ya
mencionadas citoquinas, diversos mediadores que participan en la comunicacion glia-glia y
glia-neurona (Afridi et al., 2020; Bernaus et al., 2020). Tal es el caso de moléculas como
HMGB1 y NGF que tienen la capacidad de actuar sobre las neuronas sensitivas, promoviendo
su sensibilizacién y contribuyendo a la cronificacion del dolor (Mizumura & Murase, 2015;
Wan et al., 2016).

HMGB1 es una proteina nuclear que actla como alarmina cuando se libera al espacio
extracelular tras lesion o inflamacién. Una vez liberada, puede unirse a receptores como TLR4
y RAGE presentes en microglia, astrocitos y neuronas sensoriales, desencadenando la
activacion de las vias de NFkB y p38 MAPK y estimulando la sintesis de las ya mencionadas
citoquinas proinflamatorias IL-1B y TNFa (Moraes et al., 2024). Se ha observado que el
bloqueo farmacoldgico de TLR4 o RAGE reduce los niveles espinales de TNFa e IL-1B y atenUa
la alodinia mecénica y térmica en estos modelos, lo que demuestra la relevancia funcional de
estas interacciones ligando - receptor en la cronificacion del dolor (Moraes et al., 2024).
Ademas, el incremento en la expresién de RAGE que ha sido reportado en neuronas aferentes
primarias, células satelitales del ganglio y células de Schwann tras una lesién del nervio,
sugiere un circuito local de amplificacion de la sefial de HMGB1 (Feldman et al., 2012).
Finalmente, en modelos de dolor neuropatico inducido por paclitaxel, se ha reportado un
incremento en los niveles de HMGB1 en la médula espinal durante las fases tempranas,
atribuible sobre todo a su liberacién por astrocitos y células de la microglia activadas, asi como
por neuronas lesionadas (Moraes et al., 2024). En linea con estos hallazgos previos, el
aumento detectado en la expresion espinal de HMGB1 en nuestro modelo sugiere que esta
alarmina podria estar contribuyendo a la hiperexcitabilidad neuronal y al mantenimiento del
dolor neuropatico en la NPIO.

Por su parte, el NGF, o factor de crecimiento nervioso, es una neurotrofina esencial para la
supervivencia, el crecimiento y la diferenciacidn de neuronas sensoriales, con un papel clave
en la homeostasis neuroinmune, los procesos de reparacion tisular y la fisiopatologia de
procesos inflamatorios (Zhang et al., 2017). A nivel periférico es producido por células
epiteliales, fibroblastos dérmicos, células endoteliales y células inmunes como mastocitos,
linfocitos T y macrdfagos (Garcia-Dominguez, 2025; Mitsuma et al., 2004). En el SNP, las
células de Schwann y los fibroblastos perineurales son fuentes importantes durante la
regeneraciéon axonal (He et al.,, 2022). En el SNC, los astrocitos, algunas poblaciones
neuronales y, en menor medida los oligodendrocitos, pueden sintetizar NGF, especialmente
en contextos de lesidn o inflamacién (Garcia-Dominguez, 2025).
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En nuestro modelo, los niveles aumentados de NGF en piel plantar y en ganglios raquideos
podrian estar induciendo sensibilizacién de las terminaciones nerviosas y amplificacion de la
sefial nociceptiva. Se sabe que este factor neurotrdéfico actua directamente sobre las fibras C
qgue expresan el receptor de alta afinidad TrkA (Chao, 2003; Snider & McMahon, 1998),
generando hipersensibilidad a estimulos mecanicos y térmicos mediante dos mecanismos
temporales distintos. En primer lugar, el NGF producido por tejidos periféricos activa, a través
de su interaccion con TrkA, vias de sefializacion intracelular que potencian la funcion de
proteinas de la terminal periférica del nociceptor, en particular los receptores TRP, generando
un cambio rapido en la sensibilidad celular y conductual a estimulos externos (Chuang et al.,
2001). Adicionalmente, el NGF es transportado retrégradamente al nucleo del nociceptor,
donde promueve la expresién de proteinas pronociceptivas como la sustancia P, los
receptores TRP y las subunidades del canal de sodio Nav1.8 (Chao, 2003; Ji et al., 2002),
aumentando la excitabilidad del nociceptor y amplificando la respuesta inflamatoria
neurogénica. La sensibilizacion inducida por NGF no se limita a acciones directas sobre las
neuronas, sino que también involucra interacciones con células inmunes y fibroblastos
(Minnone et al.,, 2017). Al promovor la degranulacion de mastocitos y la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias (como TNF-a, IL-1[ e IL-6), genera un ciclo de retroalimentacién
positiva y perpetla la sensibilizacién (Minnone et al., 2017).

Aunque inicialmente disefiada para proteger el SN, si la respuesta neuroinflamatoria no se
regula adecuadamente, puede amplificarse y persistir, generando una sobreproduccion de
factores neurotdxicos que provocan dafio e hiperactividad neuronal (Hong et al., 2016; Lyman
et al., 2014). De hecho, la sobre-expresién de ATF3 en los ganglios raquideos de los animales
tratados con oxaliplatino sugiere la existencia de dafio neuronal. El ATF3, gen de respuesta
temprana, es considerado un marcador molecular de células estresadas o lesionadas, con
escasa expresion en tejidos normales. En particular, en neuronas aferentes primarias la
expresion basal de ATF3 es muy baja, pero se induce rapidamente después de una lesion del
nervio periférico (Nascimento et al., 2011; Tsujino et al., 2000).

Otro marcador que suele aumentar rapidamente en condiciones de dafio nervioso es la
sustancia P, un neuropéptido de la familia de las taquininas codificado por el gen Tacl, que
se expresa predominantemente en neuronas aferentes primarias de pequeiio didmetro,
cuyas fibras terminan en las ldminas I-11 y V del asta dorsal (Polgér et al., 2020). Tras estimulos
nocivos, estas neuronas liberan sustancia P tanto en las terminales periféricas —donde media
vasodilatacion, aumento de permeabilidad vascular y reclutamiento de células inmunes
(inflamacién neurogénica)— como en las terminales centrales en el asta dorsal —donde se
une al receptor de neuroquinina 1 (NK1), facilitando la transmision nociceptiva
(Zieglgansberger, 2018). En condiciones de inflamacidn o dafio nervioso, también las células
gliales y otras poblaciones no neuronales pueden liberar sustancia P, como parte de un
circuito neuroinmune. Ademas, se encuentra ampliamente demostrado que luego de injurias
traumaticas del nervio periférico se produce un incremento en la expresién de sustancia P,
no sélo en neuronas de pequefio tamafo, sino en neuronas medianas y grandes (C. M. Fu et
al., 2013; Weissner et al., 2006). No obstante, en nuestro modelo de NPIO no detectamos
variaciones en los niveles del ARNm que codifica para substancia P, ni en ganglios dorsales ni
en médula espinal. Nuestros resultados concuerdan con estudios in vitro que muestran que,
a diferencia de paclitaxel, oxaliplatino no induce la liberacién de sustancia P por neuronas
aferentes primarias (Egashira, 2021).
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En los animales que recibieron oxaliplatino también detectamos una sobre-expresién del
protooncogén c-fos. Este gen se induce de forma inmediata tras el estimulo sindptico y, por
lo tanto, se considera un marcador de activacién neuronal (Gao & Ji, 2021). De manera similar,
se ha descrito un aumento en la expresién de c-fos en neuronas de las laminas superficiales y
profundas del asta dorsal, ya sea tras una estimulacidon nociva en animales naive o tras una
estimulacion inocua en modelos de lesidn nerviosa, representando asi un marcador tanto de
nocicepcién como de sensibilizacién central (Gao & Ji, 2021), ampliamente utilizado.

