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Resumen

Titulo: Estudio del efecto del dimetilfumarato en la neutropenia y neuropatia periférica inducidas
por el docetaxel en un modelo experimental in vivo.

Introduccion: El docetaxel es un taxano usado para tratar diferentes tipos de céancer. Su
efectividad se limita principalmente por la mielotoxicidad y la neuropatia periférica, efectos
adversos que a menudo conducen a la interrupcion del tratamiento. EI dimetilfumarato se propuso
como alternativa terapéutica de combinacion con el docetaxel dadas sus propiedades antioxidantes
y citoprotectoras.

Objetivo: Evaluar el efecto protector del dimetilfumarato contra la neuropatia periférica y la
neutropenia inducida por el docetaxel en un modelo experimental in vivo.

Metodologia: Se evaluaron cuatro esquemas de administracion de docetaxel en ratas Wistar para
establecer el modelo de dafio méas confiable. En el esquema 1 se administré una dosis Unica de 15
mg/kg de docetaxel (10 mg/mL). El esquema 2 consistié de dos dosis de 15 mg/kg de docetaxel
separadas por tres semanas. El esquema 3 tuvo 6 dosis de 5 mg/kg de docetaxel administradas
semanalmente. Para el esquema 4, se administraron tres dosis de docetaxel de 15 mg/kg, una cada
3 semanas. Cuatro dias después de la Gltima dosis en cada esquema, se ejecutaron pruebas
sensoriales y se obtuvo sangre para evaluar neutropenia. Tras establecer el modelo de dafio, se
administrd dimetilfumarato oral (100 mg/kg/semana) 4 dias previo y el mismo dia de cada
administracion de docetaxel para evaluar su efecto protector.

Resultados: El esquema 3 fue el que mejor representd los dos tipos de dafio. EI dimetilfumarato
atenud la hiperalgesia inducida por docetaxel en las pruebas de presién en pata (P<0.05) y cola
(P<0.02). Se observd una tendencia aparente de atenuacién de la neutropenia, pero sin
significancia estadistica. Se reportaron otros marcadores de toxicidad que llevaron a revisar y
discutir sobre otros potenciales efectos del docetaxel. Los marcadores de estrés oxidante en los
nervios ciaticos de los animales bajo estudio no mostraron diferencias significativas entre los
grupos.

Conclusion: ElI modelo experimental de dafio por docetaxel establecido demostro ser util y
confiable para la evaluacion de agentes protectores como el dimetilfumarato. Este atenud la
hiperalgesia inducida por el docetaxel, pero no la neutropenia. Dado que no se evidencio que el
estrés oxidante mediara el dafio en nervio periférico, se proponen futuros experimentos para la
dilucidacion de estos mecanismos.

Palabras Clave: docetaxel, neuropatia periférica, mielotoxicidad, neutropenia, dimetilfumarato.



14

Abstract

Title: Study of the effect of dimethyl fumarate on docetaxel-induced neutropenia and peripheral
neuropathy in an in vivo experimental model.

Introduction: Docetaxel is a taxane used to treat different types of cancer. Its efficacy is mainly
limited by myelotoxicity and peripheral neuropathy, adverse effects that often lead to treatment
discontinuation. Dimethyl fumarate has been proposed as a potential combination therapy with
docetaxel due to its antioxidant and cytoprotective properties.

Objective: To evaluate the protective effect of dimethyl fumarate against docetaxel-induced
peripheral neuropathy and neutropenia in an in vivo experimental model.

Methodology: Four docetaxel administration schemes were evaluated in Wistar rats to establish
the most reliable damage model. In scheme 1, a single dose of 15 mg/kg docetaxel (10 mg/mL)
was administered. Scheme 2 consisted of two doses of 15 mg/kg docetaxel separated by three
weeks. Scheme 3 had 6 doses of 5 mg/kg docetaxel administered weekly. For scheme 4, three
doses of 15 mg/kg docetaxel were administered, one every 3 weeks. Four days after the last dose
in each schedule, sensory testing was performed and blood was obtained to assess neutropenia.
After establishing the damage model, oral dimethyl fumarate (100 mg/kg/week) was administered
4 days before and on the same day of each docetaxel administration to assess its protective effect.
Results: Scheme 3 showed the best representation of the two types of damage. Dimethyl fumarate
attenuated docetaxel-induced hyperalgesia in paw (P<0.05) and tail (P<0.02) pressure tests. An
apparent trend of attenuation of neutropenia was observed, but without statistical significance.
Other markers of toxicity were reported leading to review and discussion of other potential effects
of docetaxel. Oxidative stress markers in the sciatic nerves of the animals under study showed no
significant differences between groups.

Conclusion: The experimental model of docetaxel damage established proved to be useful and
reliable for the evaluation of protective agents such as dimethyl fumarate. It attenuated docetaxel-
induced hyperalgesia, but not neutropenia. Since oxidative stress was not shown to mediate
peripheral nerve damage, future experiments are proposed to elucidate these mechanisms.

Keywords: docetaxel, peripheral neuropathy, myelotoxicity, neutropenia, dimethyl fumarate.



15

Introduccion

El cancer es una enfermedad o un conjunto de enfermedades desconcertantes y aterradoras,
que se pueden originar en casi cualquier 6rgano o tejido del cuerpo cuando células anormales
crecen de forma descontrolada, sobrepasan sus limites habituales e invaden partes adyacentes del
cuerpo y/o se propagan a otros 6rganos (Organizacién Mundial de la salud, 2025). Siendo de las
enfermedades mas temidas mundialmente, han afectado a los seres vivos multicelulares durante
maés de 200 millones de afios (Hausman, 2019). El cancer, considerado como la segunda causa de
muerte en el mundo, se caracteriza por la proliferacion incontrolada de células anormales y un
reconocimiento aberrante del sistema inmunitario. Segun un informe de la Organizacion Mundial
de la Salud, el cancer es responsable de unos 9,6 millones de muertes en todo el mundo en 2018
(Yinetal., 2021). En Colombia, el cancer fue la segunda causa de muerte durante el periodo 2007-
2013, con aproximadamente 33.538 defunciones anuales, representando el 17.1% de la mortalidad
del pais. El Ministerio de Salud y Proteccion Social define al cAncer como una de las enfermedades
ruinosas y catastréficas y de los eventos de interés en salud publica directamente relacionados con
el alto costo (Direccion de Epidemiologia y Demografia, 2021), lo cual justifica el gran interés que
ha despertado para la investigacion biomédica nacional y de la region.

La quimioterapia antitumoral es un tratamiento farmacol6gico con sustancias quimicas que
destruyen las células cancerosas, de crecimiento y multiplicacion mas rapida que la mayoria de las
células del cuerpo. El uso de la quimioterapia ha aumentado desde la década de 1950. Esto se debe
en gran medida a la mejora en la supervivencia del cancer. El tratamiento y la supervivencia del
cancer han sido revolucionados por la quimioterapia, considerandose uno de los tratamientos mas
eficaces y ampliamente utilizados en la mayoria de los tipos de neoplasias malignas (Patel &

Hotaling, 2020) . Uno de los principales mecanismos de accion de los quimioterapéuticos se basa
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en su actividad citotdxica causada parcialmente por la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ERO). Sin embargo, los tratamientos quimioterapéuticos no atacan especificamente sélo a las
celulas cancerosas, sino también a células normales, lo que provoca efectos secundarios
dependientes de la dosis, como fatiga, nauseas, pérdida de cabello y vomitos, entre otros; incluso
puede ocurrir la muerte en casos severos. La Administracion de Drogas y Alimentos (FDA, del
inglés Food and Drug Administration) de los EE. UU. aprob6 un total de 132 medicamentos de
quimioterapia contra el cancer, de los cuales se ha informado que 56 medicamentos causan estrés
oxidante (Aslam et al., 2014). De hecho, muchos medicamentos contra el cancer aprobados por
la FDA eliminan eficazmente las células cancerosas al aumentar la produccién de ERO (Jiang et
al., 2023).

El docetaxel es un taxano semisintético, analogo del paclitaxel, aprobado por la FDA para
el cancer de mama, ovario, pulmén y préstata, entre otros (New et al., 1996; Zehua et al., 2022).
Su actividad se basa en la unién especifica a las subunidades beta-tubulina de los microtubulos,
inhibiendo la despolimerizacion de la tubulina y, por tanto, estabilizando los microtibulos. En
consecuencia, el ciclo celular se detiene en mitosis, lo que conduce a la muerte celular (Cortes &
Pazdur, 1995; Zajaczkowska et al., 2019). Ademas, el docetaxel también es capaz de conducir a
las células cancerosas a la apoptosis intrinseca mediante la inhibicion de la expresion de los genes
antiapoptéticos BCL-2 y BCL-X y de detener el crecimiento del cancer mediante la regulacion a
la baja de la via de sefializacion del receptor de androgenos (Schweizer & Antonarakis, 2014). La
muerte de las células cancerosas depende de la concentracion del farmaco y del tiempo de
exposicion. Sin embargo, el docetaxel puede producir reacciones adversas como neuropatia
periférica, neutropenia febril, reacciones a la infusion, fatiga, retencion de liquidos, neumonitis y

complicaciones gastrointestinales (Ho & Mackey, 2014).
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El dimetilfumarato, un éster del acido fumarico (éster de acido carboxilico a, B-insaturado),
es un farmaco aprobado por la FDA y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA, del inglés
European Medicines Agency), que es eficaz en el tratamiento de la esclerosis mdaltiple
remitente/recurrente y se considera un tipo de antioxidante indirecto, ya que promueve la
activacion vy estabilizacion del factor nuclear eritroide 2-relacionado con el factor 2 (Nrf2, del
inglés Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) (Jiahe et al., 2020; Sangineto et al., 2020) . El
dimetilfumarato entra en el organismo por via oral y se disocia a monometilfumarato en el
intestino, donde posteriormente interactda con las células inmunitarias en la circulacion sanguinea
y atraviesa la barrera hematoencefélica hasta llegar al sistema nervioso central (Al-Jaderi &
Maghazachi, 2016). Existen diferentes trabajos sobre hepatoproteccidn, neuroproteccion y
proteccion antiartritica utilizando dosis orales diarias de entre 25 y 100 mg/kg de dimetilfumarato
durante varias semanas, que muestran un efecto citoprotector mediado por Nrf2 en ratas Wistar
(Dwivedi & Jena, 2020).

Aunque la neuropatia periférica y la neutropenia son efectos adversos inducidos por la
quimioterapia ampliamente descritos, la reduccion de la dosis o la interrupcion del tratamiento
sigue siendo la alternativa mas eficaz para combatir estos efectos. Se requiere mas investigacion
preclinica sobre estrategias para inhibir o atenuar la neuropatia periférica y la neutropenia
inducidas por docetaxel sin afectar su eficacia terapéutica, garantizando la calidad de los datos y
reduciendo éticamente el numero de animales de experimentacion. Debido a las caracteristicas
citoprotectoras del dimetilfumarato reportadas previamente en diferentes modelos experimentales,
se establecio como objetivo de este trabajo el evaluar el efecto protector del dimetilfumarato contra

la neuropatia periférica y la neutropenia inducidas por el docetaxel en ratas Wistar.
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La primera fase de este proyecto fue el establecimiento de un modelo de rata para la
induccion simultdnea de mielotoxicidad y neuropatia periférica por docetaxel, atil para estudiar
alternativas terapéuticas protectoras y que permitiera evaluar ambos efectos en el mismo animal.
Se probaron cuatro esquemas de administracion diferentes basados en informacion clinica y
modelos experimentales. Se realizaron pruebas sensoriales para evaluar la neuropatia periférica y
se obtuvo sangre para determinar la neutropenia. Se eligio el esquema que representaba mejor los
cambios tanto en los umbrales nociceptivos (neuropatia periférica) como en la neutropenia
(mielotoxicidad).

Utilizando el modelo de toxicidad experimental de docetaxel resultante, se implemento la
segunda fase de este proyecto utilizando el dimetilfumarato como alternativa protectora contra el
dafio inducido por docetaxel. Al igual que en la primera fase, se realizaron pruebas sensoriales
para analizar los cambios en los umbrales nociceptivos y se obtuvo sangre para conteo celular
completo y bioquimica sanguinea. Ademas, se extrajo nervio ciatico para estudio de marcadores
de estrés y dafio oxidante.

Con los nervios extraidos, se dio paso a la fase 3, utilizando un homogenado del tejido para
el estudio de marcadores de estrés oxidante, especificamente la peroxidacion lipidica, glutation
total y la actividad de las enzimas antioxidantes catalasa y superdxido dismutasa (SOD). Con parte
de la sangre extraida se obtuvo plasma sanguineo para la determinacién de creatinina, urea y las
actividades de fosfatasa alcalina, alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa
(AST) y creatina quinasa (CK-MB) para evaluar toxicidad o disfuncion en otros sistemas o tejidos
(funcidn renal, hepéatica o muscular).

Los resultados obtenidos permitieron demostrar que, a las dosis administradas, el

dimetilfumarato es un agente protector potencial contra la neuropatia periférica inducida por
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docetaxel. Sin embargo, con el esquema de administracion usado no se observé proteccion del
dimetilfumarato contra la neutropenia. Se requieren mas estudios con otras dosis 0 esquemas de
administracion de dimetilfumarato para determinar si puede ser un potencial agente protector ante

ambos efectos adversos.
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1 Objetivos
1.1 Objetivo General
Evaluar el efecto protector del dimetilfumarato contra la neuropatia periférica y la
neutropenia inducida por el docetaxel en un modelo experimental in vivo.
1.2 Objetivos Especificos
Establecer un modelo experimental in vivo de neuropatia periférica y neutropenia inducidas
simultdneamente por docetaxel en ratas Wistar.
Evaluar el efecto protector del dimetilfumarato contra las alteraciones sensoriales y
neutropenia inducidas por el docetaxel en ratas Wistar.
Determinar el papel del dafio oxidante y el estado redox celular en la neurotoxicidad

inducida por el docetaxel y los mecanismos de proteccion del dimetilfumarato.
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2 Marco teorico y estado del arte

Una de las enfermedades mas temidas a nivel mundial es el cancer, debido a su gran
incidencia y mortalidad, la cual ha aumentado en las ultimas dos décadas, probablemente debido
a nuestro estilo de vida, h&bitos cambiantes y una mayor esperanza de vida (Roy & Saikia, 2016).
El cancer es una enfermedad que se caracteriza por presentar un crecimiento descontrolado de
células anormales en el cuerpo. Se desarrolla cuando el material genético de una célula cambia,
provocando que las células crezcan fuera de control, se dividan demasiado rapido y evadan la
muerte celular programada. Se puede presentar en casi cualquier 6rgano o tejido, dando lugar a
muchos tipos de cancer como de pulmaon, colon, senos, piel, huesos o el tejido nervioso, entre otros
(Sénchez, 2013) .

En Colombia, el cancer es considerado un problema importante de salud pablica. Las zonas
de mayor riesgo de incidencia de cancer en general estan concentradas en el Eje Cafetero,
Antioquia, Valle del Cauca, Santander y Norte de Santander, Bogota y Meta (Instituto Nacional
de Cancerologia, 2022). En 2022, de acuerdo con estimaciones reportadas por la Global Cancer
Observatory (GLOBOCAN), se presentaron 117.620 nuevos casos de cancer y 56.719 muertes
asociadas a cancer en Colombia, siendo los canceres de préstata y seno los de mayor incidencia y

los de estdmago y pulmon los mas mortales (Global Cancer Observatory, 2022).