En su conjunto, nuestros hallazgos respaldan la nocién de que la neuropatia inducida por
oxaliplatino no es consecuencia de un Unico evento tdxico, sino el resultado de un proceso
dindmico y multidimensional, donde el dafo mitocondrial, el estrés oxidativo, la
neuroinflamacién y la hiperactividad neuronal se entrelazan y se refuerzan mutuamente,
favoreciendo la sensibilizacion periférica y central y el desarrollo de dolor persistente.

5.3 Diferencias asociadas al sexo

Nuestros resultados muestran un marcado dimorfismo sexual, tanto en el desarrollo de
alodinia como en las alteraciones moleculares desencadenadas por la administracion de
oxaliplatino.

Al evaluar simultdaneamente grupos de animales de ambos sexos observamos que, en
consonancia con nuestros resultados previos, los machos desarrollaron una marcada
hipersensibilidad mecanica y al frio poco después de iniciado el ciclo de quimioterapia. Por
su parte, las ratas hembra exhibieron un patrén de respuesta similar ante los estimulos
mecanicos; sin embargo, la alodinia al frio fue significativamente mas severa.
Coincidentemente, se ha reportado que en ratones tratados con paclitaxel, las hembras
desarrollaron alodinia al frio mas intensa (Naji-Esfahani et al.,, 2016), mientras que no se
hallaron diferencias sexuales en la alodinia (Hwang et al., 2012; Naji-Esfahani et al., 2016) ni
en la hiperalgesia (Ferrari et al., 2020) mecanica. En sintonia con nuestros resultados, una
dosis Unica de oxaliplatino provoco hiperalgesia mecanica de magnitud similar en machos y
hembras (Staurengo-Ferrari et al., 2021). Al comparar ratones macho y hembra tratados con
cisplatino —otro derivado del platino— no se observaron diferencias en el curso temporal ni
en laintensidad de las respuestas ante estimulos mecanicos o térmicos frios (Naji-Esfahani et
al.,, 2016). Estos hallazgos sugieren que, en modelos preclinicos, sélo ciertos
comportamientos relacionados con el dolor —y sélo frente a ciertos agentes
guimioterdpicos— muestran dimorfismo sexual.

Otros grupos de trabajo han abordado otros aspectos de las diferencias asociadas al sexo en
el dolor inducido por quimioterapia. Ferrari y colaboradores han descripto un marcado
dimorfismo sexual en los mecanismos neuroenddcrinos involucrados en la exacerbacién del
dolor neuropdtico inducido por oxaliplatino (Staurengo-Ferrari et al., 2021) y paclitaxel
(Ferrari et al., 2020) en condiciones de estrés. Por su parte, Ozdemir y colaboradores destacan
que, dado que el oxaliplatino se transforma rapidamente en varios metabolitos que también
son neurotoxicos, resulta fundamental considerar la contribuciéon de diferencias relacionadas
con el sexo en los procesos farmacocinéticos y farmacodindmicos (Ozdemir et al., 2022).
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Los hallazgos obtenidos al evaluar el aspecto, el peso y el consumo de alimento de nuestros
animales fueron similares en machos y hembras. Como sefialamos en la seccién anterior, la
ausencia de cambios notorios en el pelaje o la postura no excluye la posibilidad de dolor
espontdneo (Mogil, 2020). En estudios anteriores se ha descrito que los cuadros de
neuropatia inducida por agentes como cisplatino o paclitaxel provocan retrasos en el
crecimiento corporal, sin detectarse alteraciones en la postura o el pelaje (Authier et al., 2000,
2003). En nuestros animales observamos una clara reduccion de la tasa de crecimiento en
machos y hembras. Este fendmeno puede interpretarse como un marcador indirecto de dolor
o malestar, o puede estar relacionado con la disminucion en la ingesta, que observamos en
ambos sexos.

En nuestro modelo también detectamos algunas diferencias asociadas al sexo en la
afectacion de parametros relacionados a locomocion. Aunque no surgieron diferencias
significativas al comparar animales de ambos sexos expuestos al quimioterapico, asi como
tampoco al comparar hembras control y hembras tratadas con oxaliplatino, si se detectd en
las hembras una mayor afectacién de dichos pardmetros en funcién del tiempo. En efecto,
mientras que en los machos sélo la distancia recorrida se redujo significativamente tras el
ciclo de quimioterapia, en las hembras los 3 pardmetros — distancia, velocidad y tiempo de
inmovilidad- se vieron afectados tanto durante como después del periodo de administracion,
sugiriendo una mayor vulnerabilidad a las alteraciones locomotoras inducidas por el farmaco.

No hemos hallado en la literatura reportes previos del estudio de diferencias sexuales en la
afectacion de parametros locomotores luego de la exposicion a oxaliplatino. En un modelo de
neuropatia inducida por paclitaxel no se identificaron cambios en dichos parametros ni en
machos ni en hembras (Di Marino et al., 2024). Lo mismo ocurrié en un modelo de lesion
traumatica del nervio periférico (Boullon et al., 2021). Independientemente del tipo de lesidn,
existen pocos estudios que hayan comparado distancia recorrida, velocidad promedio vy
tiempo de inmovilidad en animales de ambos sexos, lo cual refuerza la necesidad de ampliar
dichas evaluaciones conductuales. En este contexto, es relevante mencionar, que existe un
sesgo historico y sistematico en la investigacion preclinica del dolor: hasta el afio 2015 tan
solo el 4% de los estudios publicados en la revista Pain usaron animales de ambos sexos,
mientras que cerca del 79% incluyeron Unicamente machos (Mogil, 2020). Si bien esta
tendencia comenzé a revertirse y entre 2015 y 2019 el porcentaje de trabajos que utilizé
Unicamente machos se redujo al 50% (Mogil, 2020), esta desviacidon ha afectado y sigue
afectando la forma en que se interpretan los resultados conductuales, incluidos aquellos
relacionados con la locomocién, y refuerza la necesidad de seguir incorporando analisis
diferenciados por sexo en modelos animales.

De hecho, en los Ultimos afios, se ha impulsado fuertemente la inclusion de sujetos de ambos
sexos en estudios experimentales y clinicos de dolor, convirtiéndose en un requisito
practicamente obligatorio (Mogil, 2020). La evidencia muestra que las disparidades sexuales
caracterizan la experiencia del dolor y la prevalencia de varias condiciones de dolor crénico
en la poblacién (Casale et al., 2021; Gregus et al.,, 2021; Sorge & Strath, 2018). El género
desempefia un papel critico en la modulacién de la experiencia del dolor: los hombres vy las
mujeres experimentan el dolor de diferentes maneras e incluso responden de manera
diferencial a ciertos medicamentos analgésicos (Casale et al., 2021; Gregus et al., 2021; Mogil,
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2020). En el contexto de la neuropatia inducida por quimioterapia, recién se han comenzado
a documentar las diferencias de género en la incidencia de dolor persistente. La evidencia
disponible es aun heterogénea: algunos estudios no muestran diferencias, mientras que otros
indican mayor vulnerabilidad en mujeres. En apartados posteriores discutiremos dichos
hallazgos, junto con nuestras propias observaciones.

En cuanto a los mecanismos celulares y moleculares que podrian subyacer a las diferencias
comportamentales detectadas, nuestros resultados sugieren que tanto la expresion de
receptores involucrados en la deteccién de estimulos, como la actividad de sistemas
enddgenos de modulacién de dolor, como la contribucién de células gliales a los procesos
neuroinflamatorios podrian tener una modulacién diferencial segin el sexo luego de la
exposicidon a oxaliplatino. En los préximos pdrrafos se hara referencia a estos procesos.