2.1 Quimioterapia
Existen diversos tratamientos contra el cancer, entre los que se encuentran la cirugia de
extirpacion, la quimioterapia, la radioterapia, la inmunoterapia, la terapia hormonal y la terapia

fotodinamica, entre otras (Instituto Nacional del Cancer - NIH, 2022). La quimioterapia es una
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estrategia usada para el tratamiento de distintas afecciones. En términos generales, la
quimioterapia se refiere al uso de sustancias quimicas para inhibir células malignas o agentes
infecciosos de una enfermedad, como microorganismos, sin afectar demasiado a las células
huésped (Alam et al., 2018). La quimioterapia se usa principalmente para tratar enfermedades
sistémicas en lugar de lesiones localizadas que son susceptibles de cirugia o radiacion. Con
respecto al cancer, la quimioterapia utiliza agentes antineoplasicos en un intento de destruir las
células tumorales al interferir con la funcion celular, incluida la replicacion. Los farmacos
quimioterapéuticos suelen tener mecanismos de accion que involucran una lesion letal en el ADN,
lo que conduce ademas a la muerte de células malignas por apoptosis. Esto es particularmente
importante en el tratamiento contra el cancer, ya que las células cancerosas crecen y se multiplican
mucho mas rapido que la mayoria de las células del cuerpo. EI modo de accion de ciertos agentes
quimioterapéeuticos involucra también la generacion de radicales libres causando dafio celular y
necrosis en las células malignas (K. Singh et al., 2018). Dado que otras células del cuerpo pueden
ser blanco de los mecanismos de accion de los antineoplasicos, por ejemplo, aquellas con una tasa
de proliferacion similar a las tumorales, la quimioterapia acarrea el riesgo de que se presenten
efectos secundarios derivados de su toxicidad, como la mielosupresion, la caida del cabello y la

mucositis, limitando asi su efectividad (Conklin, 2004).

2.2 Toxicidad sistémica inducida por quimioterapia
Una de las causas de la alta mortalidad del cancer se basa principalmente en la resistencia
que estos presentan frente a los diversos tratamientos. Mas especificamente, el fracaso de la
quimioterapia en el tratamiento del cancer se debe sobre todo el desarrollo de resistencia a los

farmacos, ademas de que todos los farmacos contra el cancer son citotoxicos tanto para las células
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cancerosas como para las normales (Alam et al., 2018). La gama de efectos secundarios no
deseados referentes a su uso es muy amplia, llegando en algunos casos a ser potencialmente
mortales o gravemente debilitantes. Se conocen un gran numero de efectos adversos asociados al
tratamiento del cancer por quimioterapia, tales como dafio cardiaco, toxicidad renal, toxicidad
pulmonar e incluso problemas de fertilidad, los cuales son leves y pueden tratarse (Lundqvist et
al., 2015). No obstante, los efectos adversos mas comunes son el dafio a la médula dsea, el cual se
caracteriza principalmente por neutropenia (K. Singh et al., 2018), y la neuropatia periférica, que
se caracteriza por sintomas de dolor y fatiga causadas por dafio en los nervios periféricos (Jones et
al., 2019). La quimioterapia induce neuropatia periférica dafiando los nervios que controlan la
sensibilidad y, ocasionalmente, los que controlan la movilidad. Sin embargo, no estéa claro por qué
se da esta afeccion, como actla, ni cuando (Julie Munch, 2017). La neuropatia se puede dar en
pacientes desde la primera dosis o0 experimentarla hasta etapas avanzadas del tratamiento, incluso
algunos pacientes pueden continuar con la neuropatia bastante tiempo después de terminado el
tratamiento, y en otros simplemente desaparecer finalizado el tratamiento. Generalmente, la
neuropatia periférica se clasifica como un sindrome de dolor; sin embargo, los pacientes pueden
tener una variedad de sintomas que, en algunos casos, se interpretan o expresan como dolor, pero
en otros como sensaciones extrafias tales como hormigueo o pérdida de sensibilidad (Julie Munch,
2017). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha mostrado resultados estadisticos donde la
prevalencia del dolor en pacientes con cancer oscila entre el 40% y 60% y que dicho sintoma
explica la mitad de las causas de hospitalizacion en esta poblacion. Varios estudios realizados en
Estados Unidos determinaron que cerca del 1,5% de las personas presentan algin grado de dolor
neuropatico, que, a su vez, causa entre el 25% y 40% de las visitas a clinicas especializadas

(Cardona et al., 2010).
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2.3 Estrés oxidante y especies reactivas de oxigeno (ERO)

Los organismos aerdbicos estdn expuestos constantemente a diversos agentes oxidantes
generados intencionalmente o como subproductos. En general, estos oxidantes son de dos tipos:
las ERO vy las especies reactivas de nitrogeno (ERN). Ambos tipos tienen funciones bioldgicas
esenciales para el desarrollo celular normal (Carvajal, 2019) . El estrés oxidante es el resultado de
un desequilibrio entre las ERO y las defensas antioxidantes. Este estrés oxidante desregula una
serie de funciones celulares y conduce a diversas condiciones patoldgicas en las que las ERO
superan las defensas antioxidantes del organismo, lo que lleva a la modificacion oxidante de
macromoléculas bioldgicas, la lesion tisular y a la muerte celular acelerada, provocando
alteraciones en la funcidén celular que se relacionan con varias afecciones, como la inflamacion
cronica, el asma, las enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares, la senescencia y el
cancer (Gulcin, 2020). Las ERO son especies quimicas intracelulares que contienen oxigeno y son
reactivas frente a lipidos, proteinas y ADN. Las ERO incluyen el anién superoxido (O2e—), el
peroxido de hidrogeno (H20z2), asi como los radicales hidroxilo (OHe). Los diferentes tipos de
ERO tienen diferentes propiedades quimicas intrinsecas que dictan su reactividad y objetivos
bioldgicos preferidos (Glasauer & Chandel, 2014).

Las ERO tienen funciones contradictorias en la oncogénesis, 1o que tiene implicaciones
importantes para el desarrollo de posibles terapias contra el cancer que involucran modular los
niveles redox celulares. Las dos fuentes principales de ERO son las mitocondrias y la familia de
NADPH oxidasas (NOX) (Figura 1). Las mitocondrias pueden liberar O2+— o H2Oz. En el citosol,
la superoxido dismutasa 1 (SOD1) convierte el O2¢— en H2O. Las NADPH oxidasas también

pueden generar Oz+— en el citosol. Por otro lado, la catalasa, la glutation peroxidasa (GPX) y las
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peroxiredoxinas (PRX) pueden convertir el H202 en agua (Lambeth, 2004). Al reaccionar con
iones ferrosos o cuprosos, el H2O> forma radicales OHe que pueden danar el ADN, las proteinas y
los lipidos. ElI H20O. controla la sefializacion celular mediante la oxidacion de los tioles de las
proteinas. Diferentes niveles de H20. conducen a diferentes resultados celulares. Las
concentraciones normales intracelulares de H202 son importantes porque proporcionan un entorno
oxidante permisivo para la sefializacion celular que es ideal para mantener la homeostasis (por
ejemplo, diferenciacion y proliferacién) y para adaptarse al estrés (por ejemplo, el metabolico).
Los niveles de H2O> por debajo de este rango éptimo conducen a una alteracion de la sefializacion
celular que provoca la pérdida de la homeostasis. Por otra parte, los niveles de H>O» por encima
del rango Optimo causan dafio oxidante y una sefializacion celular aberrante que dan lugar a
patologias como el céncer, o términos extremos como la muerte celular, cuando los niveles de
H20, son muy elevados (Glasauer & Chandel, 2014).

Los niveles altos de ERO pueden estar ligados al dolor neuropatico periférico. Las ERO
elevadas en las neuronas de los ganglios de la raiz dorsal (GRD) y en las células inmunitarias y de
la glia promueven la hiperexcitabilidad de las neuronas de los GRD a través de varios mecanismos,
incluida la alteracién de la bioenergética mitocondrial, lo cual perjudica la produccion de energia
y la homeostasis i6nica, conduciendo a la actividad espontanea y la degeneracién de los
nociceptores. Estas especies reactivas también inducen indirectamente la hiperexcitabilidad
neuronal mediante la promocion de la expresion de mediadores neuroinflamatorios como el factor
nuclear potenciador de la cadena ligera kappa de las células B activadas (NFkB). Por lo tanto,
restaurar el equilibrio redox tiene el potencial de resolver multiples mecanismos de dolor (Jiahe et

al., 2020) .
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Figura 1. Regulacion y efectos bioldgicos de las especies reactivas de oxigeno. Tomado de:
(Glasauer & Chandel, 2014).

2.4 Toxicidad del docetaxel

Ciertos medicamentos han sido implicados en el desarrollo iatrogénico de la neuropatia
periférica inducida por farmacos (NPIF) e incluyen agentes quimioterapéuticos, antimicrobianos,
farmacos cardiovasculares, psicotropicos, anticonvulsivos, entre otros (Jones et al., 2019). La
mielosupresion, caracterizada por neutropenia, anemia y trombocitopenia, entre otras, también es
un efecto adverso importante de la quimioterapia que aumenta la morbilidad/mortalidad y los
costes sanitarios. En la préactica clinica, el 30% de los pacientes experimentan neutropenia
grave/febril durante la quimioterapia, a los dos tercios del primer ciclo (Xu et al., 2018).

El docetaxel es un antineoplasico semisintético, analogo del paclitaxel, aprobado por la
FDA contra el cancer de mama, ovario, pulmén, préstata y otros tipos de cancer (New et al., 1996;
Zehua et al., 2022). Su actividad se basa en el ligamiento especifico a las subunidades de beta

tubulina de los microttbulos, promoviendo su ensamblaje e inhibicién de la despolimerizacién de
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la tubulina; por ello, estabiliza los microtubulos (Cortes & Pazdur, 1995). El equilibrio entre los
heterodimeros de la tubulina y los microttbulos esta controlado por unas proteinas denominadas
MAPS (del inglés microtubule assembly proteins). El docetaxel se une a los microtubulos en sitios
especificos de las MAPS sin alterar el nimero de heterodimeros, pero estabiliza la tubulina en
condiciones en que la polimerizacion tiene lugar normalmente. Al impedir los procesos normales
de formacion-despolimerizacion de los microtubulos, el docetaxel provoca la muerte celular. Los
efectos citotdxicos se deben a que el docetaxel bloquea algunos de componentes criticos en la fase
S de la division celular que son esenciales para la mitosis. Igualmente, el docetaxel afecta la
organizacion del centrosoma en la fase S, lo que ocasiona una mitosis incompleta y la muerte de
la célula. El docetaxel actta inicamente sobre las células en mitosis y afecta solo parcialmente las
células en la fase G1 (Instituto Quimico Bioldgico, 2009). Ademas, el docetaxel también es capaz
de inhibir la expresion de genes antiapoptoticos como BCL-2 y BCL-X., favoreciendo la
liberacion del citocromo ¢ mitocondrial mediada por la proteina pro-apoptética Bax. De este modo
se activa la caspasa-9, la cual lleva a la ejecucion de la apoptosis intrinseca, también llamada
apoptosis mitocondrial (M. T. Schweizer et al., 2016). La destruccion celular depende de la
concentracion del farmaco y del tiempo de exposicién. Pero asi mismo, como es comun en algunos
tratamientos quimioterapéuticos, el docetaxel puede producir efectos citotoxicos y reacciones
adversas como neuropatia periférica, reacciones a la infusion, neutropenia febril, fatiga, retencién
de fluidos, neumonitis y complicaciones gastrointestinales (Ho & Mackey, 2014). La
neurotoxicidad periférica asociada al docetaxel es un sindrome de dolor agudo que consiste en
dolor muscular difuso, principalmente en piernas, caderas y espalda baja, aunque se puede

extender, dando lugar a mialgia y/o artralgia (Velasco & Bruna, 2015). La polineneuropatia
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asociada al docetaxel puede ser de tipo sensitiva, sensitiva axonal y motora (Sepulveda Séanchez,
2019).

Los tratamientos disponibles para el dolor neuropético tienen una eficacia modesta y
efectos adversos significativos, incluido el potencial de abuso. El dolor neuropético, causado por
lesion o enfermedad del sistema nervioso, tiene una prevalencia estimada de 7 a 10% en la
poblacion general y es una enorme carga para la economia y la calidad de vida del paciente (Jiahe
et al., 2020). ElI mecanismo patofisioldgico exacto de la neurotoxicidad periférica inducida por
taxanos aln no estd completamente descrito, sin embargo, se cuenta con alguna informacion
importante. Las neuronas son células quiescentes, pero los microtubulos intactos son requeridos
para el transporte axonal anterdgrado y retrégrado, del cual dependen la funcién y supervivencia
neuronal. Los taxanos inducen una reconfiguracion polar aumentada que estabiliza los
microtUbulos y que puede alterar el transporte axonal de diferentes sustancias y mitocondrias. Esta
estabilidad microtubular conduce a una pérdida de la integridad axonal o a su degeneracion, lo
que, a su vez, se traduce en una fisiologia nerviosa anormal (Velasco & Bruna, 2015) . Se ha
demostrado que las mitocondrias en axones de neuronas sensoriales son susceptibles a la toxicidad
por taxanos dada la liberacion de calcio, lo cual conduce a disfuncién mitocondrial y, por tanto, a
un déficit energético cronico. Especificamente, se ha propuesto el dafio mitocondrial y de fibra
fina como mecanismo de toxicidad del paclitaxel, produciendo una toxicidad inmediata y aguda,
incluso desde la primera dosis (Sepulveda Sanchez, 2019). Ademas, existe informacion de que
los taxanos desencadenan la formacion de ERO en las células cancerosas. Una concentracion
excesiva de ERO puede provocar la activacion de la apoptosis también en las neuronas,
contribuyendo a la toxicidad de los taxanos. Se ha demostrado que el paclitaxel induce alteraciones

en la membrana mitocondrial que afectan la liberacion de citocromo C conduciendo a la apoptosis
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(Rizzo, 2021). Normalmente, el dafio y la disfuncién mitocondrial se asocian con generacion
descontrolada de ERO, bajos niveles de antioxidantes celulares y estrés oxidante en general
(Orrenius, 2007). Los pacientes sometidos a tratamiento con taxanos pueden presentar dos tipos
de neurotoxicidades periféricas: agudas transitorias y subagudas de larga duracion. El paclitaxel y
el docetaxel se asocian a un sindrome de dolor agudo en hasta el 70% de los pacientes, consistente
en un dolor muscular difuso, con mayor frecuencia en piernas, caderas y region lumbar, aunque
puede ser generalizado (Velasco & Bruna, 2015).

Segun las directrices de la Sociedad Americana de Oncologia Clinica (del inglés American
Society for Clinical Oncology) y la Sociedad Europea de Oncologia Médica, no existen agentes
recomendados o eficaces para prevenir la neuropatia periférica inducida por la quimioterapia. Los
ensayos clinicos han demostrado que el tratamiento con duloxetina reduce los sintomas de dolor,
entumecimiento y hormigueo, pero sélo en un grado moderado, con un mejor efecto protector en
el tratamiento de la neuropatia periférica debida a farmacos basados en el platino que a otras
terapias como los taxanos (Desforges et al., 2022). Se han explorado otras opciones, como los
antidepresivos triciclicos o los farmacos anticonvulsivantes, pero los ensayos muestran resultados
dispares (Jordan et al., 2020; Loprinzi et al., 2020).