En nuestros animales detectamos un aumento en la expresion de TRPV1, TRPM8 y TRPA1 en
los ganglios raquideos de machos y hembras. Sin embargo, mientras que la magnitud del
aumento de TRPV1 y TRPA1 fue similar en ambos sexos, los niveles de expresion de TRPMS8
fueron mas elevados en hembras, coincidiendo con la mayor sensibilidad al frio detectada en
este grupo. Estos hallazgos respaldan la hipdtesis de que el dimorfismo observado en la
respuesta conductual podria estar mediado, al menos en parte, por una sobreexpresion
diferencial de TRPM8 en el SNP luego de la exposicion al quimioterapico.

Los canales TRP, conocidos por su participacién en la deteccién y transduccién de estimulos
térmicos, quimicos y mecanicos (Dai, 2016; Marwaha et al., 2016), han sido ampliamente
implicados en la fisiopatologia del dolor neuropatico (Basso & Altier, 2017). En condiciones
fisiolégicas TRPV1 participa en la respuesta a calor nocivo, TRPM8 es activado por estimulos
frios inocuos y TRPA1 responde a frio nocivo. En condiciones de sensibilizaciéon de los
nociceptores el umbral de activacién de estos canales puede modificarse y contribuir al
desarrollo de alodinia e hiperalgesia (Basso & Altier, 2017; Patil et al., 2013).

En nuestro modelo, el incremento observado en la expresidn de los canales TRP sugiere su
participacion en la hipersensibilidad mecanica y térmica inducida por oxaliplatino,
coincidiendo con los resultados obtenidos en estudios previos en animales knock out (Colburn
et al.,, 2007; Zhao et al., 2012). En efecto, en ratones deficientes en TRPA1 se redujeron
significativamente los comportamientos nociceptivos evocados por estimulos mecanicos y
frios tras la administracién aguda de oxaliplatino (Zhao et al., 2012), mientras que en ratones
knock out para el gen trom8 se observaron respuestas nocifensivas reducidas a estimulos frios
(Colburn et al.,, 2007). Nuestras observaciones también se correlacionan con estudios
inmunohistoquimicos previos realizados por Chukyo y colaboradores en ratas macho.
Utilizando inmunofluorescencia de doble marcaje, los autores demostraron un aumento en
la coexpresion de TRPV1 y TRPA1 en neuronas aferentes primarias de pequeiio tamafio
positivas para isolectina B4, asi como un incremento robusto en la colocalizacién de TRPMS8
y neurofilamento 200 en neuronas de tamano mediano, cuatro dias después de recibir una
dosis Unica de oxaliplatino (Chukyo et al., 2018). Nuestro estudio confirma que la regulacion
positiva de los canales TRP inducida por la quimioterapia también ocurre en animales hembra,
y no solo en ganglios periféricos sino también en la médula espinal lumbar.
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Se ha demostrado que la expresién de TRPV1 se induce en la médula tras la administracion
intraplantar de adyuvante completo de Freund o como consecuencia de la constriccién
cronica del nervio ciatico (Abooj et al., 2016). No obstante, hasta donde sabemos, este es el
primer estudio que evidencia un aumento en la expresidon de TRPV1 y TRPMS8 en la médula
después de la administracién de un agente quimioterapico neurotéxico. Se reconoce que los
canales TRP espinales, presentes tanto en las terminales centrales de las neuronas aferentes
primarias como en las neuronas locales del asta dorsal, desempefan un papel fundamental
en la exacerbacion del dolor (Choi et al., 1994; Patapoutian et al., 2009). Por lo tanto, es
probable que los mecanismos centrales mediados por TRP contribuyan a la hiperactividad de
las vias nociceptivas en condiciones de neurotoxicidad por fdrmacos quimioterdpicos,
reforzando la idea de que estos canales constituyen blancos terapéuticos prometedores para
el desarrollo de farmacoterapias eficaces contra el dolor inducido por oxaliplatino.

Ademas de las neuronas, las células gliales también expresan canales TRP funcionales que
cumplen roles definidos tanto en condiciones fisiolégicas como patolégicas (Chakraborty &
Goswami, 2022; Shin et al., 2020; Shirakawa & Kaneko, 2018; Verkhratsky et al., 2013) y que
contribuyen en forma directa al desarrollo de dolor neuropético (Shin et al., 2020). Dado que
en nuestro proyecto no realizamos estudios de inmunomarcacion, no podemos definir si el
incremento en la expresién de TRPs ocurrid en neuronas, en células gliales o en ambas
poblaciones celulares. Cabe mencionar que las células gliales activadas pueden también
contribuir a la activacidén de canales TRP expresados en nociceptores, a través de la liberacién
de mediadores pro-inflamatorios (Hiura & Nakagawa, 2012; Luo et al., 2021). Adema3s, se ha
demostrado que tanto la expresion como la actividad de los canales TRP en neuronas
sensoriales pueden ser moduladas por hormonas gonadales en condiciones basales (Enciso-
Pablo et al., 2021) y en ciertas condiciones de dolor persistente (Artero-Morales et al., 2018).
El estradiol (Gkika et al., 2020; Payrits et al., 2017), la progesterona (Ortiz-Renteria et al.,
2018) y la testosterona (Gkika et al., 2020) regulan la expresion y/o la actividad de TRPs a
través de mecanismos tanto gendmicos como no gendmicos, lo cual refleja la gran
complejidad de la regulacidon hormonal sobre la funcidén de estos canales.

Otro sistema que muestra cierto dimorfismo sexual en los cambios adaptativos que
experimenta luego de la exposicidn a oxaliplatino es el sistema endocannabinoide. EI SEC es
un sistema enddgeno con un papel fundamental en la modulacién del dolor nociceptivo y
patoldgico (Finn et al., 2021; Guindon & Hohmann, 2009; Maldonado et al., 2016; Woodhams
et al., 2015). Esta compuesto por ligandos enddgenos -siendo los principales 2AG y AEA-, las
enzimas involucradas en su sintesis y degradacioén, y los receptores CB1 y CB2 (Finn et al.,
2021; Maldonado et al., 2016). Tanto CB1 como CB2 estan acoplados a proteinas G
inhibitorias; el receptor CB1 se expresa en alta proporcion en neuronas, mientras que el
receptor CB2 se expresa en mayor medida en células gliales e inmunes (Blanton et al., 2019;
Finn et al., 2021; Maldonado et al., 2016).

Los componentes del SEC se expresan a lo largo de la via nociceptiva: en neuronas aferentes

primarias, en el asta dorsal de la médula espinal y en multiples regiones cerebrales asociadas

con la percepcion y modulacion del dolor (Finn et al., 2021; Maldonado et al., 2016). Los

endocannabinoides, sintetizados en la neurona postsinaptica, actian de manera retrégrada

activando los receptores localizados en terminales presinapticas, con un efecto inhibitorio

neto sobre la excitabilidad neuronal a través de diversos mecanismos (Blanton et al., 2019;
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Finn et al., 2021). Ademas, la atenuacion de los procesos neuroinflamatorios mediada por CB2
también contribuye al efecto antinociceptivo general (Finn et al., 2021).

Nuestros resultados muestran cambios hasta ahora no reportados en la expresién de los
receptores CB1 y CB2 y de los ligandos endégenos 2AG y AEA en los ganglios lumbares luego
de la exposicidon a oxaliplatino. También demostramos la existencia de cierto dimorfismo
sexual en la modulacién del SEC que podria estar contribuyendo de manera diferencial a la
fisiopatologia de la hipersensibilidad y el dolor en machos y hembras. Luego de la
administracion de oxaliplatino, en los machos se detecté una disminucidn en los niveles de
2AG, mientras que en las hembras se observd una reducciéon especifica de AEA. Esta
divergencia podria tener implicancias funcionales relevantes, considerando que AEA y 2AG
no solo interactdan en forma difererencial con receptores cannabinoides, sino que también
modulan de forma distinta la actividad de canales TRP (Guindon & Hohmann, 2009). Por otra
parte, si bien los niveles de los receptores CB1 y CB2 aumentaron en ganglios de animales de
ambos sexos, la magnitud del incremento fue marcadamente mayor en hembras.

En estudios previos se ha reportado que el SEC experimenta una fuerte modulacién en
respuesta a distintos tipos de injurias del SN que conducen al desarrollo de dolor neuropatico
(Garcia-Ovejero et al., 2009; Guindon & Hohmann, 2009; Masocha, 2018; Sagar et al., 2012).
Los componentes especificos del SEC afectados, asi como la magnitud y localizacién de estos
cambios, parecen depender del tipo de lesidon. Mientras que la expresion del receptor CB1 se
vio aumentada en las ldaminas superficiales del asta dorsal en ratas con lesidn crénica por
constriccién del nervio cidtico, aparecié disminuida en la sustancia gris periacueductal, un
centro supraspinal involucrado en la modulacidn descendente del dolor (Lim et al., 2003). Por
el contrario, en condiciones de neurotoxicidad inducida por cisplatino no se detectaron
cambios en la expresién de CB1 ni en ganglios ni en médula (Guindon et al., 2013), mientras
gue su expresiéon espinal aumentd significativamente luego de una contusién medular
(Garcia-Ovejero et al., 2009). También se han observado cambios importantes en la expresion
de diversas enzimas involucradas en la sintesis y degradacion de endocannabinoides, 7 dias
después de una lesion medular (Garcia-Ovejero et al.,, 2009), mientras que los cambios
detectados fueron minimos en animales tratados con cisplatino, 16 dias después de la
administracion del farmaco (Guindon et al.,, 2013). Dado que los endocannabinoides son
mediadores lipidicos producidos "a demanda", sus niveles estan directamente regulados por
la expresién y/o actividad de las enzimas de sintesis y degradacion (Maldonado et al., 2016).
Estos hallazgos sugieren que tanto el tipo de lesién como el tiempo transcurrido desde la
misma podrian influir en las alteraciones del SEC.

Existe evidencia de dimorfismo sexual en la expresidon y actividad del SEC en el SN en
condiciones basales (Blanton et al., 2021; Craft et al., 2013). Por ejemplo, la amigdala de ratas
macho naive contiene niveles mas altos de 2AG y AEA, mientras que las hembras presentan
mayores concentraciones de las enzimas que catalizan la degradacidon de endocannabinoides
(Krebs-Kraft et al., 2010). Por su parte, en ratas macho control hay concentraciones mas altas
de 2AG en la sustancia gris periacueductal, mientras que en las hembras son mayores los
niveles de 2AG en el nervio y el nucleo caudal del trigémino, y de AEA en la sustancia gris, la
corteza motora y el nervio trigémino (Levine et al., 2021). Por el contrario, una publicacién
reciente de Boullon y colaboradores no encontré diferencias en los niveles espinales y
supraspinales de endocannabinoides en ratas con dolor neuropatico inducido por lesion del
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nervio ciatico, ni diferencias entre machos y hembras (Boullon et al., 2021). Hasta donde
sabemos, este es el primer estudio que demuestra diferencias sexuales en los cambios
inducidos por oxaliplatino en los niveles de los dos principales endocannabinoides en los
ganglios lumbares, lo que sugiere una modulacién sexualmente dimérfica del SEC en
condiciones de neurotoxicidad.

También detectamos diferencias asociadas al sexo en los cambios inducidos por oxaliplatino
en la expresion de los receptores cannabinoides: la magnitud del aumento en CB1 y CB2 fue
el doble en los ganglios de hembras. Asi como ocurre en otros modelos de dolor neuropatico
(Sagar et al., 2012), el aumento de CB1 y CB2 podria representar un mecanismo enddgeno
compensatorio destinado a contrarrestar la disminucion de endocannabinoides, la
hiperactividad neuronal y el dolor. Ademas, niveles aumentados de receptores cannabinoides
podrian generar un microambiente favorable para la analgesia inducida por cannabinoides.

De hecho, el rol de los cannabinoides en el tratamiento para el dolor neuropatico inducido
por quimioterapia esta siendo ampliamente investigado en estudios preclinicos y clinicos
(Aviram et al., 2022; Blanton et al., 2019; Cavaletti et al., 2021; Soriano et al., 2025; Ward et
al., 2021). En este contexto, la observacidon de cambios dependientes del sexo en el SEC
resulta especialmente relevante, no solo porque machos y hembras experimentan dolor de
manera diferente, sino también porque pueden responder de manera diferencial a los
tratamientos analgésicos (Casale et al., 2021; Gregus et al., 2021; Mogil, 2020). En efecto, ya
se ha reportado cierto dimorfismo sexual en la farmacologia de los cannabinoides (Blanton
et al., 2021; Cooper & Craft, 2018; Craft et al., 2013). Estos parecen ser mds potentes y, en
ocasiones, mas eficaces en animales hembra, sumado al hecho que las mujeres tienden a
mostrar mayor sensibilidad tanto a los efectos beneficiosos como a los efectos adversos de
los cannabinoides exdégenos (Cooper & Craft, 2018; Craft et al., 2013). Estas diferencias
sexuales en los beneficios terapéuticos y los riesgos asociados al cannabis medicinal se han
atribuido a una expresioén, funcidén y modulacion sexualmente dimérfica del SEC a lo largo del
SN (Blanton et al., 2021; Craft et al., 2013). Nuestros resultados actuales, en particular el
aumento mas marcado de CB1 y CB2 en los ganglios de hembras, respaldan esta hipodtesis.

Si se tiene en cuenta que la comprensidén incompleta de los eventos patogénicos que inducen
los antineopldsicos neurotéxicos representa un obstaculo clave para identificar tratamientos
efectivos, nuestros datos, al ofrecer un conocimiento mas profundo sobre la biologia del SEC
en condiciones de neurotoxicidad, podrian contribuir al disefio de medicamentos a base de
cannabinoides que sean eficaces y seguros para el tratamiento de la NPIQ y el dolor
asociado, tanto en pacientes varones como mujeres. En particular, la modulacion
farmacoldgica selectiva del SEC a nivel periférico, ya sea mediante la inhibicién de las enzimas
gue metabolizan a los endocannabinoides o mediante la activacion de los receptores CB1 vy
CB2, ha demostrado aliviar la alodinia en modelos experimentales de dolor inducido por
guimioterapia (Khasabova et al., 2014; Mulpuri et al., 2018; Saliba et al., 2018; Slivicki et al.,
2018; Thomas et al.,, 2020) y podria resultar beneficiosa al evitar los efectos adversos
mediados por acciones en el SNC. No obstante, a pesar del creciente interés, aun se requiere
mayor evidencia sobre el rol de los cannabinoides exdgenos en la prevencién y/o tratamiento
del dolor inducido por quimioterapia (Cavaletti et al., 2021; Ward et al., 2021).
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En relacidon con los mecanismos neuroinmunes, nuestros resultados revelan una activacion
diferencial de células gliales y de células inmunes en funcidn del sexo, tanto a nivel periférico
como central. En las hembras observamos una mayor sobreexpresion de IBA-1 en los
ganglios de la raiz dorsal, lo cual podria reflejar una mayor activacién o infiltraciéon de
macréfagos (Ton et al.,, 2013). Este hallazgo concuerda con estudios que indican que en
hembras la modulacién del dolor depende en mayor medida de mecanismos inmunes
adaptativos, incluyendo células mieloides y linfocitos T (Hartlehnert et al., 2017; Sorge et al.,
2015). Por el contrario, no se detectaron cambios en la expresion de IBA-1 a nivel espinal, lo
gue coincide con estudios que muestran que la microglia espinal, aunque se activa tras una
lesidn, no constituye el principal mediador de la sensibilizacion central en las hembras, a
diferencia de lo observado en machos (Guo et al., 2019; Mapplebeck et al., 2018).