Por otra parte, la neutropenia sigue siendo una afeccion que no tiene mas tratamiento que
la prevencion frente a posibles infecciones una vez adquirida. La neutropenia grave suele requerir
la modificacion del regimen de quimioterapia y puede comprometer la eficacia anticancerosa. La
prevencion de la neutropenia es un beneficio importante para el paciente por razones de seguridad,
eficacia del tratamiento y rentabilidad (Blayney et al., 2022). Existen directrices recientes basadas
en la evidencia para la prevencion de las infecciones asociadas a la neutropenia inducida por la

quimioterapia (Dale, 2016). Sin embargo, los antibioticos son el tratamiento estandar para la
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neutropenia febril y se utilizan cada vez més para la profilaxis en pacientes con bajo riesgo de
neutropenia febril (Dale, 2009). Los factores estimulantes de colonias de granulocitos (G-CSF)
estimulan la produccion y el desarrollo de neutréfilos, los cuales son necesarios para combatir las
infecciones. Algunos G-CSF como el pegfilgrastim y el filgrastim se han utilizado para el
tratamiento de la neutropenia febril causada por quimioterapicos (Lee et al., 2018). Por otro lado,
la plinabulina, un agente inmunomodulador de unidn a microtdbulos no selectivo al G-CSF que
posee propiedades protectoras de las células madre hematopoyéticas y beneficios anticancerigenos
(Blayney et al., 2022), se ha administrado previamente en animales, donde se observo una mejora
de la neutropenia inducida por diversas quimioterapias, como docetaxel, clorhidrato de

doxorrubicina y ciclofosfamida, a través de un mecanismo distinto al G-CSF (Tonra et al., 2020).

2.5 Antioxidantes

Cuando nos referimos a una sustancia 0 molécula antioxidante, se habla de compuestos
capaces de retrasar o incluso prevenir el dafio oxidante irreversible de otras
sustancias/macromoléculas debido a la reactividad de algunos metabolitos presentes en un sistema
vivo. Se promueven asi beneficios para la salud, ya que el estrés oxidante es la raiz de varios
procesos fisiopatoldgicos (Mendonga et al., 2022). El aporte de antioxidantes actua neutralizando
las ERO que se producen en el sistema durante los procesos fisiol6gicos (Harasym & Oledzki,
2014). Esta capacidad los hace utiles para mantener la correcta funcion de las proteinas, ya que las
ERO en exceso llevan a la oxidacion de proteinas y a la interaccion de los carbonilos derivados de
los lipidos con las proteinas, lo que conduce a una alteracion de la funcion de las mismas (Sindhi
et al., 2013). Las frutas se consideran una fuente sustancial de antioxidantes, el consumo de éstas

ayuda en la prevencion de enfermedades cardiovasculares. Los antioxidantes también se
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consideran como posibles tratamientos para enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la esclerosis lateral. Se ha informado que
los antioxidantes desempefian un papel especifico en el tratamiento de varias condiciones
patologicas tales como artritis reumatoide, trastornos cardiovasculares, ulcerogénesis vy
enfermedades de inmunodeficiencia adquirida, que son causadas por el dafio oxidante excesivo a

las células (Sindhi et al., 2013).

2.6 Efectos de antioxidantes sobre la toxicidad de farmacos antineoplasicos

El efecto tdxico de un farmaco se refiere a la generacion de dafio a células y tejidos que
provoca alteraciones patoldgicas, a menudo observadas cuando se usan dosis mayores a las
recomendadas. En el caso de los antineopléasicos, se refiere al dafio local o sistémico en células no
afectadas por el cancer; se le llama también efecto secundario o efecto adverso del tratamiento.
Los farmacos antineoplasicos usados en el tratamiento contra el cancer presentan reacciones
adversas que a menudo estan relacionados con dafio oxidante (Guerrero et al., 2016). Debido al
papel causal de las ERO en la promocion del cancer y al hecho de que varios farmacos induzcan
en su tratamiento un aumento en el estrés oxidante, la investigacion se ha centrado en tratamientos
antioxidantes para amortiguar los niveles de ERO como estrategias terapéuticas contra la
oncogénesis y/o como protectores contra el dafio oxidante en diferentes tratamientos antitumorales
(Gulcin, 2020). Los tratamientos antioxidantes incluyen la suplementacion de eliminadores
naturales de ERO, el tratamiento con antioxidantes exdgenos y también otras estrategias que
disminuyen el estrés oxidante como la interrupcion de la cadena de transporte de electrones

mitocondrial productora de ERO (Weinberg et al., 2010).
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El estrés y el dafio oxidante pueden disminuirse al administrar antioxidantes antes o durante
el tratamiento con antineoplasicos. Se ha demostrado en ensayos in vivo que antioxidantes como
el escualeno evitd la disminucion de la actividad enzimatica de SOD, GPX, catalasa (CAT),
glutation reductasa (GR) y glutation s—transferasa (GST) y de la concentracion de vitamina C,
vitamina E y ceruloplasmina en plasma provocado por ciclofosfamida (Senthilkumar et al., 2006).
El licopeno ha tenido actividad en la disminucion de la nefrotoxicidad durante el tratamiento con
cisplatino (Atessahin et al., 2005), mientras que la N-acetilcisteina, un antioxidante y precursor del
glutation (GSH) impidi6 la produccion de ERO inducida por metotrexato y el aumento de la
permeabilidad paracelular (Maeda et al., 2010). Kim et al. estudiaron la fosfatidilcolina en la
atenuacion de la neurotoxicidad periférica inducida por docetaxel en ratas, donde disminuyo el
estrés oxidante en el nervio ciatico al aumentar los niveles de antioxidantes (actividad de GSH,
GPX 'y SOD) (Kim et al., 2018). Los resultados in vivo sugieren que el uso de antioxidantes no
disminuye la eficacia de los antineoplasicos; por el contrario, en algunos casos potencian su
actividad, ademas de contribuir a la disminucién del dafio provocado por estos farmacos (Guerrero
et al., 2016). Esta capacidad se puede observar en el sulforafano, el cual actla en sinergia con el
cisplatino ayudando a disminuir la citotoxicdiad producida por este, y a su vez potencia su

actividad antitumoral (Khan et al., 2018).

2.7 Factor Nrf2
El factor Nrf2 es un factor transcripcional codificado por el gen NFE2L2 relacionado con
la familia de factores de transcripcion Cap'n'collar que regula la expresion basal e inducible por
estres de méas de 250 genes que contienen la secuencia ARE (secuencia consenso: (A/G) TGA

(G/C) TCAGCA) en sus promotores (Kobayashi et al., 2016). La activacion del factor Nrf2
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aumenta la expresion de enzimas antioxidantes como la NAD(P)H deshidrogenasa quinona 1
(NQO1), la hemooxigenasa 1 (HO-1) y otras (Negrette-Guzman et al., 2013) . En consecuencia,
estas acciones mejoran la funcion mitocondrial y la sintesis de ATP y previenen el dafio oxidante
(Negrette-Guzman et al., 2013; Villavicencio & Quintanilla, 2021). La regulacién de Nrf2 ocurre
principalmente por dos mecanismos especificos: la proteina 1 asociada a ECH similar a Kelch
(Keapl) y la participacion de b-TrCP con la glucogeno sintasa quinasa-3p (GSK)-3p (Figura 2).
En las células normales, Keapl y el adaptador de sustrato de ubiquitina ligasa E3 regulan los
niveles de proteina Nrf2 de manera redox-dependiente. La proteina Keapl forma un homodimero
responsable de secuestrar a Nrf2 en el citosol y hacerlo inactivo (Yamamoto et al., 2018). Keapl
también se une a Cullin 3 (Cul3), el cual forma un ndcleo con el complejo de ubiquitina ligasa E3
a través de una asociacion con la proteina Ring-box1 (Rbx1, también llamada Rocl). En
condiciones homeostéticas, el complejo Keapl-Cul3-Rbx1 puede ubiquitinar Nrf2 y orientarlo
para su degradacion en el proteosoma. En respuesta a electréfilos y oxidantes, que identifican y
modifican quimicamente residuos de cisteina especificos de Keapl, se inhibe la ubiquitinacion de

Nrf2 (Mcmahon et al., 2010).
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Figura 2. Regulacion de la via Nrf2 en células neuronales. Tomado de: (Villavicencio &

Quintanilla, 2021).

2.8 Dimetilfumarato

El dimetilfumarato, un éster de acido fumarico (éster de acido carboxilico a, B-insaturado),
es un medicamento aprobado por la FDA y la EMA, el cual es eficaz en el tratamiento de la
esclerosis mdaltiple recurrente/remitente, ya que disocia el complejo Nrf2-Keapl a través de la
modificacion directa de grupos tiol en Keapl, promoviendo asi la activacién y estabilizacion de
Nrf2 (Jiahe et al., 2020). Este medicamento se utilizd por primera vez para tratar enfermedades
inflamatorias de la piel, como la psoriasis. Los efectos beneficiosos de este medicamento se
corroboraron con la regulacion de la diferenciacion de células CD4 + Thl. EI mecanismo de accion
no se conoce completamente. Después de la ingesta oral, el dimetilfumarato se disocia a

monometilfumarato en el intestino delgado y pasa casi por completo a la circulacién sistémica en
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esta forma, excretandose solo pequefias cantidades de dimetilfumarato en las heces y la orina. El
dimetilfumarato posee una vida media corta de ~12 min dentro del cuerpo, mientras que el
monometilfumarato tiene una vida media corta de 36 h. Esta molécula interactta con las células
inmunitarias en la circulacion sanguinea y atraviesa la barrera hematoencefalica hacia el sistema
nervioso central (Al-Jaderi & Maghazachi, 2016). En ensayos clinicos, mostr6 beneficios positivos
para los pacientes con esclerosis multiple al reducir el riesgo de recaida y reducir la cantidad de
lesiones cerebrales (Al-Jaderi & Maghazachi, 2016). EI monometilfumarato interactda con Keapl
activando el factor Nrf2 para ejercer una respuesta antiinflamatoria y antioxidante (Sangineto et
al., 2020). La estabilizacion y fosforilacion de Nrf2 facilita su importacion nuclear, formando
heterodimeros con MAFG, regulando posteriormente genes citoprotectores e inhibiendo la
translocacion nuclear de NF-«kB, disminuyendo asi la expresion de citocinas inflamatorias,
quimiocinas y moléculas de adhesion dependientes de NF-kB (Iniaghe et al., 2015). Previamente
se ha relacionado el uso del dimetilfumarto en la busqueda del tratamiento del dolor neuropatico
(Cobos del Moral, 2020). Jiahe y colaboradores usaron dimetilfumarato en ratas Sprague Dawley
macho, reportando un incremento del factor Nrf2, lo cual se tradujo en el incremento de la
expresion de superoxido dismutasa y de glutation, potenciando la defensa antioxidante y
promoviendo la disminucién de citoquinas antiinflamatoriastras tras la seccion parcial del nervio
ciatico (Jiahe et al., 2020). Existen diferentes trabajos que involucran hepatoproteccion,
neuroproteccion y proteccion anti-artritis usando dosis orales diarias entre 25 y 100 mg/kg de
dimetilfumarato, de 6 a 8 semanas, mostrando un efecto citoprotector mediado por Nrf2 en ratas

Wistar (Dwivedi & Jena, 2020).
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3 Metodologia

La metodologia de investigacion en este proyecto se dividio en tres fases representadas en
la Figura 3. La primera fase consistio en la estandarizacion del modelo de dafio, la induccion
conjunta de neuropatia periférica y neutropenia, por medio de la evaluacion de 4 diferentes
esquemas de administracion intravenosa de docetaxel usando pruebas nociceptivas y hemogramas.
La segunda fase consistié en la administracion del tratamiento protector contra el esquema de
docetaxel que mejor represento el dafio, usando dimetilfumarato oral y analizando nuevamente por
medio de pruebas nociceptivas y hemogramas. Se realiz6 la extraccion de nervio ciatico y se
prepararon homogenados para dar paso a la fase 3, la cual consistié en el analisis de enzimas y de

moléculas de bajo peso molecular asociadas al estrés y el dafio oxidante.

Fase 1
Induccion conjunta de neuropatia
periférica y neutropenia por
docetaxel

Fase 2
Tratamiento protector contra la neuropatia
periférica y neutropenia inducida por docetaxel

A < Dimetilfumarato ' o
A - —l
_ =g

Fase 3
Evaluacién de los mecanismos de proteccion del dimetilfumarato (DF)
contra la neuropatia periférica inducida por docetaxel

Evaluacion del dafio oxidante y actividad
de enzimas antioxidantes

Figura 3. Fases metodologicas del proyecto.
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3.1 Establecimiento del modelo experimental animal en la induccién conjunta de la

neuropatia periférica y neutropenia (Fase 1)

3.1.1 Reactivos
El docetaxel inyectable se adquirié de BLAU Farmacéutica (Brasil), su presentacion constaba de
dos ampolletas para mezcla: 1 ampolla de compuesto concentrado (docetaxel) y 1 ampolla de
solvente (etanol 13% p/v en agua). Se prepard el docetaxel siguiendo las instrucciones del
fabricante, haciendo una mezcla en proporcion 1:3 del compuesto concentrado y el solvente,
obteniendo una concentracién final de 10 mg/mL. Todo esto fue realizado en cabina de flujo
laminar para evitar contaminacion del medicamento. La preparacion se hacia instantes previos a
la administracion para evitar la cristalizacion, la cual ocurria un dia después de preparada la
solucién. El dimetilfumarato (97%) se adquirié de Sigma-Aldrich (St Loius, MI, EE.UU.) y se
resuspendid en carboximetilcelulosa (CMC, Sigma-Aldrich, St Loius, MI, EE.UU.), la cual se
preparé al 1% p/v diluyendo en agua destilada.
3.1.2 Animales

Se usaron ratas (Rattus norvegicus) de la cepa Wistar, machos, con un peso de 18010 g
al inicio de los tratamientos. Los animales se alojaron, mantuvieron, cuidaron y usaron de acuerdo
a lo dispuesto en la ley 84 de 1989, por la cual el Congreso de la Republica adopto el Estatuto
Nacional de Proteccion de los Animales en el pais; el titulo V de la resolucion 8430 de 1993 del
Ministerio de Salud de Colombia, por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y
administrativas para la investigacion en salud; y siguiendo los lineamientos descritos en la Guia

para el cuidado y uso de animales de laboratorio de la Academia Nacional de Ciencias de los
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Estados Unidos (National Research Council (U.S.), 2011). Los animales nacieron y fueron
mantenidos en el Bioterio de la Universidad Industrial de Santander (UIS) ubicado en la sede UIS-
Guatigara a una temperatura de 21°C — 24 °C, humedad relativa del 55-70%, fotoperiodo de 12
horas de luz y 12 de oscuridad con agua estéril y alimento especializado ad libitum. Se usaron en
total 88 animales para este estudio. Este proyecto contd con el aval del Comité de Etica en
Investigacion Cientifica (CEINCI) de la Universidad Industrial de Santander, registrado en el Acta

N° 12 del dia 30 de abril del 2024.