A su vez, nuestros hallazgos muestran un incremento mas marcado de los niveles de ARNm
de GFAP en los ganglios de los machos, lo cual podria interpretarse como una mayor
activacion de células gliales periféricas en este sexo. Si bien se ha reportado el aumento de
GFAP en células satelitales en diversos modelos de dafio del SN, no hemos identificado
ninguna comparacion directa entre machos y hembras. Por ejemplo, en ratones macho
sometidos a lesidn traumadtica del nervio se observé un incremento significativo de la
proporcién de células satelitales positivas para GFAP mediante inmunofluorescencia
(Konnova et al., 2023). De forma similar, en ratas Sprague-Dawley hembras con lesién del
disco intervertebral lumbar se registré un marcado aumento de la inmunorreactividad para
GFAP en los ganglios L4—L5 (Y. Li et al., 2011). No obstante, no se ha comparado la magnitud
de esta activacion glial entre sexos, lo que subraya la novedad de nuestros hallazgos.

Otro marcador que mostré un perfil diferencial de modulaciéon en funcién del sexo fue
HMGB1, con un incremento mayor en los ganglios de machos. Interesantemente, si bien en
un modelo murino de dolor por artritis se observé un incremento de HMGB1 en el tejido
articular tanto de machos como de hembras y, ademas, su administracion intraarticular
provocd dolor en ambos sexos, su neutralizacién periférica revirtidé la hipersensibilidad
mecdnica Unicamente en machos mostrando un claro dimorfismo sexual (Rudjito et al., 2020).

Se ha propuesto que el desarrollo y mantenimiento del dolor neuropatico en machos y
hembras podria involucrar vias celulares distintas. Por ejemplo, en machos, la comunicacion
entre microglia y neuronas espinales a través de la via P2X4R—p38MAPK—BDNF desempena
un papel central en la hipersensibilidad (Jin et al., 2003; Tsuda et al., 2003). La activacién del
receptor microglial P2X4R, desencadenada por el ATP liberado por neuronas, induce la
liberacion de BDNF, facilitando la sensibilizacién central (Barcelon et al., 2023). De hecho, la
inhibicién farmacoldgica de P2X4R, p38MAPK o BDNF revierte la alodinia inducida por lesion
nerviosa Unicamente en machos, sin efecto en hembras (Barcelon et al., 2023). Ademas, el
factor estimulante de colonias 1 (CSF1) promueve la activacién microglial en la médula de
machos, mientras que, en hembras, este mismo estimulo induce la infiltracion de linfocitos T
reguladores, capaces de suprimir la activacién microglial (Coraggio et al., 2018; Yu et al,,
2021). En hembras, la sensibilizacién al dolor tras una lesién nerviosa parece depender en
mayor medida de la activacién de células inmunes, particularmente macrofagos y linfocitos T
(Gregus et al., 2021). En modelos experimentales en los que se inactiva a la microglia, la
alodinia persiste Unicamente en las hembras; mientras que, al suprimir la respuesta de
linfocitos T, se logra analgesia (Barcelon et al., 2023). Estos datos refuerzan la nocién de que
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la microglia desempefia un rol esencial en la sensibilizacién al dolor en machos, mientras que
en hembras predomina un eje regulador mediado por células del sistema inmune adaptativo.

En conjunto, estos hallazgos refuerzan la necesidad de considerar al sexo como una variable
biolégica relevante en el estudio del dolor neuropdtico inducido por quimioterapia. La
identificacidn de patrones diferenciales en la expresién de canales idnicos, componentes del
sistema endocannabinoide, y marcadores de dafo y activacién glial, aporta informacion
valiosa para el disefio de estrategias terapéuticas y la aplicacién de intervenciones
farmacoldgicas personalizadas en funcién del sexo. El reconocimiento de que machos y
hembras no sélo expresan distintos sintomas, sino que activan rutas celulares y moleculares
diferentes, resalta la importancia de desarrollar tratamientos adaptados al sexo del paciente
para reducir los efectos adversos de la quimioterapia.

5.4 Potencial neuroprotector del resveratrol

Los resultados obtenidos en el marco del proyecto Il demostraron, por primera vez, que la
administracion oral, temprana y sostenida de resveratrol es capaz de prevenir la
hipersensibilidad y la alodinia inducidas por oxaliplatino.

Los animales que recibieron oxaliplatino y resveratrol no desarrollaron hipersensibilidad ni
alodinia a estimulos mecanicos ni térmicos frios. En este sentido, la administracion de
resveratrol antes, durante y después de la quimioterapia demostré ser efectiva para prevenir
las conductas de dolor inducidas por el antineoplasico. En la Gltima década, la suplementacién
con resveratrol ha demostrado atenuar las conductas de dolor en modelos experimentales
de otros tipos de neuropatias, incluyendo neuropatia diabética (Kumar et al., 2013), lesion
del nervio ciatico por constriccidn crénica (Tao et al., 2016) y neuralgia del trigémino (Yang et
al., 2016). El polifenol también resulté efectivo en atenuar el dolor en un modelo de cancer
dseo (Lux et al., 2019). A nivel clinico, en un estudio prospectivo que incluyd pacientes con
endometriosis, la administracion de resveratrol redujo significativamente los puntajes de
dolor y resolvié la dismenorrea y el dolor pélvico en el 82% de las pacientes tratadas (Maia et
al., 2012). Estos resultados respaldan el potencial del resveratrol para el control de la
inflamacién y el dolor. Sin embargo, hasta el momento, sus efectos beneficiosos no habian
sido demostrados en un modelo de dolor neuropatico inducido por oxaliplatino.

En este contexto, resulta importante destacar que la neuropatia inducida por quimioterapia
presenta una caracteristica particular: es potencialmente prevenible. La exposicién a los
farmacos antineoplasicos es un evento planificado, a diferencia de otras lesiones del SN
(Loprinzi et al., 2020). Por otra parte, en los ultimos afios, las guias internacionales de salud
han enfatizado la importancia de la prevencion del dolor como una estrategia central en el
manejo de los pacientes. Esta prioridad refleja un cambio de paradigma en el abordaje del
dolor, orientado no solo a tratarlo una vez establecido, sino también a prevenir su aparicién
y progresién (Fricton, 2015). En este contexto, la IASP declaré al 2020 como el “Afio Global
para la Prevencion del Dolor”, con el objetivo de sensibilizar a la comunidad global a través
de la difusién de estrategias y recursos para la prevencion del dolor en diferentes poblaciones.
De este modo, se buscé aumentar la conciencia sobre la necesidad de implementar medidas
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preventivas efectivas, promover investigaciones en este campo y fomentar politicas de salud
publica tendientes a minimizar el impacto del dolor a fin de mejorar la calidad de vida de
millones de personas en todo el mundo. En este contexto, la identificacion de estrategias
preventivas, como la administracién de resveratrol descripta en este proyecto, adquiere una
relevancia significativa, ya que podria contribuir de manera sustancial a mejorar la calidad de
vida a largo plazo de los pacientes oncoldgicos.