3.1.3 Tratamiento con docetaxel para induccién conjunta de neuropatia periférica y neutropenia
in vivo.

Se probaron 4 diferentes esquemas de administracion de docetaxel usando informacién
obtenida de la literatura que asegurara neutropenia o neuropatia periférica. Se usé informacion
clinica haciendo la conversion a mg/kg mediante la relacion mg/kg = (mg/m?)/km, donde km
(coeficiente de conversién alométrica) tiene un valor de 6 para ratas (U.S. Department of Health
and Human Services et al., 2005). Se tuvo en cuenta un esquema similar al usado en humanos,
donde el estandar del tratamiento fue una dosis de 75 a 100 mg/m2 administrada una vez cada tres
semanas (Tabernero et al., 2004); aplicando la conversion, se determind el rango de dosis
equivalente en ratas con valores de 12.5 a 16.6 mg/kg. Se tuvo en cuenta también un esquema de
administracion con docetaxel implementado por Zhao et al., donde obtuvieron una disminucion
significativa en el conteo de leucocitos con una dosis de 14.4 mg/kg cada 3 semanas por seis
semanas (Zhao et al., 2010). Igualmente, Branda et al. obtuvieron una leucopenia significativa en
ratas con una dosis Unica de docetaxel (15 mg/kg) (Branda et al., 2006). Por otro lado, se encontrd

un esquema en ratas donde se administra docetaxel en una dosis semanal de 5 mg/kg por 4 semanas
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(Kim et al., 2018) para evaluacion de la neurotoxicidad periférica. Ademas, también se usé como
referencia un esquema que encontrd sintomas de neuropatia periférica en pacientes de 2 a 3 dias
después de administracion de una dosis estandar Unica, manifestandose hasta por 7 dias (Velasco
& Bruna, 2015). Por ultimo, se tuvo en cuenta un esquema alternativo propuesto y evaluado en
humanos usando dosis mas bajas (33 a 40 mg/m?, equivalente a 5.5 a 6.7 mg/kg en ratas)
administradas semanalmente, donde se encontr6 neutropenia, sin disminuir la eficacia antitumoral
(Tabernero et al., 2004; Bria et al., 2006).

Con base en la informacion anterior, los esquemas ensayados fueron los siguientes (Figura

Esquema 1: una dosis Unica intravenosa (i.v.) de docetaxel 15 mg/kg.

Esquema 2: dos dosis, una primera dosis i.v. de docetaxel 15 mg/kg y una igual 3

semanas después.

Esquema 3: seis dosis, una dosis i.v. de docetaxel 5 mg/kg cada semana por seis

semanas.

Esquema 4: tres dosis, una dosis i.v. de docetaxel 15 mg/kg cada 3 semanas.
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Figura 4. Esquemas de administracion de docetaxel evaluados para induccion conjunta de

neuropatia periférica y neutropenia.

Los animales fueron pesados en balanza electrénica de precisién usando un recipiente para

mantenerlos restringidos durante el pesaje. Se tomé el dato de peso cada dia de tratamiento antes

de la aplicacion del mismo, con el fin de determinar la dosis y registrar el aumento o reduccion de

peso en cada animal. El docetaxel (10 mg/mL) se administro por la vena de la cola en volimenes

dependientes del peso del animal. En total, para cada esquema se trataron dos grupos

experimentales: el grupo control (CT, n = 8), al cual se le administra solucién salina isoténica

(SSI) via i.v., y el tratamiento con docetaxel (DT, n = 8). Se usaron para esta primera fase un total

de 64 animales (8 por cada grupo en los 4 esquemas), a los cuales se les realizaron posteriormente
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las mismas pruebas sensoriales y los diferentes analisis sanguineos. Los animales se asignaron de

manera aleatoria para cada uno de los grupos antes de iniciar el tratamiento.

3.1.4 Pruebas comportamentales sensoriales y eutanasia

Al final de los tratamientos, 4 dias después de la Gltima administracion en cada esquema,
se llevaron a cabo pruebas comportamentales sensoriales de presion en pata y en cola y el método
de placa caliente (Kim et al.,, 2018) para determinar posible dafio neuropatico, usando el
analgesimetro tipo Randall-Selitto PANLAB modelo LE7306 y el analgesimetro tipo Placa
caliente PANLAB modelo LE7406 (Panlab, S.L.U., Barcelona, Espafia), respectivamente. Los
ensayos nociceptivos se basaron en indicadores fisicos de malestar, como reflejos de retirada,
lamidos y vocalizaciones (Carter & Shieh, 2010). Se realizaron las mediciones por triplicado, con
duracion de 10 minutos entre cada replica, y se expresaron los datos como el valor de la mediatDE.
Para las pruebas de presion en pata y cola, se ubicé la extremidad sobre la base del equipo tipo
Randall-Sellito y se aplico presién en aumento hasta lograr el estimulo esperado en el animal, que
se tradujo como vocalizacién o retirada de la pata o cola. Se tomaron como resultados los valores
de los umbrales de presion que se obtuvieron una vez logrado el estimulo. Para la prueba de placa
caliente, se realizaron, al igual que en las pruebas de presion, mediciones por triplicado y se
expresaron los datos como el valor de la mediatDE. Se usé un rango de temperatura de 50+0.1°C
y se tomo el tiempo hasta que el animal hiciera una lamida de pata como respuesta al estimulo de
calor. La secuencia de analisis sensoriales se realizé midiendo primero presion en pata, seguido de
placa caliente y por ultimo presion en cola. Para garantizar un tratamiento ético para los animales,
se ajustaron valores maximos de corte de presion en pata/cola max 650 g y hasta 30 s de latencia

en placa caliente con una temperatura de 50+0.1°C (Carter & Shieh, 2010; Suckow Mark et al.,
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2019). Concluidas las pruebas, las ratas se anestesiaron con ketamina (90 mg/kg) + xilacina (15

mg/kg) via intraperitoneal (i.p.), y se realizd exanguinacion como método de eutanasia.

3.1.5 Neutropenia

La neutropenia se evalud por conteo diferencial de neutrofilos y se obtuvo un hemograma
completo para analizar otros marcadores. Para esto, se usé el equipo de hematologia automatizada
Genvet VH50, el cual realizé conteo por citometria de flujo usando sangre completa el dia de la
eutanasia por puncion en el ventriculo izquierdo del animal y almacenada en tubos con EDTA a
4°C hasta su utilizacion en un tiempo no mayor a 4 dias.

De los cuatro esquemas de tratamiento propuestos, se seleccion6 aquel en el que se indujo
neutropenia significativa y en donde se observaron disminuciones significativas en los umbrales

nociceptivos, simultdneamente y de manera consistente y confiable.

3.2 Evaluacion del efecto protector del dimetilfumarato (Fase 2)
3.2.1 Tratamiento protector usando dimetilfumarato
Una vez seleccionado el mejor esquema de tratamiento que asegurd neutropenia y
neurotoxicidad periférica, se incorporé a este el tratamiento con el antioxidante dimetilfumarato
como potencial sustancia protectora. Considerando estudios previos, se propuso un esquema
protector que consto de los siguientes grupos experimentales:
o Control (CT, n=6): como vehiculo del dimetilfumarato, se administré6 CMC 1% p/v
oral (sonda intragastrica), cuatro dias previo y el mismo dia de la administracion

i.v. de solucion salina isotdnica (SSI) como vehiculo del docetaxel.
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o Docetaxel (DT, n=6): se administrd6 CMC 1% p/v oral, cuatro dias previo y el mismo
dia de la administracion del docetaxel, el cual se administro durante 6 semanas
aplicando una dosis semanalmente via i.v., de acuerdo al esquema seleccionado.

o Dimetilfumarato (DF, n=6): se administré dimetilfumarato oral 100 mg/kg/dia
cuatro dias previo y el mismo dia de la administracion i.v. de SSI como vehiculo
del docetaxel de acuerdo al esquema seleccionado.

. DF+DT (n=6): se administroé dimetilfumarato oral en dosis de 100 mg/kg/dia cuatro
dias previo y el mismo dia de la administracion i.v. del docetaxel de acuerdo al

esquema seleccionado.

Al igual que en la fase 1, los animales fueron pesados cada dia de tratamiento antes de las
administraciones con el fin de determinar la dosis y registrar el aumento o reduccién de peso en
cada animal. El tratamiento con dimetilfumarato previo al docetaxel se llevd a cabo para inducir
un ambiente antioxidante en los tejidos del animal antes de la exposicion al docetaxel. Como se
menciond anteriormente, el dimetilfumarato es un antioxidante indirecto que induce la expresion
de enzimas citoprotectoras y antioxidantes mediante la activacion de Nrf2 (Dwivedi & Jena, 2020).
Se escogid un periodo de 4 dias de pretratamiento con dimetilfumarato buscando asegurar un
mayor nivel de estas enzimas.

En total, para esta fase se usaron 24 animales (n = 6 para cada uno de los 4 grupos). Al
igual que en el apartado anterior, cuatro dias después de finalizar el tratamiento, los animales
fueron sometidos a las pruebas comportamentales sensoriales, tomando de igual manera valores
de umbrales de presion para las pruebas de presion en pata y cola, y tiempo de latencia para la

prueba de placa caliente, realizando mediciones por triplicado cada 10 minutos. Posteriormente,
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los animales se eutanasiaron, obteniéndose sangre por puncion en el ventriculo izquierdo,
almacenandola en tubos con EDTA para hemogramas y en tubos con heparina para pruebas de
bioquimica sanguinea. En este caso, también se obtuvo un nervio ciatico de cada rata para estudios

de los mecanismos de dafio y/o proteccion.

3.2.2 Evaluacion de la neutropenia y quimica sanguinea

Neutropenia

La neutropenia, al igual que en el apartado anterior, se evalud en los 4 grupos por conteo
diferencial de neutrofilos y hemograma usando el equipo de hematologia automatizada Genvet
VH50.

Quimica sanguinea

Al igual que para la determinacion de neutropenia, se extrajo sangre del ventriculo
izquierdo de los animales en los 4 grupos tratados usando tubos de heparina. La sangre se
centrifugd a 2000 rpm por 10 minutos justo después de su obtencion, se extrajo el plasma y se
almacené a -20°C hasta su utilizacion en un tiempo no mayor a 2 semanas. Para las
determinaciones, se usaron Kkits obtenidos comercialmente, siguiendo las instrucciones del
fabricante (LabTest Diagndstica S.A., Minas Gerais, Brasil). Se determind la actividad de creatina
quinasa (CK-MB. Ref. 118), aspartato aminotransferasa (AST, Ref. 109), alanina aminotransferasa
(ALT, Ref. 1008) y fosfatasa alcalina (Ref. 79), asi como la concentracion plasmatica de creatinina
K (Re. 96) y urea (Ref. 104). Estas pruebas se realizaron con el fin de obtener informacion
adicional sobre el estado funcional de érganos clave como el corazon, el higado y los rifiones,

estimando posibles dafos tisulares o alteraciones metabdlicas debido a la toxicidad del docetaxel.
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Creatina quinasa (CK-MB)
Se determiné cuantitativamente la actividad de la isoenzima MB de la CK-MB en modo
cinético incubando el plasma y la mezcla de reaccién a 37°C y leyendo el NADH formado a 340

nm a los 0 y 5 minutos, de acuerdo a las siguientes reacciones:

CK-B
Creatina-Fosfato + ADP — Creatina + ATP

HK
ATP + Glucosa — ADP + Glucosa-6-Fosfato

G-6-PDH
Glucosa-6-Fosfato + NAD ———  » 6-PG + NADH

Figura 5. Reacciones involucradas en la determinacion de la actividad de la creatina

quinasa. Tomado de (Labtest Diagndstica S.A., 2011a).

Aspartato aminotransferasa (AST)
Se midid la reduccion de la absorbancia resultante de la oxidacion del NADH a 37°C cada
minuto por dos minutos a 340 nm, la cual es directamente proporcional a la actividad de la AST

en la muestra, segun las siguientes ecuaciones:

AST
L-Aspartato + Cetoglutarato —— Oxalacetato + L-Glutamato

MDH
Oxalacetato + NADH —» Malato + NAD

Figura 6. Reacciones involucradas en la determinacion de la actividad de la AST. Tomado

de (Labtest Diagnostica S.A., 2013)
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Alanina aminotranferasa (ALT)
Se midid la reduccion de la absorbancia resultante de la oxidacion del NADH a 37°C cada
minuto por dos minutos a 340 nm, la cual es directamente proporcional a la actividad de la ALT

en la muestra:

ALT
L-Alanina + Cetoglutarato ——— Piruvato + L-Glutamato

LDH
Piruvato + NADH — NAD + L-Lactato

Figura 7. Reacciones involucradas en la determinacion de la actividad de la ALT. Tomado

de (Labtest Diagnostica S.A., 2012a).

Fosfatasa alcalina (ALP)
Se midié fotométricamente a 405 nm, 37°C, a los 0 y 2 minutos, la cantidad producida de
p-nitrofenol, la cual es directamente proporcional a la actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina

en la muestra:

FALC
p-Nitrofenilfosfato + H,0 —® p-Nitrofenol + fosfato

Figura 8. Reacciones involucradas en la determinacion de la actividad de la ALP. Tomado

de (Labtest Diagndstica S.A., 2011b)

Creatinina
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Se determin6 por medio de una reaccién cinética de 2 puntos, leyendo a 510 nm a los 30 y

90 segundos a una temperatura de 37°C. Se midi6 el cambio de coloracidn del picrato de creatinina:

Creatinina + Picrato alcalino —® Picrato de Creatinina

Figura 9. Reaccidn involucrada en la determinacion de creatinina. Tomado de (Labtest

Diagnostica S.A., 2012b)

Urea

Se utilizoé el sistema enzimatico por fotometria UV usando cinética de dos puntos (tiempo
fijo), incubado a 37°C durante 1 minuto y leyendo posteriormente a 340 nm a los 30 y 90 segundos.
La consecuente reduccion de la absorbancia debida al NADH es proporcional a la concentracion

de urea en la muestra, segun las siguientes ecuaciones:

Ureasa
Urea + H0 —— 2N, + Co,

GLDH
2-cetoglutarato + NH, + NADH —— L-Glutamato + NAD

Figura 10. Reacciones involucradas en la determinacion de urea. Tomado de (Labtest

Diagnostica S.A., 2011c)
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3.3 Evaluacion de los mecanismos de proteccion del dimetilfumarato contra la
neuropatia periférica inducida por el docetaxel (Fase 3).

Uno de los nervios ciaticos de cada animal fue extraido y usado para evaluacion del dafio
y el estrés oxidante. Para esto, cada nervio ciatico fue aislado, lavado con SSI 'y homogenizado en
un amortiguador con inhibidor de proteasas. Se us6 una pastilla comprimida (SIGMAFAST™
Protease Inhibitor Tablets S8820) que contenia AEBSF 2 mM, EDTA 1 mM, bestatina 130 pM,
E-64 14 uM, leupeptina 1 uM y aprotinina 0,3 pM, la cual se disolvié en 100 mL de PBS 50 mM
+ 100 uL de Triton X-100. El tejido extraido se cort6 en partes pequefias para facilitar su ruptura
en el sonicador, se pasé a un vial y se agreg6 un volumen del amortiguador siguiendo la relacion
de 1 mL de solucion de amortiguador por cada 100 mg de tejido. Los viales de nervio con solucion
de amortiguador se mantuvieron en hielo por una hora y se sonicaron posteriormente a 40% con
pulsaciones de 5 segundos durante 1 min con intervalos de 5 segundos entre cada pulsacion en el
homogenizador ultrasénico Pulse 650 (Benchmark Scientific, USA). El material resultante se
centrifugd a 13,000 g por 15 min a 4°C y el sobrenadante fue almacenado a -80°C para la
realizacion de ensayos posteriores. Se obtuvieron en total 24 homogenados de nervio ciatico, uno
para cada animal usado en esta fase,

3.3.1. Evaluacion de marcadores de dafio y estrés oxidante.

A todos los homogenados obtenidos se les realiz6 determinacion de proteinas totales
usando el método de Bradford, a partir de una curva de albumina sérica bovina (ASB) y reportando
los valores como mg/mL. Se implementaron métodos para la determinacién de malondialdehido
(MDA) como marcador de peroxidacion lipidica, las actividades enziméticas de catalasa y

superdxido dismutasa (SOD) y la cantidad de GSH total en los homogenados de nervio ciatico.
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Peroxidacion lipidica.

El malondialdehido (MDA) es un subproducto resultante de la peroxidacion de lipidos de
membrana, el cual es usado como marcador de estrés oxidante. Para la determinacion de MDA en
cada una de las muestras obtenidas, se llevd a cabo el método propuesto por Gérard-Monnier et
al., (Gérard-Monnier et al., 1998). Se tomaron 100 uL de homogenado y se le agregdé 1 uL de
solucién de hidroxitolueno butilado (2,6-di-terc-butl-4-metilfenol) en 0.5 M en acetonitrilo
(0.0551 g HTB en 0.5 mL ACT). Se hizo una lectura por espectrofotometria a 586 nm sobre una
curva con 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMPQO), después de tratamiento con 1-metil-2-fenilindol
(IM2F). El TMPO sufre hidrolisis acida para producir MDA (Figura 11). Para la curva, se usé un
stock A (10 pl de TMPO + 812 pl de buffer de fosfato de sodio 50 mM pH 7.4) y un stock B (10
ul de sol. “stock A” de TMPO + 9.99 ml de buffer de fosfato de sodio 50 mM pH 7.4). Se prepard

1 ml de cada estandar de TMPO segun muestra la Tabla 1.

"CIJCH,; OCH; {Iil} 0

HC-CH,-CH  + 2H,0 — HC-CH;-CH

OCH;  OCHs + 4CH30H
(TMP) | (MDA)

Figura 11. Reaccion de obtencion de MDA a partir de TMPO.

Tabla 1. Curva de TMPO para analisis de malondialdehido

. MDA “« ” A. fosf. potasio
# Estandar (nmol/mL) stock B” TMPO 20 mM pH 7.4

0 0.0000 oul 1000 pl
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1 0.7386 10 i 990 pl
2 1.4772 20 ul 980 ul
3 2.9544 40 ul 960
4 5.9088 80 ul 920 ul
5 11.8176 160 pl 840 pl
6 23.6352 320 ul 680 pl

La solucion de 1M2F 15.4 mM se prepar6 en acetonitrilo:metanol relacion 3:1 (16 mg de
1M2F en 5 mL de acetonitrilo:metanol 3:1). La solucion de acetonitrilo:metanol 3:1 se usé también
como blanco de la prueba. Se pasaron las muestras a analizar junto con cada estandar de TMPO.
Se prepararon todas las soluciones en viales aparte siguiendo las cantidades mostradas en la Tabla
2y se incubaron a 45°C durante 40 min. Posteriormente, se centrifugaron a 3,000 g por 5 minutos,
se extrajo 150 uL del sobrenadante de cada tubo y se depositaron en una placa de 96 pozos. Se
leyo la absorbancia a 586 nm versus la curva estandar de TMPO en una placa de 96. Por ultimo,
se realizaron los célculos para determinar la cantidad de MDA relacionando con la cantidad de

proteinas totales previamente determinada por la prueba de Bradford.

Tabla 2. Cantidades para preparacion de soluciones en la determinacién de malondialdehido.

Estandares Blanco de
Blanco Muestra
(curva TMPO) muestra
Buffer fosfato 50
50 pL -- -- --
mMpH 7.4
Estandares de MDA
-- 50 uL -- --
(CURVA TMPO)

Muestra -- -- 50 uL 50 uL



o1

Sol. de 1IM2F (en
acetonitrilo:metanol; 162.5 uL 162.5 uL 162.5 uL --
3:1)
HCI concentrado
37%
Sol.
acetonitrilo:metanol -- -- -- 162.5 puL
(3:1)
VOLUMEN
TOTAL

37.5uL 37.5 L 37.5uL 37.5uL

250 L 250 L 250 L 250 uL

Determinacion de glutation total

El glutation es el antioxidante endégeno de bajo peso molecular mas importante y el tiol
intracelular mas abundante. Puede encontrarse en la forma de glutatién reducido (GSH) o en su
forma oxidada (GSSG). Para la determinacion del nivel total de glutation se usaron los
homogenados del nervio extraido con acido sulfosalicilico afiadido a una concentracion final de 6
mg/mL. Se sigui6 la metodologia planteada por Rahman y colaboradores (Rahman et al., 2006).
La prueba se baso en la reaccion del GSH con el 5,5'-ditio-bis(acido 2-nitrobenzoico) (DTNB)
para formar el cromoforo amarillo acido 5'-tio-2-nitrobenzoico (TNB), el cual tiene una
absorbancia maxima a 412 nm, y el aducto oxidado glutation-TNB (GS-TNB). La velocidad de
formacion de TNB, medida a 412 nm, es proporcional a la concentracion de GSH en la muestra.
El producto disulfuro (GS-TNB) es entonces reducido por la enzima la glutation reductasa (GR)
en presencia de NADPH, reciclando el GSH de nuevo en lareaccion (Figura 12). La tasa de cambio
en la absorbancia (AA412 nm min-1) se hace lineal para la conveniencia y consistencia de la

medicion y es linealmente proporcional a la concentracién total de GSH. La concentracién de una
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muestra desconocida se determina calculando a partir de la ecuacion lineal o de la curva de

regresion generada a partir de varios estdndares de GSH.

3| NO: \ ’
g I
HOOC».«l' o COOH [ J

ON"“ DTNB

HOOC— -S|
ON"

TNB
A max 412nm GSSG

Figura 12. Principio quimico de la metodologia de reciclaje enzimatico de GSH a partir de GSSG
por glutation reductasa. EI GSH reacciona con el DTNB [acido 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzoico)]
para formar TNB (acido 5-tio-2-nitrobenzoico) y GS-TNB (aducto de glutation del GSH). EI GS-
TNB se reduce entonces a GSH afin al GSSG por GR y NADPH (reciclado). EI TNB formado
puede cuantificarse a 412 nm. DTNB, 5,5’-ditiobis (&cido 2-nitrobenzoico). Figura tomada de
(Rahman et al., 2006).

Se prepararon inicialmente los estandares de GSH. Para esto, se us6 una solucion madre
de GSH disolviendo 1 mg de GSH en 1 mL de KPE (Buffer fosfato de potasio 0,1M con sal
disédica EDTA 5 mM, pH 7,5). Se hizo una dilucién 1:100 con KPE para obtener una solucion de
trabajo de 10 pg/mL. Se tomaron 800 pl de la solucion de trabajo con 200 ul de KPE para hacer la
concentracion estandar superior (26,4 uM) y luego hacer diluciones seriadas dobles para una serie
de estandares con concentraciones mas bajas y poder realizar una cinética de la velocidad de

formacion de TNB usando cada uno de los estandares.
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Para la determinacion de GSH, se usaron placas de 96 pozos, en las cuales se afiadieron 20
ul de KPE como blanco, 20 ul de cada estandar y 20 pl de la muestra de homogenado de nervio
ciatico. Se prepar6 DTNB (2 mg de DTNB en 3 ml de KPE) y GR (9 uL GR 500U en 3 mL de
KPE). Se mezclaron volumenes iguales de soluciones DTNB y GR recién preparadas y se
afiadieron 120 ul a cada pocillo. Se dejaron transcurrir 30 s para la conversion de GSSG en GSH
y, a continuacion, se afiadieron 60 ul de solucion de B-NADPH (2 mg de B-NADPH en 3 ml de
KPE). Posteriormente se leyo la absorbancia a 412 nm en un lector de microplacas cada 30 s
durante 2 min (5 lecturas en total de 0-120 s). Por ultimo, se calcul6 la velocidad de formacion del
acido 2-nitro-5-tiobenzoico (cambio de absorbancia/min) y se determind la concentracion total
real de GSH en las muestras utilizando la regresién lineal para calcular los valores obtenidos a
partir de la curva patron estandar. Los valores de concentracion total de GSH se expresaron

nmol/mg proteina.

Actividad de enzimas antioxidantes

Para la determinacion de la actividad de las enzimas catalasa y SOD se usaron los
homogenados de nervio ciatico extraido preparados inicialmente.

Catalasa

La determinacidn de la actividad de la catalasa se llevé a cabo midiendo la degradacion de
H20- en el tiempo. La descomposicidn enzimatica de H>O> es una reaccion de primer orden, cuya
velocidad siempre es proporcional a la concentracion de perdxido presente. El ensayo de
determinacion de catalasa es un ensayo riguroso debido a que la inactivacion de la enzima se
produce rapidamente (alrededor de 30 segundos) y una alta concentracion del H>O» puede provocar

burbujas que introducen ruido en la determinacion. Por lo anterior fue necesario utilizar H2O. 30
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mM en el ensayo, una concentracion relativamente baja (Aebi, 1984). La actividad de la catalasa
se determind a partir del cambio de la absorbancia debido a la descomposicion del H.O. Para este
ensayo se tomaron 20 uL de los homogenados en dilucion 1:5 con KPE y se mezclaron con 200
uL de H202 30 mM (150 pL de H20- al 30% en 50 mL de buffer de fosfatos 10 mM) y se midio
la absorbancia en una placa de 96 pozos transparente a ultravioleta. Se midi6 la reduccion en la
absorbancia a 240 nm en lector de microplacas (Varioskan LUX, ThermoFisher) con un bucle
cinético de 3 mediciones a los 0, 15 y 30 seg. De acuerdo a Aebi, se uso la constante de reaccion
de primer orden (k) como la unidad de actividad de la catalasa, la cual queda definida de acuerdo

a la siguiente formula (Aebi, 1984):

k= (1/A1)(2.3 x log [A1]/[A2])

Donde:

t = intervalo de tiempo medido

[A1] y [A2] son las absorbancias del H2O2 en los tiempos t1 y to.
Para el intervalo de 30 seg se aplic6 la formula:

k =0.033 x In [A1]/[A2]

Para el intervalo de 15 segundos se aplicé la siguiente formula:

k = 0.0667 x In [As]/[Az]

Finalmente se calcul la actividad especifica al dividir el valor de k entre los mg de proteina

adicionados al ensayo, obtenido previamente por el método de Bradford.

Superdxido dismutasa
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La actividad de la SOD se mide por la capacidad de esta enzima de inhibir la reduccion del
azul de nitrotetrazolio (NBT) por los aniones Oz+— generados por el sistema de la xantina-xantina

oxidasa (XOD). La oxidacion de la xantina puede producir O2¢— como se muestra en la Figura 13.

Sistema generador de superéxido

(0]

0
H
HN N
J\ > Xantina oxidasa [ >:
Xantina 0 e = J\N N Acido urico
H

H
SOD
(muestrs
2H,0

22

N N/<)/NOE OZN\@N N N NH’©/No ON\©\
Oy N‘HL 0 Ot -N>—©

OCH, HCO

. Formazan
Nitroazul de tetrazolio (NBT) A 560 nm

Figura 13. Sistema generador de superoxido a partir del sistema xantina-xantina oxidasa para la

determinacion de formazan a partir de NBT.

Para la determinacion de la actividad SOD en los homogenados, se midio
espectrofotométricamente a 560 nm el formazan resultante de la reduccion del NBT por el Oze—
generado; la SOD presente evitara y asi disminuird la formacion de formazan (Oberley, 1984).
Para esto se prepard una mezcla de reaccion que contenia 5 mL de xantina (3 mM disuelta HEPES
5 mM), 1.5 mL de EDTA (0.6 mM), 450 uL de albumina sérica bovina (ASB 0.1%), 1.5 mL de
NBT (600 uM) y 900 uL de Na.COz (400 mM) a pH 10,2. La XOD se prepar6 tomando 10 uL de
XOD 8400 U/L y diluyéndola a 80 uL en sulfato de amonio 2M. Con esto se obtiene una

concentracion de 1050 U/L para llevarse a una concentracion final de 262,5 U/L, la cual fue la que
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mejor actividad de la enzima presento. Para la medicion, se adicionaron en una placa de 96 pozos
166 pl de la mezcla de reaccion + 33 pl de homogenado + 10 pl de XOD 262,5 U/L. En el caso
del blanco, se cambi6 el homogenado por amortiguador de fosfatos y, en el caso del blanco de
muestra, no se afiadio XOD sino sulfato de amonio 2M. Se incubd a 27°C durante 15 min,
posteriormente se agregaron 66 pl de CuClz 0.8 mM para detener la reaccion y finalmente se leyo

a 560 nm.

3.4. Anélisis estadistico

Los resultados obtenidos en cada fase fueron expresados como el promedio = DE
(desviacion estandar) de las observaciones. EI procesamiento de los datos para la fase 1 se realiz6
inicialmente analizando valores extremos, quitando valores atipicos y determinando la normalidad
de los mismos por el test de Shapiro-Wilk. Los datos obtenidos para todas las pruebas fueron datos
independientes, una vez determinada la normalidad, se hicieron andlisis de comparacion de los
grupos DT vs CT por medio de prueba t no pareada para datos con distribucion normal y Mann-
Whitney no pareada para distribuciones no normales. Para las fases 2 y 3, se realizd el
procesamiento de datos igualmente usando Shapiro-Wilk para determinar normalidad y se hizo la
comparacion entre los grupos por medio de anélisis de varianza (ANOVA) de una via seguido por
un test de comparaciones multiples de Bonferroni para datos con distribucion normal y Kruskal-
Wallis para distribuciones no normales, teniendo en cuenta la busqueda de la hipotesis alterna de
que los grupos son diferentes y rechazando la hipotesis nula de que los datos son similares entre

si. La significancia estadistica se determin a valores P<0.05.
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4 Resultados

En una primera parte se muestran resultados de la validacion del mejor modelo de dafio
por docetaxel, asegurando neuropatia periférica y neutropenia. Posteriormente se muestras los
resultados obtenidos del tratamiento protector con dimetilfumarato contra el dafio producido por
docetaxel. Por altimo, los resultados obtenidos de las determinaciones realizadas con homogenado

de nervio ciatico extraido para el analisis de dafio y proteccion.