Lamentablemente, cuando la administracion del polifenol se realizé en forma tardia no logré
revertir la alodinia ya establecida. Aunque no se profundizé en los mecanismos subyacentes,
es posible que, una vez instaurado el dafio en el SN, su reversidn —y, por ende, la reduccién
de la sintomatologia asociada— fuera poco factible o limitada. Por lo tanto, una estrategia a
evaluar seria iniciar el tratamiento con resveratrol ni bien se detectan los primeros signos de
hipersensibilidad, con el objeto de frenar o mitigar la progresién de la sintomatologia.

Como era esperable, el tratamiento preventivo con el polifenol no indujo cambios en la
postura ni en el pelaje. Tampoco modificd parametros asociados a locomocién. Sin embargo,
la administracion temprana de resveratrol logré contrarrestar la atenuacion en el
crecimiento corporal observada en los animales expuestos al agente antineopldsico, un
efecto previamente documentado en modelos experimentales de caquexia asociada al cancer
(Tisdale, 2005; Wyke et al., 2004). Nuestros hallazgos indican que este efecto no se debe a
un aumento en el consumo de alimento, ya que no se observaron diferencias en la ingesta,
sugiriendo que el mantenimiento de la curva de crecimiento corporal podria estar relacionado
con otros mecanismos. En estudios recientes se ha demostrado que el resveratrol mejora la
salud intestinal y la capacidad digestiva al aumentar la actividad de enzimas digestivas,
ampliar la superficie de las vellosidades intestinales y modular positivamente la microbiota
intestinal (Meng et al., 2023; Yang et al., 2022; Zhuang et al., 2021). Estos efectos podrian
contribuir a una mejor absorcidn de nutrientes y, en consecuencia, al mantenimiento de la
tasa de crecimiento corporal, incluso en presencia de tratamientos quimioterdpicos que
suelen comprometer la salud intestinal.

En relacién al potencial traslacional de nuestros hallazgos, es importante sefalar que el
resveratrol, ampliamente utilizado como suplemento dietario por sus propiedades
antioxidantes, ha despertado un creciente interés cientifico en los ultimos afios debido a su
prometedor potencial farmacolégico (Berman et al., 2017; Singh et al., 2019). Las propiedades
farmacocinéticas, el perfil de seguridad y la eficacia del resveratrol han sido evaluados en mas
de 250 ensayos clinicos, en los cuales se ha reportado que este polifenol ejerce multiples
efectos beneficiosos en pacientes con diversas patologias —desde diabetes y otros
sindromes metabdlicos hasta alergias y cdncer—, gracias a su capacidad para modular
multiples vias de comunicacion intracelular (Berman et al., 2017; Singh et al., 2019).

Una vez demostrada la capacidad del resveratrol para prevenir la neuropatia y el dolor
asociados, un aspecto crucial a evaluar eran sus efectos sobre el desarrollo tumoral. En los
ultimos anos, el resveratrol ha sido propuesto como un agente quimioprotector, con efectos
sinérgico en tratamientos antineoplasicos (Cocetta et al., 2021). En efecto, este polifenol no
solo podria potenciar los efectos antitumorales de la quimioterapia, sino también mitigar los
efectos adversos asociados (Berman et al., 2017; Xiao et al., 2019). Diversos estudios han
demostrado que la combinacion de resveratrol con oxaliplatino mejora las acciones
antiproliferativas y favorece la apoptosis en lineas celulares de tumores de colon (Nalini &
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Uthayashanker, 2016), pancreas (Cui et al., 2010) y ovario (Nessa et al., 2012). Ademas, la
suplementacion con resveratrol ha mostrado beneficios en pacientes con tumores de colon,
préstata y mama (Berman et al., 2017; Singh et al., 2019).

En nuestro modelo murino, los resultados no evidenciaron una potenciacién de los efectos
antitumorales del oxaliplatino al combinarlo con resveratrol; sin embargo, se observo
claramente que el polifenol no interfiere con dichos efectos, lo que sugiere la seguridad de
su uso concomitante. Estos hallazgos respaldan la posibilidad de utilizar resveratrol como
adyuvante en terapias antineopldsicas, aunque se requieren estudios adicionales para
confirmar su eficacia sinérgica en diferentes contextos tumorales. Considerando los efectos
neuroprotectores y antialodinicos observados en este estudio, las terapias combinadas con
oxaliplatino y resveratrol podrian ofrecer una estrategia innovadora para el tratamiento del
cancer, abordando tanto la eficacia antitumoral como la mitigacién de efectos secundarios
asociados a la quimioterapia.

De hecho, nuestro estudio muestra que el resveratrol es capaz de estimular los mecanismos
de defensa antioxidante y reducir los procesos neuroinflamatorios en el nervio cidtico, los
ganglios de la raiz dorsal y la médula espinal lumbar. Estas acciones previenen o atenuan el
dafio neurotodxico inducido por el oxaliplatino, resultando en una menor activacién de los
circuitos nociceptivos. En particular, nuestros resultados muestran de manera clara que la
administracion oral de resveratrol fue capaz de contrarrestar el aumento en los niveles de
TBARS inducido por oxaliplatino, al mismo tiempo que promovié un aumento significativo en
el contenido de glutatidn total y restaurd la relacién GSH/GSSG, indicando un incremento en
las reservas antioxidantes y una reduccion de la peroxidacion lipidica.

En concordancia con nuestros hallazgos a nivel del SNP, diversos estudios han demostrado
gue el resveratrol ejerce potentes efectos antioxidantes tras lesiones que afectan al SNC.
En un modelo de isquemia-reperfusidn, una uUnica dosis del polifenol administrada de forma
inmediata después del trauma logré reducir significativamente los niveles de la isoforma
inducible de la 6xido nitrico sintasa (iNOS), enzima clave en la sintesis de 6xido nitrico (NO) a
partir de L-arginina (Fu et al., 2018). Ademas, el tratamiento con resveratrol contrarrestd la
liberacidon de radicales libres inducida por la lesidon y promovié un aumento de las defensas
antioxidantes, tanto enzimaticas como no enzimaticas. Entre ellas, se destacan: la superdxido
dismutasa, que neutraliza el anién superéxido; la catalasa, que cataliza la descomposicidn del
perdxido de hidrégeno (H,0,); vy el glutation, considerado el principal regulador del estado
redox celular (Fu et al., 2018). Estos efectos antioxidantes también fueron evidentes en un
modelo experimental de lesion medular por compresién. En este caso, la administracién de
una unica dosis de resveratrol, una hora después de la lesidn, indujo un aumento significativo
de la capacidad antioxidante total —medida que refleja la cantidad de radicales libres
neutralizados— tanto en suero como en tejido medular (Ciftci et al., 2016). Asimismo, se
observd un incremento en la actividad de la paraoxonasa-1, una esterase asociada a las
lipoproteinas de alta densidad que ejerce funciones citoprotectoras mediante la escisiéon de
aductos derivados de la peroxidacién de fosfolipidos (Ciftci et al., 2016).

Ademas, nuestros resultados indican que la suplementacion con resveratrol resulta en

menores niveles de inmunomarcacion de GFAP en ganglios y médula espinal, asi como de IBA-

1 en la médula, lo que sugiere una atenuacion en la activacién de células satelitales en los
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ganglios y de astrocitos y microglia en la médula espinal. Ademas, observamos menores
niveles de expresion de NFkB y TNFa en ambas estructuras, lo que respalda la capacidad del
resveratrol para prevenir los procesos neuroinflamatorios inducidos por el oxaliplatino a lo
largo de la via nociceptiva.