4.1.Induccién conjunta de neuropatia periférica y neutropenia usando docetaxel

De los cuatro esquemas de tratamiento propuestos, se tuvo en cuenta, ademas de aquel
donde se observaron en conjunto disminuciones significativas del conteo de neutréfilos y los
umbrales nociceptivos en los grupos DT, comparados con los grupos CT, aquel que tuviera menor

namero de dosis, tiempo e intervenciones para el animal.

4.1.1. Toxicidad del docetaxel

La toxicidad del docetaxel fue visible durante todo el tratamiento representado por el
comportamiento animal y los habitos alimenticios y de convivencia. Los animales tratados con el
medicamento (DT) mostraron una disminucion significativa de peso a lo largo del tratamiento, el
cual fue mas evidente en los esquemas 3 y 4. Se realizé una prueba t comparando el grupo DT
versus el grupo CT de cada esquema de administracion, para determinar las diferencias
significativas entre los datos. En la Figura 14 se puede observar un diagrama de control de peso
en cada dia de tratamiento para los 4 esquemas. El diagrama muestra una diferenciacion en el peso

de los animales entre el grupo DT vs CT para cada uno de los tratamientos. En todos los
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tratamientos se puede ver una disminucion del peso corporal en los grupos DT, mientras que los
grupos CT muestran un aumento normal. Los esquemas 1 y 2 mostraron diferencias significativas
solo hasta la finalizacion del tratamiento, mientras que los esquemas 3 y 4 mostraron diferencias
significativas en la disminucion del peso corporal desde la segunda y tercera dosis,

respectivamente.

500

S1-CT
S1-DT
S2-CT
S2-DT
S3-CT
S3-DT
S4-CT
S4-DT

400+

F ok e

300+

Weight (g)

2004

100 IIIIIIIII I IIIIIIIII I IIIIIIIII

Figura 14. Cambio de peso corporal en ratas Wistar a lo largo del tratamiento con cuatro esquemas
de administracion de docetaxel para la induccion simultanea de neuropatia periférica y
neutropenia. El peso corporal se midié en los dias de administracion de docetaxel para los

esquemas 1 a4 (S1, S2, S3y S4) y el dia de la eutanasia. DT: grupo docetaxel; CT: grupo control.
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Los datos se expresan como media +SD y se analizaron mediante la prueba t, n = 8. **P<0.02,

***p<0.001 vs CT.

En la Figura 15 se observa que los grupos tratados con docetaxel en cada esquema
presentaron una disminucion significativa del peso al final del tratamiento en comparacion con los
grupos CT, siendo evidente la influencia del medicamento en los habitos alimenticios de los
animales tratados. Adicional a estos datos, en la Figura 16 se muestra una diferencia de ganancia
0 pérdida de peso al final del tratamiento para los grupos tratados (DT) y su control (CT). Se
graficd usando el peso de las ratas al inicio del tratamiento (g) — el peso al final del tratamiento
(9). En el esquema 1 se observa que el peso al final del tratamiento se ve reducido en el grupo DT
por debajo de los valores iniciales. En los deméas esquemas los valores no estan por debajo del peso
inicial; sin embargo, se ve una evidente diferencia en la ganancia de peso comparando los grupos
DT y CT, mostrando al grupo DT muy por debajo del grupo CT, presentando diferencias

significativas en todos los esquemas.
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Figura 15. Comparacién de peso final del grupo tratamiento (DT) con el grupo control

(CT) al final de cada esquema de tratamiento. Los datos se expresan como media +DE y se

analizaron mediante la prueba t con respecto a CT, n = 8. **P<0.02, ***P<0.001, ****P<0.0001

vs CT.
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Figura 16. Ganancia o pérdida de peso del grupo tratamiento (DT) comparado con el grupo

control (CT) al final de cada esquema de tratamiento. Los datos se expresan como media £DE y

se analizaron mediante la prueba t con respecto a CT, n = 8. **P<0.02, ****P<0.0001 vs CT.

4.1.2. Neuropatia periférica

La neuropatia periférica fue evaluada 4 dias después de la finalizacion de cada uno de los

esquemas por medio de analgesimetros de presion en pata y cola y placa caliente. En la Figura 17

se muestra el uso de los analgesimetros para las pruebas nociceptivas de presion en pata y cola y

la prueba de placa caliente. Todas las pruebas fueron grabadas para confirmar los valores

registrados por los analgesimetros al momento del experimento.
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Figura 17. Uso de analgesimetros de presion y placa caliente.

Presion en pata

Los datos obtenidos para las pruebas comportamentales sensoriales de presion en pata para
cada uno de los esquemas se muestran en la Figura 18. Se realiz6 una prueba t para distribuciones
normales o Mann-Whitney para distribuciones no normales, comparando el grupo DT versus el
grupo CT, para observar diferencias significativas entre los datos. Los esquemas 1, 3 y 4 mostraron
diferencias entre los grupos en la prueba de presion de la pata. EI docetaxel indujo un aumento del
umbral nociceptivo en el esquema 1 (P<0,05 vs CT), contrario a lo observado en los demas
esquemas. EI umbral de dolor medio de las ratas del grupo DT en el esquema 3 fue casi un tercio
el del grupo CT (P<0,0001). A pesar de que la dosis total en el esquema 2 era el doble de la dosis

en el esquema 1, no se observaron diferencias significativas entre los grupos en el esquema 2.
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Presion en pata
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Figura 18. Valores del umbral de presion en pata (g) en ratas Wistar tratadas con docetaxel (DT)
versus control (CT) para cada uno de los esquemas de administracién. Los datos se expresan como
media +DE y se analizaron mediante la prueba t con respecto a CT para los esquemas 1 y 4
(distribucién normal) y Mann-Whitney para los esquemas 2 y 3 (distribucion no normal), n = 8.

*P<0.05, **P<0.02, ****P<0.0001 vs CT.

Presion en cola
En la prueba de presion en cola (Figura 19), se realizd un analisis de t-test comparando el
grupo DT versus el grupo CT, para observar diferencias significativas entre los datos. EIl grupo DT

de los esquemas 2, 3 y 4 presentd descensos significativos en los umbrales nociceptivos en

CT
DT
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comparacion con el grupo control. El esquema 1 no mostré diferencias entre grupos para esta

prueba.

Presion en cola
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Figura 19. Valores del umbral de presion en cola (g) en ratas Wistar tratadas con docetaxel (DT)

versus control (CT) para cada uno de los esquemas de administracién. Los datos se expresan como

media +DE y se analizaron mediante la prueba de Mann-Whitney con respecto a CT, n = 8.

**P<0.02 vs CT.
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Placa caliente

Para la prueba de placa caliente se realiz6 un analisis de t-test para los esquemas 1y 4 y un
andlisis de Mann Whitney para los esquemas 2 y 3 (basados en las pruebas de normalidad), en
ambos casos comparando el grupo DT versus el grupo CT, para observar diferencias significativas
entre los datos en los 4 esquemas administrados. Sélo el esquema 4 mostré una alteracion en la
prueba de la placa caliente (Figura 20, P<0,05 vs CT). Sin embargo, esta alteracion, al igual que
en la prueba de presién en pata del esquema 1, tuvo una tendencia creciente en el umbral
nociceptivo, 1o que no es frecuente en este tipo de estudios. Ninguno de los tratamientos con
docetaxel (esquemas 1-3) dio una respuesta significativa en comparacion con el grupo CT en la
prueba de la placa caliente (Figura 20). Unicamente el esquema 4 presentd diferencias

significativas entre el grupo control y el grupo tratamiento.
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Placa caliente
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Figura 20. Valores de tiempo (s) de latencia en placa caliente (50°C+0.1) en ratas Wistar tratadas
con docetaxel (DT) versus control (CT) para cada uno de los esquemas de administraciéon. Los
datos se expresan como media =DE y se analizaron mediante la prueba t con respecto a CT para
los esquemas 1y 4 (distribucion normal) y Mann-Whitney para los esquemas 2 y 3 (distribucion

no normal), n = 8. *P<0.05 vs CT.



4.1.3. Neutropenia.
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Una vez finalizadas las pruebas nociceptivas, se llevo a cabo la eutanasia y se extrajo sangre

para el recuento diferencial de neutréfilos y hemograma. Como se muestra en la Figura 21, todos

los esquemas de administracion de docetaxel indujeron neutropenia (< 1.0 x 10° neutrofilos /L),

con descensos del recuento de neutrofilos del 49% para el esquema 1 (P<0,05 vs CT), del 75%

para el esquema 2 (P<0,0001 vs CT), del 80% para el esquema 3 (P<0,001 vs CT) y del 100% para

el esquema 4 (P<0,001 vs CT). Los esquemas 2, 3 y 4 mostraron una caracteristica de neutropenia

grave, esto es, recuentos <0,5 x 10° neutréfilos/L. Sin embargo, los recuentos de neutrofilos nulos

0 no detectables obtenidos en el esquema 4 lo convirtieron en un esquema poco atractivo

experimentalmente para futuros ensayos.
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Figura 21. Recuento de neutrdfilos en ratas de cuatro esquemas de administracion de docetaxel
para la induccién simultdnea de neuropatia periférica y neutropenia. DT: grupo docetaxel; CT:
grupo control. Los datos se expresan como media +DE y se analizaron mediante prueba t con

respecto a CT, n = 8. *P<0.05, ***P<0.001, ****P<0.0001 vs CT.

Los resultados mostrados de neutropenia y ensayos nociceptivos, permitieron determinar
que el esquema 3 fue el que reunid la mayoria de las caracteristicas deseables para el modelo
experimental de induccion simultanea. En primer lugar, se observaron disminuciones de los
umbrales de presién de la pata y la cola (dos de las tres pruebas nociceptivas evaluadas) y de los
recuentos de neutréfilos con buena significancia estadistica, lo que valida y da confianza al
modelo. Aunque el esquema 4 mostré caracteristicas similares, el recuento indetectable de
neutréfilos dificultaria la evaluacién de posibles agentes mieloprotectores. Ademas, esta
neutropenia grave con recuentos nulos de células en el esquema 4 no es el resultado clinico més
observado. Los esquemas 1 y 2 s6lo mostraron respuestas en una de las pruebas nociceptivas
ejecutadas. Aunque el esquema 3 implica el mayor nimero de dosis durante un largo periodo, sus
resultados demostraron que es el esquema mas completo y fiable para evaluar potenciales
quimioterapéuticos neuro y mieloprotectores. Los siguientes resultados se obtuvieron aplicando el
esquema 3 como modelo de induccion simultanea de neurotoxicidad periférica y mielotoxicidad

por docetaxel.
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4.2. Tratamiento de proteccion con dimetilfumarato.
Se administrd docetaxel en dosis de 5 mg/kg acorde a los resultados previos, junto con 100

mg/kg de dimetilfumarato en CMC (1%p/v).

4.2.1. Proteccion del dimetilfumarato frente a la toxicidad inducida por el docetaxel.
Inicialmente, el comportamiento animal y los habitos alimenticios alterados en los
animales, al igual que en la fase 1, sugirieron un efecto toxico del docetaxel. Los animales del
grupo DT mostraron una disminucion significativa de peso a lo largo del tratamiento Figura 22,
junto con comportamientos de estrés, lo cual pudo repercutir en sus habitos alimenticios. Algo
similar se vio en el tratamiento conjunto de dimetilfumarato y docetaxel (DT+DF). Por otra parte,
el grupo CT y DF no exhibieron una gran disminucion de peso al final del tratamiento. En la Figura
22 se observo que los grupos tratados con docetaxel (tanto el DT como DT+DF) presentaron una
disminucion significativa en cuanto al peso en comparacion con los grupos control CT y DF desde
la segunda dosis hasta el final del tratamiento (P<0.02), lo cual indica que el dimetilfumarato por
si solo no muestra toxicidad alguna reflejada en la pérdida de peso, pero tampoco ayuda en gran

medida a mejorar la toxicidad inducida por el docetaxel.
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Figura 22. Cambio de peso corporal en ratas Wistar a lo largo del tratamiento con docetaxel y/o
dimetilfumarato. EI peso corporal se midi6 en los dias de administracion de docetaxel y
dimetilfumarato conjuntamente (una vez a la semana) para cada uno de los grupos. CT: grupo
control, DT: grupo docetaxel; DT+DF: grupo dimetilfumarato + docetaxel y DF: grupo de
dimetilfumarato. Los datos se expresan como media £DE y se analizaron mediante ANOVA de

una via y prueba de Bonferroni, n = 6. **P<0.02 vs CT.

4.2.2. Neutropenia.

Se grafico el numero de neutrofilos en sangre y se analizo por medio de ANOVA de una
via y la prueba de Bonferroni para analisis entre grupos (Figura 23). Se encontré significancia
estadistica en la comparacion entre el grupo DT vy el grupo CT (P<0,0001), situando a DT con
valores inferiores a los reportados en neutropenia grave, replicando los resultados obtenidos en la

fase 1 para el esquema 3. Por otro lado, la comparacion entre el grupo DT+DF vs DT no presento
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significancia alguna, a pesar de que se observa una aparente tendencia al aumento en el nimero de
neutrofilos para el grupo DT+ DF (Figura 23). Lo anterior indica que el tratamiento con

dimetilfumarato en la posologia empleada no pudo revertir la neutropenia.
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Figura 23. Conteo de neutrofilos en ratas Wistar tratadas con docetaxel y/o dimetilfumarato.
Control (CT), docetaxel (DT), docetaxel + dimetilfumarato (DT+DF) y dimetilfumrato (DF). Los
datos se expresan como media £DE comparados entre si usando ANOVA de una via y prueba de

Bonferroni, n = 6. ****P<0.0001 vs CT; ns: no significativo.

En la Tabla 3 se muestran los datos restantes de los hemogramas para analizar los cambios
en otros recuentos celulares para cada uno de los tratamientos. EI grupo DT presentd recuentos

disminuidos en glébulos blancos (WBC, leucopenia) y globulos rojos (RBC, eritropenia) en
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comparacion con el grupo CT. De hecho, se observaron recuentos inferiores en todas las células

sanguineas excepto en los basofilos (#BAS). Ademas, los niveles de hemoglobina (HGB) también

fueron inferiores con la administracién de docetaxel. El tratamiento con dimetilfumarato no

recuperd los valores normales ni atenud estos descensos en ninguno de los casos, pero el

tratamiento sélo con dimetilfumarato (grupo DF) tampoco afect6 los recuentos en comparacion

con el control.

Tabla 3. Recuento de neutrofilos y hemograma completo en ratas Wistar tratadas con docetaxel

y/o dimetilfumarato.