Estos hallazgos coinciden con estudios previos que demuestran los efectos anti-inflamatorios
del resveratrol en diversos modelos de dolor neuropatico. En un modelo de neuropatia
diabética la administracién de resveratrol redujo los marcadores oxidativos e inflamatorios
en el nervio ciadtico (Kumar & Sharma, 2010). En un modelo de lesion por constriccidn crénica
del nervio trigémino, la administracion oral del polifenol redujo la expresién de GFAP e IBA-1
en el nucleo del trigémino, indicando una disminucion en la activacion de astrocitos y
microglia (Yang et al., 2016). Asimismo, en un modelo de lesidn espinal, el resveratrol
disminuyd los niveles de TNFa e IL1B en la médula, correlaciondndose con una reduccion de
la alodinia mecanica (Han et al., 2023).

Se ha propuesto que las acciones citoprotectoras del polifenol estan respaldadas por su
capacidad para activar vias de sefializacién que involucran al factor de transcripcion Nrf2 y a
la enzima SIRT1 (Tamaki et al., 2014), dos reguladores clave de la homeostasis mitocondrial y
de los mecanismos de defensa antioxidantes y anti-inflamatorios (Dinkova-Kostova &
Abramov, 2015; Price et al., 2012; Qiang, 2013). Nuestros hallazgos van en linea con esta
propuesta. SIRT1 es una desacetilasa dependiente de NAD* capaz de sensar el estado redox y
modular procesos celulares esenciales como la reparacién del ADN, la biogénesis mitocondrial
y la regulacion metabdlica (Price et al., 2012). Por su parte, Nrf2 regula la expresion de
numerosos genes implicados en la defensa antioxidante y la detoxificacién, incluyendo
enzimas como superoéxido dismutasa, catalasa, NQO-1 y HO-1 (Nguyen et al., 2009; Qiang,
2013). En nuestro estudio, observamos una regulacién positiva de SIRT1, Nrf2, NQO-1 y HO-
1 en los ganglios dorsales y la médula espinal de animales tratados con oxaliplatino y
suplementados con resveratrol. Estos resultados coinciden con estudios previos que
demuestran que la activacion de SIRT1 y Nrf2 por resveratrol favorece la respuesta
antioxidante y anti-inflamatoria. En particular, se ha observado que la administracién oral de
resveratrol aumenta los niveles de ARNm y proteina de SIRT1, asi como la expresién de Nrf2,
NQO-1 y HO-1 en el tejido gingival de animales con periodontitis (Tamaki et al., 2014).
Ademas, se ha propuesto que el resveratrol actia como un potente activador de SIRT1,
mediante la unidn directa al dominio regulador de la enzima (H. Shao et al., 2014). Y al activar
SIRT1, puede modular positivamente la via de Nrf2, potenciando asi los efectos protectores
frente a estrés oxidativo, neuroinflamacion y disfuncion mitocondrial (Zhu et al., 2024). En
efecto, el papel critico de la via de sefializacién de Nrf2 en la atenuacién de la disfuncion
mitocondrial, la produccion de ROS y la apoptosis de las neuronas aferentes primarias
inducida por quimioterapia ha sido corroborado mediante el uso de ratones knock-out para
Nrf2 (Yang et al., 2018). Interesantemente, también se ha demostrado que la SIRT1 espinal
media los efectos antinociceptivos del resveratrol en animales sometidos a una constriccidon
crénica del nervio ciatico (H. Shao et al., 2014) o con dolor por cancer éseo (Lux et al., 2019).

Las propiedades antioxidantes, anti-inflamatorias y antiapoptéticas del resveratrol han

desencadenado efectos neuroprotectores también en modelos experimentales de dano del

SNC, evidenciando su capacidad para reducir el deterioro locomotor y prevenir el desarrollo

de dolor neuropatico (Coyoy-Salgado et al., 2019; Lopez et al., 2015; Pietro et al., 2020; Xu et
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al., 2020). En nuestro modelo, las acciones antioxidantes y anti-inflamatorias mediadas por
este polifenol probablemente contribuyeron a reducir el dafio en las neuronas aferentes
primarias y a atenuar la activacion de los circuitos nociceptivos espinales, resultando en una
prevencion efectiva de los comportamientos asociados con el dolor neuropatico.

En su conjunto, nuestros hallazgos sugieren que el resveratrol, a través de la activacion de
SIRT1 y Nrf2, podria ofrecer una estrategia efectiva para mitigar la neurotoxicidad y el dolor
asociados al uso de oxaliplatino, sugiriendo su utilidad como adyuvante en estrategias
destinadas a mitigar los efectos adversos del quimioterapico. El potencial terapéutico del
resveratrol en esta condicion podria contribuir a reducir la incidencia de NPIQ y mejorar la
calidad de vida a largo plazo de los pacientes con céncer.

5.5 Prevalencia y caracteristicas clinicas de la neuropatia por oxaliplatino

Nuestros resultados destacan la elevada prevalencia de neuropatia inducida por oxaliplatino
en pacientes con carcinoma colorrectal en Argentina. Con una prevalencia general del 73%,
nuestros hallazgos coinciden con la literatura internacional, que reporta una incidencia media
del 60% - 80% entre los pacientes tratados con este derivado del platino (Staff et al., 2019;
Uwah et al.,, 2012b; Velasco & Bruna, 2010; Zedan et al., 2014). Notablemente, entre las
variables investigadas como posibles factores de riesgo, se observd una asociacion
significativa con el sexo femenino. En contraste, la incidencia de NPIO no demostrd asociacion
con la edad, el sobrepeso, el estadio tumoral, el esquema quimioterapico empleado, la dosis
de oxaliplatino administrada en cada ciclo, ni la dosis acumulada.

De este modo, uno de los aspectos mas relevantes de este trabajo es la clara asociacién entre
el sexo femenino y el riesgo de desarrollar neuropatia periférica, con una mayor prevalencia
de sintomas asociados a neurotoxicidad en mujeres. Por otra parte, la severidad del cuadro
clinico pareciera ser mayor en los hombres, evidenciado por una mayor persistencia de los
sintomas luego de finalizado el tratamiento quimioterapico y una mayor frecuencia de
reduccion de dosis o interrupcion del tratamiento. De hecho, el sexo del paciente es una de
las variables que han sido estudiadas como posible factor de riesgo para el desarrollo de
neurotoxicidad por oxaliplatino (Ahmed et al., 2019; Alejandro et al.,, 2013; Uwah et al,,
2012b; Velasco & Bruna, 2010). Se ha propuesto que factores hormonales, metabdlicos,
farmacocinéticos, asi como diferencias en la respuesta al estrés, podrian influir en una
vulnerabilidad diferencial (Staurengo-Ferrari et al., 2021; Wang et al., 2022).

No obstante, las observaciones de estudios previos no han sido consistentes (Ahmed et al.,
2019; Alejandro et al., 2013; Uwah et al., 2012b; Velasco & Bruna, 2010), sugiriendo la elevada
complejidad de las interacciones entre los factores involucrados. Nuestros hallazgos
concuerdan con reportes previos que también identificaron una mayor prevalencia de NPIO
en mujeres, aungue con una mayor frecuencia de cuadros severos en hombres (Velasco &
Bruna, 2010). Por su parte, Ahmed y cols. mostraron una prevalencia de neurotoxicidad por
oxaliplatino similar en ambos sexos, pero con un mayor riesgo de desarrollar sintomas severos
en mujeres (Ahmed et al., 2019). En contraste, otros estudios no encontraron diferencias
significativas entre sexos respecto al riesgo de desarrollar neuropatia o a la gravedad de los
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sintomas (Alejandro et al., 2013; Uwah et al., 2012; Zribi et al., 2020). La disparidad en los
resultados obtenidos subraya la complejidad de la temdtica, asi como la necesidad de realizar
nuevos estudios, idealmente prospectivos y multicéntricos, que aborden esta cuestion.