GRUPOS
Test Unidad
cT DT DT+DF DF Valores
normales
. +0. 548+
WBC  10%L  5.893+1.376 1745**i384 2.775+0.954 525051 1.96 - 8.25
9/ + 0.210+ +0.211 0.985+0321  0.22-1.57
#NEU  10°L  1158:0374 ...  0.352¢0.211 0.985:0. 22-1.
+
BLYM  109L  4.328+1.133 1'433;2'293 230240751 4.152+¢1.607 1.41-7.11
+
#MON  10°%L  0.362+0.031 0'073;*0,;051 0.097+0.056 0.367+0.166  0.03 - 0.18
+
4E0S 109 0.038:0010 OTOFO005 401800008 003740014  0.01-0.16

**
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0.007+ 0.007

9 + + -

#BAS  10°/L 0.005 0.005+0.005 +0.005 0.008+0.004 0-0.005
7.808+ 4,518+ 5.010

12 _

RBC 10%L - 0.oag Ak shavg  1225:0437  7.27-965
16.150+0.57
10.772+ 11.850 15.100+0.90

HGB  g/dL 2 L opasss 10635 . 137-17.6

Nota: WBC: recuento de glébulos blancos; #NEU: recuento de neutréfilos; #LYM:
recuento de linfocitos; #MON: recuento de monocitos; #EOS: recuento de eosinofilos; #BAS:
recuento de basofilos; RBC: recuento de glébulos rojos; HGB: hemoglobina; CT: grupo control;
DT: grupo docetaxel; DT+DF: grupo coadministrado; DF: grupo dimetilfumarato. Los datos se
expresan como media £DE y se analizaron con ANOVA de una via seguido de pruebas de
comparacion multiple de Bonferroni, n = 6. **P<0.02, ****P<0.0001 vs CT. Los valores normales
se obtuvieron a partir de (Ledn Gofii et al., 2011).

4.2.3. Quimica sanguinea.

Se realizaron las pruebas de actividad de CK-MB, AST, ALT, ALP y determinacién de
creatinina y urea usando plasma sanguineo de las ratas bajo estudio. En la Tabla 4 se muestran los
parametros bioquimicos obtenidos en el estudio para cada uno de los grupos de tratamiento, junto
con los valores normales encontrados en literatura para cada una de las pruebas realizadas. Se
encontraron disminuciones significativas en el nivel de creatinina y en las actividades de ALP,
AST y ALT del grupo DT con respecto al grupo CT, asi como en las actividades de ALP, ALT y
CK-MB del grupo DF vs CT. Las demas comparaciones entre grupos no presentaron diferencias

significativas.



74

Tabla 4. Marcadores plasméticos de toxicidad en ratas Wistar tratadas con docetaxel y/o

dimetilfumarato.

Test bnided cT DT S DT+DF DF X:rlﬁ:glses
Crea mg/dL  0.733£0.142 0.568+0.041* 0.528+0.030 0.757+0.101 061.158_
ALP  U/L  78.670£19.512 28.711+2.669***  20.592+4.751 55.211+8.620++ 8351117—
AST U/L  75613+18.870  50.940+9.319%*  62.496+14.107 69.851+32.688 g%gz‘
ALT U/L 296826569  190.337+3928*  20.679%5.096 20.341%5.369+ 2255‘
Urea mg/dL  31.899+7.722  30.411#6.424  29.620£6.996 36.139+8.608 1293;?022'
OF UL 247316181585 1980.088+784.76 174188443527 1394.350+449.37++ i33~°é7‘

Nota. La tabla muestra los promedios de los valores encontrados de los parametros
bioquimicos para cada uno de los grupos: Control (CT), Docetaxel (DT), Docetaxel +
dimetilfumarato (DT+DF) y dimetilfumrato (DF) comparados; relacionados con valores normales
encontrados en la literatura para ratas Wistar macho. Crea: creatinina; ALP: fosfatasa alcalina;
AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanina aminotransferasa; CK-MB: creatina cinasa; CT:
grupo control; DT: grupo docetaxel; DT+DF: grupo coadministrado; DF: grupo dimetil fumarato.
Los datos se expresan como media +DE y se analizaron con ANOVA de una via seguido de
pruebas de comparacién mdaltiple de Bonferroni, n = 8. *P<0.05, ***P<0.001 vs CT; +P<0.05,

++P<0.02 vs CT. Los valores normales se obtuvieron a partir de (Ledn Gofii et al., 2011).

4.3.Pruebas nociceptivas.
Se realizaron pruebas nociceptivas de presion en pata y cola y prueba de placa caliente
como se muestra en la Figura 17 para los 4 grupos del modelo experimental (CT, DT, DT+DF y

DF), tomando datos por triplicado.
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4.3.1. Presion en pata.

Los valores de presion en pata para los grupos tratados no presentaron normalidad debido
a su dispersion. Se realizo analisis entre grupos usando Kruskal-Wallis. Los grupos mostraron
replicacion en el modelo obtenido de dafio de acuerdo a lo obtenido en la fase 1, presentando una
disminucion significativa para el grupo DT comparado con el CT (P<0.0001), como se puede
observar en la Figura 24. Se present6 disminucion para los dos grupos tratados con docetaxel en
comparacion con el grupo control. Sin embargo, el grupo de tratamiento conjunto de docetaxel
con dimetilfumarato (DT+DF) presento diferencias significativas comparado con el grupo DT (P
=0.0188), mostrando un aumento significativo en la resistencia a la presion. Por su parte, el grupo

DF se mantuvo en valores similares a los valores del grupo CT.
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Figura 24. Valores de umbral de presion en pata (g) en ratas Wistar tratadas con docetaxel y/o

dimetilfumarato. Los datos se expresan como media £DE comparados entre si usando Kruskal-

Wallis, n = 6. Control (CT), docetaxel (DT), docetaxel + dimetilfumarato (DT+DF),

dimetilfumarato (DF). ****P<0.0001 vs CT; *P<0.05 vs DT.

4.3.2. Presion en cola

Los valores de presion en cola para los grupos tratados no presentaron normalidad debido

a su dispersion. Se hizo un andlisis entre grupos usando Kruskal-Wallis. Los datos mostraron

replicacion en el modelo obtenido de dafio de acuerdo a lo obtenido en la fase 1, presentando una

disminucion significativa para el grupo DT comparado con el CT (P = 0.0005), como se puede
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observar en la Figura 25. No se observo disminucion para el grupo de tratamiento conjunto de
docetaxel con dimetilfumarato (DT+DF) comparado con el grupo control. Por otro lado, la
comparacion entre DT+DF con el grupo DT presento diferencias significativas con un valor de P
= 0.0099, mostrando un aumento significativo en la resistencia a la presion. Por su parte, el grupo

DF se mantuvo en valores similares a los valores del grupo CT.
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Figura 25. Valores de umbral presion en cola (g) en ratas Wistar tratadas con docetaxel y/o
dimetilfumarato. Se realizo un analisis de comparacion entre grupos usando Kruskal-Wallis, n= 6.
Control (CT), docetaxel (DT), docetaxel + dimetilfumarato (DT+DF), dimetilfumarato (DF).

***P<(0.001 vs CT; **P<0.02 vs DT.



4.3.3. Placa caliente.
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Los valores promedios de tiempo de latencia sobre la placa caliente obtenidos para el grupo

CT fue de 13.557, para el grupo DT de 17.546, para el grupo DT+DF de 16.614 y para el grupo

DF de 14.881. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la comparacion entre

grupos (Figura 26).
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Figura 26. Valores de tiempo (s) de latencia en placa caliente (50°C+0.1) en ratas Wistar tratadas

con docetaxel y/o dimetilfumarato. Se realizd un analisis de comparacion entre grupos usando el

Kruskal-Wallis. Control (CT), docetaxel

dimetilfumarato (DF).

(DT), docetaxel + dimetilfumarato (DT+DF),
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4.4. Determinacion de proteinas y marcadores de estrés oxidante.

Las determinaciones de marcadores de estrés oxidante fueron realizadas usando los
homogenados de nervios ciaticos extraidos de cada una de las ratas de los diferentes grupos (un
homogenado por animal). EI volumen promedio de los homogenados obtenidos fue de 500 uL.

A todos los homogenados se les realiz6 determinacion de niveles de proteinas totales por
medio de la técnica de Bradford, usando ASB para la curva estandar Figura 27, con
concentraciones que van de 0-3 mg/mL. La proteina total en mg/mL obtenida para cada

homogenado se observa en la Tabla 5.
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Figura 27. Curva de calibracion estandar de albumina sérica bovina (ASB) para la cuantificacion

de proteinas totales por el método de Bradford.

Tabla 5. Concentracion de proteinas totales obtenidas por el método de Bradford.

Concentracioén de proteinas total (mg/mL)

CT DT DT-DF DF
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RATA Proteina RATA Proteina RATA Proteina RATA Proteina

R1 2.331 R2 2.213 R3 2.213 R4 1.938
R5 2.662 R6 2.878 R7 2.469 R8 2.126
R9 3.026 R10 2.560 R11 2.491 R12 3.308
R13 2.317 R14 2.780 R15 2.734 R16 2.500
R17 2.918 R18 2.591 R19 2.947 R20 1.783
R21 3.255 R22 2.359 R23 2.922 R24 3.284

Nota. Datos de concentracion de proteinas totales obtenido por el método de Bradford para
el tratamiento con docetaxel y/o dimetilfumarato en cada uno de los grupos, n=6. CT: control, DT:

docetaxel, DT+DF: docetaxel + dimetilfumarato, DF: dimetilfumarato.

Tabla 6. Resultados de pruebas para marcadores de estrés oxidante en homogenados de nervio
ciatico de ratas Wistar tratadas con docetaxel y/o dimetilfumarato.

MDA GSH total Actividad catalasa Actividad
SOD
GRUPO nmol/mg nmol/mg k (0-15) k(15-30) k(0-30) U/mg proteina
proteina proteina
CT 0.00181 0.00140+ 0.00159
1.139+0.713 0.301+0.186 +0.0012 0.0007 +0.0005 7.817 +5.267
DT 0.00219 0.00131+ 0.00173
1.059 +0.626 0.370+0.123 +0.0017 0.0010 +0.0010 11.546 +6.842
DT+DF 0.00164 0.00223+ 0.00191
1.108 +0.451 0.340+0.067 +0.0015 0.0014 +0.0010 9.307 +3.677
DF 0.00340 0.00214+ 0.00274

0.510+0.459 0.413+0.122 +0.0017 0.0005 +0.0009 13.099 +7.993

Nota. Resultados promedio + DE de pruebas de marcadores de estrés oxidante, n = 6 por
grupo. Se realiz6 un analisis ANOVA de una via seguido de comparacién multiple de Bonferroni.
CT: control, DT: docetaxel, DT+DF: docetaxel + dimetilfumarato, DF: dimetilfumarato. MDA:

malondialdehido, SOD: superdxido dismutasa, GSH: glutatién total.

4.4.1. Peroxidacion lipidica

Se determind la cantidad de MDA para determinar peroxidacion lipidica en cada uno de
las muestras de homogenado. Se realizé una curva de TMPO con un rango de concentraciones
entre 0 y 23 uM como se vio en la Tabla 1, la cual se usé para determinar la concentracion de

MDA en los homogenados (Figura 28).
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Figura 28. Curva de calibracion estandar de TMPO para la determinacion de malondialdehido en

homogenados de nervio ciatico de ratas Wistar tratadas con docetaxel y/o dimetilfumarato.

Los valores de MDA obtenidos para los homogenados se observan en la Tabla 6. Los datos

mantuvieron valores similares entre los grupos, con una aparente disminucion en el grupo DF en
comparacion con los demas grupos. Se realizaron analisis usando ANOVA de una via y
comparando entre grupos con la prueba de Bonferroni. Los datos no muestran diferencias
significativas entre los grupos CT vs DT (P > 0.9999) ni en DT vs DT+DF, (P > 0.9999). Por otro
lado, el grupo DF tampoco presenta diferencias significativas comparado con el grupo DT+DF (P

= 0.5935).

4.4.2. GSH total
Se realizaron curvas de velocidad (absorbancia vs tiempo) para cada uno de los estandares

de E1 (26.4 uM) a E8 (0.206 uM) (Figura 29), de las cuales se tomaron las pendientes de los
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estandares con tendencia completamente lineal para elaborar una curva de calibracién (pendiente
de la curva de velocidad vs concentracion de cada estandar) (Figura 30). Con esta ultima, se
determiné la concentracion de GSH total en cada una de las muestras, asociando los valores de
velocidad a la concentracion de cada uno de los estandares. Los valores obtenidos de concentracion
de GSH total en mg de proteina se muestran en la Tabla 6. Los datos muestran una similitud entre
los grupos en cuanto a la cantidad de GSH total. Se realiz6 un analisis de comparacidn entre grupos
usando Kruskal-Wallis, ya que no se observé normalidad en los datos obtenidos. Los datos no
muestran diferencias significativas entre los grupos CT vs DT (P >0.9999) ni en DT vs DT+DF,
(P >0.9999). Tampoco se presentaron diferencias en la comparacion del grupo DF con DT+DF (P

> 0.9999).
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Figura 29. Curvas de velocidad para los estandares de GSH.
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Figura 30. Curva de concentracion de estandares de GSH vs pendiente (velocidad k).

4.4.3. Catalasa

Se calculé la actividad especifica usando la férmula mencionada anteriormente y
posteriormente dividiendo el valor de k entre los mg de proteina adicionados al ensayo (obtenidos
previamente por Bradford, Tabla 5). Para obtener la cantidad de proteina en el ensayo se dividi6
entre 30, valor resultado de la cantidad de muestra en el volumen total del ensayo (1.5 mL de
volumen total / 0.05 mL de muestra aplicados al ensayo). Los valores de la actividad de catalasa
se observan en la Tabla 6. Se tuvo en cuenta el valor de k1 debido a que es el primer rango de
diferencia entre absorbancias, por lo tanto, es el rango en el que se observa mejor la actividad de
la catalasa, debido a su poco tiempo de actividad. Los datos obtenidos muestran valores similares
entre los grupos, siendo el grupo DF el que presenta mayor valor; sin embargo, no se observaron
diferencias significativas en la comparacion del grupo CT vs DT (P=0.9910) ni en DT vs DT+DF

(P > 0.9999). Tampoco se encontro diferencia entre el grupo DF vs DT+DF (P > 0.9999). Todos
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los andlisis se hicieron por medio de ANOVA de unavia y comparacion entre grupos por el método

de Bonferroni.

4.4.4. Superoxido dismutasa (SOD)

La actividad de la SOD se midié por la capacidad de esta enzima (proveniente de los
homogenados de nervio ciatico) de inhibir la reduccion del azul de NBT por los aniones superoxido
generados por el sistema de la xantina-xantina oxidasa. Para el andlisis de los resultados fue
necesario usar un control positivo, donde se obervé el 100% de reduccion del NBT a formazan,
para poder aplicar la férmula:

U = (100%-X) / (0.5)100%

Donde X= absorbancia de la muestra (homogenado) — blanco de muestra, y el 100%
corresponde al valor de la absorbancia del 100% de reduccién del NBT.

El valor de U fue posteriormente dividido en los miligramos de proteina utilizados en el
ensayo, los cuales dieron valores que se pueden observar en la Tabla 6. Se realizé un analisis
ANOVA de una via y haciendo la comparacion con el test de Bonferroni. Los datos no muestran
diferencias significativas entre los grupos CT vs DT (P >0.9999) nien DT vs DT+DF (P > 0.9999).
Tampoco se observaron diferencias significativas en la comparacion entre DF vs DT+DF (P =

0.8684).