En cuanto a la edad, nuestros resultados muestran que la mayoria de los pacientes que
desarrollé sintomas compatibles con neuropatia se encontraba en el rango de 45 a 74 afios.
Este patrdn etario es similar al reportado en otras series, donde los pacientes de edad media
y avanzada fueron los mds afectados, probablemente debido a la presencia de comorbilidades
gue pueden predisponer a la neurotoxicidad (Mizrahi et al., 2021). No obstante, la ausencia
de una asociacidn significativa en nuestra cohorte sugiere que el impacto de la edad en el
desarrollo de neuropatia es menor en comparacion con el sexo, como también se ha
observado en estudios previos (Griffith et al., 2017; Soveri et al., 2019).

Otro hallazgo interesante de nuestro estudio es la falta de asociacidén entre el esquema
quimioterapico y la prevalencia de neurotoxicidad periférica. Los dos esquemas utilizados en
nuestros pacientes difieren en la dosis de oxaliplatino administrada en cada ciclo, el intervalo
de tiempo entre ciclos, y los fdrmacos antineoplasicos co-administrados. El esquema FOLFOX
implica la administracion de dosis menores de oxaliplatino con una mayor frecuencia, en
combinacién con 5-fluorouracilo (Lieu et al., 2019). En contraste, el esquema XELOX utiliza
dosis mas altas con mayores intervalos entre dosis, y se combina con capecitabina (Lieu et al.,
2019). Dado que, al igual que estudios previos (Griffiths et al., 2018; Soveri et al., 2019), no
encontramos diferencias en la prevalencia de neuropatia entre los pacientes tratados con
FOLFOX y aquellos tratados con XELOX, podriamos postular que ni la dosis por ciclo, ni la
duracién del intervalo entre dosis, ni la combinacién con otros agentes antineopldsicos son
factores determinantes en el desarrollo de neurotoxicidad en nuestra cohorte.

Sin embargo, en el subgrupo de pacientes que desarrollé sintomas compatibles con
neuropatia, se observd una asociacidn significativa entre el sexo femenino y la utilizacién del
esquema XELOX, indicando que la mayoria de las mujeres que desarrollaron NPIQ recibieron
dicho esquema. Ademas, el IMC de las mujeres con neuropatia fue menor al de los hombres.
Estos hallazgos sugieren que la mayor neurotoxicidad observada en mujeres podria deberse
a la administracién de dosis mas altas por ciclo, en combinacién con un menor volumen de
distribucién del farmaco, lo que resultaria en concentraciones plasmaticas mas elevadas v,
por ende, mayor riesgo de toxicidad. En efecto, una revisidn sistematica reciente sostiene que
dosis altas de oxaliplatino por ciclo se correlacionan con mayor neurotoxicidad (Gebremedhn
et al., 2018). Sin embargo, estos hallazgos no han sido siempre consistentes. Mientras que
algunos estudios reportan una mayor prevalencia de NPIO en pacientes tratados con el
esquema XELOX (130 mg/m?) (Storey et al., 2010), otros muestran una prevalencia similar
luego de la administracion de FOLFOX (85 mg/m?) (Mizrahi et al., 2021b; Soveri et al., 2019).

La relacion entre dosis acumulada y riesgo de neurotoxicidad ha sido mas consistentemente
identificada en diversos estudios (Pietrangeli et al., 2006; Staff et al., 2019; Storey et al., 2010;
Wang et al., 2022). Sin embargo, al igual que otros autores (Mizrahi et al., 2021b; Soveri et
al., 2019), no encontramos una asociacion significativa con dicho pardmetro en nuestra
cohorte. La ausencia de asociacién podria explicarse por el hecho de que el umbral de dosis
acumulada reportado en estudios previos oscila entre 1000 y 1800 mg/m?, mientras que sélo
un bajo porcentaje de nuestros pacientes alcanzé tales dosis. La menor dosis acumulada
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detectada en nuestro estudio podria estar relacionada con cambios en la practica clinica tras
la publicacién del estudio IDEA en 2018 (Grothey et al., 2018). Dicho estudio demostrd que,
en pacientes con bajo riesgo de recaida, el uso de 3 meses de tratamiento adyuvante con
XELOX no es inferior a 6 meses en términos de supervivencia libre de recaida y mortalidad, y
ademas estd asociado con una menor incidencia de neuropatia (Grothey et al., 2018).

Otro hallazgo interesante es la diferencia en el periodo de manifestacién del cuadro clinico.
Mientras que la mayoria de las mujeres manifestaron sintomas Unicamente durante el
tratamiento, la mayoria de los hombres lo hicieron tanto durante como después. Aunque no
se alcanzé significancia estadistica, esta tendencia podria reflejar diferencias en la
acumulacién de dafio neuronal o en la recuperacidon post-exposicion. Como ya se ha
mencionado, el dafio neurotdxico causado por el oxaliplatino puede persistir o incluso
empeorar tras la finalizacidn del tratamiento quimioterapico (Loprinzi et al., 2020; Staff et al.,
2017), un fendmeno que parece ser mas frecuente en los hombres de nuestra cohorte.

La asociacién observada entre el sexo masculino y dosis acumuladas mas altas, junto con una
mayor persistencia de sintomas y una frecuencia elevada de modificaciones del tratamiento
guimioterdpico en hombres, sugiere que la severidad del cuadro clinico podria ser mayor en
pacientes varones, posiblemente como consecuencia de las dosis acumuladas mas elevadas.

En conclusién, nuestros resultados muestran la elevada prevalencia de neuropatia inducida
por oxaliplatino en una cohorte de pacientes con carcinoma colorrectal de Argentina.
Ademas, refuerzan la importancia del sexo como un factor de riesgo clave en el desarrollo de
neurotoxicidad: mientras que las mujeres pueden experimentar una mayor carga de sintomas
clinicos, la presentacion en hombres puede resultar mds severa.

5.6 Contribuciones del trabajo y perspectivas futuras

Este estudio aporta evidencia sélida sobre los cambios moleculares y conductuales inducidos
por el oxaliplatino, identifica diferencias significativas segin el sexo —tanto en la
presentacion clinica como en los procesos moleculares involucrados— y demuestra que el
resveratrol ejerce efectos neuroprotectores sin comprometer la eficacia antitumoral,
abriendo nuevas perspectivas terapéuticas.
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Figura 64. Esquema que resume los principales hallazgos de este trabajo de tesis doctoral.

A partir de estos hallazgos, surgen nuevos interrogantes y se delinean futuras lineas de
investigacion orientadas a:

e Evaluar los efectos neuroprotectores y antialodinicos del resveratrol en hembras
tratadas con oxaliplatino, a fin de confirmar su eficacia en ambos sexos.

e Explorar el papel de las hormonas sexuales en la modulaciéon de los mecanismos
neurotéxicos implicados en la neuropatia y el dolor inducidos por quimioterapia,
mediante modelos de manipulacidon hormonal.

e Incorporar modelos de ratones knock-out para profundizar en la cascada de eventos
implicados en el desarrollo de neuropatia y dolor, y para estudiar en mayor detalle los
mecanismos moleculares responsables de los efectos del resveratrol.

e Desarrollar un estudio prospectivo en pacientes oncoldgicos que permita identificar
factores de riesgo (demograficos, clinicos, genéticos y relacionados al tratamiento),
evaluar biomarcadores diagndsticos (como los niveles séricos de la cadena liviana de
neurofilamento) e implementar instrumentos adecuados para el diagndstico vy
seguimiento (escalas y cuestionarios clinico-paciente) (en curso).

En conjunto, estas proyecciones permitirdn avanzar hacia una comprension mas profunday

multidimensional de la neuropatia inducida por oxaliplatino, orientando el disefio de
estrategias personalizadas que mejoren la calidad de vida de los pacientes con cancer.
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