5 Discusion
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El tratamiento con docetaxel, como era de esperarse, mostro toxicidad asociada, la cual
inicialmente se vio reflejada en el control de peso de los animales en todos los esquemas de
tratamiento, observandose diferencias significativas para todos los esquemas en los grupos tratados
con docetaxel (DT), en comparacién con los no tratados (CT) (Figuras 15 y 16). El tratamiento
con docetaxel mostro toxicidad independiente del nimero de dosis y tiempo de tratamiento, como
se pudo evidenciar desde una Unica dosis (esquema 1), hasta el esquema de seis dosis (esquema
3), como reportaron previamente Branda y colaboradores (Branda et al., 2006) y Kim y
colaboradores (Kim et al., 2018). La toxicidad del docetaxel expresada como neutropenia se ha
reportado con anterioridad (Frederiks et al., 2015) y se han propuesto modelos de rata para
estudiarla (Branda et al., 2006; Tonra et al., 2020). Todos los esquemas establecidos en este trabajo
presentaron disminuciones significativas en el niamero de neutréfilos debido al tratamiento con
docetaxel en comparacion con el control (Figura 21). Sin embargo, los esquemas 2, 3 y 4 dieron
recuentos caracterizados como neutropenia grave (< 0,5 x 10%L). El esquema 4 fue descartado
como elegible para la evaluacion de neutropenia ya que el recuento de neutrofilos fue cero o
indetectable, lo que dificultaria la evaluacién de agentes protectores contra la mielotoxicidad
inducida por docetaxel. Por lo anterior, los elegibles para neutropenia inducida por docetaxel
fueron los esquemas 2 y 3.

Las pruebas de placa caliente no arrojaron diferencias significativas en ningun otro
esquema para la fase 1 (Figura 20). Debido a esto, solo las pruebas nociceptivas mecanicas
(pruebas de presion) se consideraron fiables como parte del modelo experimental de dafio, ya que
la prueba de placa caliente no mostraria datos diferentes en su réplica para la fase 2 del estudio, es
decir, no mostraria diferencias significativas para este andlisis. En los esquemas 1 y 2 se

presentaron diferencias significativas Unicamente en una de las pruebas evaluadas, presion en pata
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y presion en cola, respectivamente; por lo cual, estos esquemas fueron descartados como elegibles.
De este modo, s6lo los esquemas 3 y 4 mostraron disminuciones significativas en los umbrales
nociceptivos tanto para presion en pata como presion en cola (Figuras 18 y 19, respectivamente),
evidenciando hiperalgesia mecénica que, con un volumen o nimero de dosis mayor, existe mayor
tendencia a reflejar dafio en los nervios periféricos. Sin embargo, como se mencioné antes, los
sintomas de neuropatia periférica en pacientes pueden aparecer de 2 a 3 dias después de la
administracion de una dosis estandar Gnica, manifestandose hasta por 7 dias (Velasco & Bruna,
2015); esto podria darnos una respuesta del por qué en los esquemas 1 y 2 hubo significancia en
algunas pruebas. Como la nocicepcién describe la respuesta neuronal periférica a estimulos
nocivos potencialmente dafiinos para los tejidos, podemos considerar que estos resultados apoyan
un modelo de neuropatia periférica (Deuis et al., 2017). Las menores dosis de docetaxel empleadas
en el esquema 3 permitieron una administracion de volumenes de solucion inyectable méas
pequefios y asi una mejor manipulacion de los animales. Estas condiciones de administracién de
docetaxel fueron clave para la determinacion del mejor esquema de tratamiento. Nuestros datos
fueron acordes a los de Kim y colaboradores, los cuales implementaron un esquema similar al
esquema 3 para evaluacion de la neurotoxicidad periférica, donde administraron una dosis de
docetaxel semanal de 5 mg/kg por 4 semanas (Kim et al., 2018). Sin embargo, sus resultados no
reportan neutropenia, lo cual le da a nuestro modelo un valor agregado para futuros ensayos en los
que se quiera determinar una proteccion conjunta contra el dafio neuropatico y a la neutropenia
causados por el docetaxel.

La utilizacion del esquema 3 como modelo conjunto de neuropatia periférica y
mielotoxicidad inducidas por docetaxel nos permitio evaluar por primera vez el dimetilfumarato

como agente neuro y mieloprotector, buscando promoverlo como alternativa de combinacion para
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la quimioterapia del cancer con docetaxel. Con dosis de 100 mg/kg pre- y co-administradas con
docetaxel, el dimetilfumarato atenud las alteraciones nociceptivas mecanicas, lo que sugiere un
papel protector en la exposicion de los nervios periféricos al docetaxel (Figuras 24, 25 y 26).
Anteriormente, se ha demostrado que el dimetilfumarato ejerce un papel protector en modelos
experimentales de neuropatia periférica en ratas, tanto inducida quirdrgicamente (Jiahe et al.,
2020) como por quimioterapéuticos como el oxaliplatino (Miyagi et al., 2019) y el paclitaxel
(Singh et al., 2022).

En el esquema de administracion con la incorporacion del dimetilfumarato, la toxicidad del
docetaxel se reprodujo con respecto a los experimentos de la fase 1 del estudio, dada la pérdida de
peso (Figura 22.), la neutropenia (Figura 23) y las alteraciones nociceptivas observadas en el grupo
DT comparado con el grupo CT (Figuras 24 y 25).

En cuanto a la evaluacion del efecto del dimetilfumarato sobre la neutropenia inducida por
el docetaxel, a pesar de que se observa un leve aumento en la cantidad de neutréfilos para el grupo
de tratamiento conjunto de dimetilfumarato con docetaxel (DT+DF) en comparacién con el grupo
de dafio DT, este no presenta diferencias estadisticamente significativas (Figura 23).

Es posible que un aumento en la dosis de dimetilfumarato o un cambio en su dosificacion
induzca un efecto protector significativo. Los neutrofilos pueden ser un arma de doble filo: en
presencia de estimulos adecuados, los neutréfilos liberan una cantidad excesiva de ERO que
pueden inducir lesiones celulares y tisulares, contribuyendo a patologias como la aterosclerosis y
las lesiones cerebrales, pero que también es necesaria para resolver infecciones. Ademas, las ERO
derivadas de los neutrofilos pueden desempefiar una funcion tanto promotora como supresora de

tumores (Morana Jaganjac et al., 2016).



88

Las Tablas 3 y 4 muestran otras caracteristicas encontradas comunmente en la practica
clinica con docetaxel, como leucopenia, anemia y linfopenia (Hirata et al., 2021), asi como otras
no reportadas con frecuencia, como recuentos bajos de monocitos y eosindfilos.

Los bajos niveles de hemoglobina, creatinina y las enzimas plasmaticas ALP, AST, ALT
y CK-MB en el grupo DT podrian estar asociados a este déficit nutricional. Zhao et al. (Zhao et
al., 2010) también observaron una reduccién de los niveles de ALP, AST y ALT, a diferencia de
otros autores que informaron del aumento méas habitual inducido por la quimioterapia de los
niveles plasmaticos de estas enzimas (Feng et al., 2018). Sin embargo, los pacientes de cancer que
reciben docetaxel han experimentado disminuciones de la presion plasmatica osmética coloidal
debido a un sindrome de fuga de proteinas capilares aparentemente inducido por el docetaxel
(Semb et al., 1998). Un aumento del volumen plasmético también podria explicar este fenémeno.
La disminucion sistemética observada en los marcadores plasmaticos en el grupo DT (Tabla 3)
también podria explicarse por cualquiera de estas razones. El dimetilfumarato alter6 los valores
normales de estos marcadores plasmaticos. Los grupos cotratados de docetaxel con
dimetilfumarato mantuvieron valores similares o los tratados Unicamente con docetaxel. Sin
embargo, las ratas tratadas unicamente con dimetilfumarto (grupo DF) también presentaron
valores disminuidos en casi todos los marcadores, siendo mas evidente en la actividad de CK-MB.
Tampoco se observd que el dimetilfumarato pudiera mejorar otros recuentos de células sanguineas
o marcadores de toxicidad (es decir, RBC, ALP, AST, Tabla 4). Estos, a pesar de que podrian estar
relacionados con el déficit nutricional, como se observé para los grupos tratados con docetaxel, no
estan relacionados con el grupo DF, ya que este grupo no presento pérdida de peso durante el
tratamiento, manteniéndose similar al grupo control (Figura 22). El dimetilfumarato, al ser un

compuesto que tiene propiedades antioxidantes y citoprotectoras, se usa en enfermedades
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inflamatorias como esclerosis multiple y psoriasis, 1o que podria reducir el dafio celular en el
miocardio y muasculo esquelético (Thomas et al., 2022). Una disminucién de la CK-MB y algunos
otros marcadores que se encuentran en los muasculos como la ALT o la AST podria reflejar una
menor inflamacion o dafio muscular después del tratamiento. Estas disminuciones en los valores
normales de los marcadores plasmaticos después del tratamiento con dimetilfumarato,
generalmente no se asocian con un problema, sin embargo, si podia reflejar un menor dafio
muscular o inflamacion. Esto podria estar relacionado con el hecho de ver disminuciones en el
grupo DF sin observar un déficit nutricional al final del tratamiento (Thomas et al., 2022).

Los grupos de tratamiento con dimetilfumarato+docetaxel mostraron recuperacion
Unicamente en las alteraciones nociceptivas, particularmente en los ensayos de presion en pata
(P<0.02) y presidn en cola (P<0.02). En la prueba de placa caliente a diferencia de las otras pruebas
nociceptivas, no se presentd hiperalgesia en los grupos tratados con doceteaxel (DT y DT+DF)
(Figura 26). Esto puede deberse al hecho de que existen diferentes fibras nerviosas encargadas de
la percepcion de diferentes estimulos. Por ende, el hecho de que existan diferencias significativas
en unas pruebas de dafio nervioso y en otras no, o que el tipo de dafio esté representado de manera
diferente (analgesia o hiperalgesia), puede deberse al hecho de que sélo se ha presenciado dafio en
el tipo de fibra nerviosa asociada a la presion (fibras A en mayor medida), que son fibras que
tienen alta velocidad de conducciéon y estan conectadas a receptores mecanorreceptores
especializados (Caroline et al., 2014). Para el caso de sensacion térmica, que esta asociada a fibras
nerviosas pequefias del sistema nervioso periférico, mas especificamente fibras nerviosas tipo C
(fibras nerviosas no mielinisadas) y Ad (fibras aferentes escasamente mielinizadas), el dafio se esta
presentando de manera diferente (Contijoch Roqueta et al., 2020; Ma Pedrajas Navas & Molino

Gonzélez, 2008).
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La cantidad de ERO presente en la célula depende de la actividad tanto de las enzimas que
las generan como de las enzimas que las eliminan, es decir, de las enzimas antioxidantes. Los
antioxidantes de moléculas pequefias también desempefian un papel importante en la inactivacion
pasiva de ERO (Skrzycki, 2021). Debido a eso, se realizaron diferentes pruebas enzimaticas para
determinar la actividad o presencia de ellas en los homogendos de nervio ciatico extraido de cada
uno de los grupos de tratamiento.

Las pruebas realizadas se han reportado anteriormente en muestras de rata, aunque por lo
general se usa en 6érganos mas grandes (higado, rifion, vaso, pulmén etc.). EI uso de nervio ciatico
para homogenados se ha reportado anteriormente (Eren Ogut et al.,, 2018). Preparar los
homogenados de nervio ciatico present6 limitaciones para llevar a cabo todas las determinaciones
del estado redox, ya que, al ser tan poco tejido, no se obtuvo gran cantidad de homogenado
siguiendo las indicaciones de preparacion (100 mg de tejido para 1 mL de coctel inhibidor de
proteasas). Se obtuvo un promedio de 500 uL de homogenado para las muestras de nervio ciatico,
cantidad insuficiente para realizar réplicas adicionales en algunos ensayos. Sin embargo, todas las
pruebas fueron llevadas a cabo como se pudo determinar en el apartado anterior. Otra valoracion
a tener en cuenta fue que, por la poca cantidad de tejido, no fue posible preparar varios
homogenados que cumplieran con las caracteristicas necesarias para cada prueba realizada. En
algunas pruebas se hacia necesario agregar agentes para asegurar condiciones 6ptimas especificas
para cada analisis, méas alla del coctel inhibidor de proteasas; por ejemplo, el hidroxitolueno
butilado para peroxidacion lipidica o el acido sulfosalicilico para la determinacion de GSH total.
Debido a esto, se prepar6 un homogenado estandar con las condiciones generales para todas las
pruebas y se tomd una alicuota para cada prueba, de tal manera que se pudiera garantizar las

condiciones necesarias en las pruebas que asi lo requirieran.
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Para la prueba de peroxidacion lipidica se tomé una alicuota del homogenado estandar y
se le agreg0 hidroxitolueno butilado. La peroxidacion lipidica ocurre cuando los &cidos grasos
poliinsaturados presentes en las membranas celulares reaccionan con las ERO. Esto genera
radicales libres de lipidos que inician una cascada de reacciones de degradacion, produciendo
compuestos secundarios reactivos. Uno de los productos finales mas prominentes de esta
degradacion es el malondialdehido MDA (Gérard-Monnier et al., 1998). Esto quiere decir que a
niveles altos de MDA se deduce una mayor cantidad de ERO. Los datos obtenidos no presentaron
diferencias significativas en los niveles de MDA entre los grupos (Tabla 6) y no son concluyentes
para determinar si la peroxidacion lipidica es un mecanismo de dafio involucrado en la hiperalgesia
observada en las ratas tratadas con docetaxel. Es posible que el mecanismo no esté involucrado,
pero también es posible que estos resultados se deban a limitaciones de la metodologia.

La actividad de la catalasa es un indicador importante del estado antioxidante del tejido y
su capacidad para manejar el estrés oxidante. Valores altos de actividad catalasa nos pueden indicar
mayores niveles de ERO. Los datos obtenidos no mostraron diferencias significativas para ningun
rango de tiempo establecido. Los valores de actividad de esta enzima en los grupos tratados con
docetaxel (DT y DT+DF) se mantuvieron similares en comparacion con el grupo control (Tabla
6). Los resultados no permitieron identificar actividad catalitica de la catalasa como mecanismo
de dafio involucrado en la hiperalgesia observada en las ratas tratadas con docetaxel, ni su
relevancia en cuanto al tratamiento con dimetilfumarato. Es posible que el mecanismo no esté
involucrado, pero también es posible que estos resultados se deban a limitaciones
de la metodologia.

El GSH, un tripéptido tiol (y-glutamil cisteinil glicina), es el antioxidante mas abundante

en las células aerobicas, presente en concentraciones micromolares (UM) en los fluidos corporales



92

y en concentraciones milimolares (mM) en los tejidos. El GSH es fundamental para proteger del
estrés oxidante, actuando como un eliminador de radicales libres e inhibidor de la peroxidacion
lipidica (Owen & Allan Butterfiel, 2010). La principal accion conocida del GSH es su capacidad
antioxidante, que ayuda a mantener el ciclo redox de las células. Por ende, la cantidad de GSH
presente en los tejidos puede ser un indicativo de estrés oxidante (Rahman et al., 2006). Se
determind GSH total en las muestras de homogenados de nervio cidtico. Para esto, se agregd acido
sulfosalicilico a una alicuota de homogenado estandar, ya que este ayuda a evitar la oxidacién del
GSH durante el procesamiento de la muestra y garantiza una medicion méas precisa de los niveles
de glutation reducido (Rahman et al., 2006). Los datos obtenidos de GSH total no mostraron
diferencias significativas en la comparacion entre grupos (Tabla 6) y no son concluyentes para
determinar si la cantidad de GSH total es un mecanismo de dafio involucrado en la hiperalgesia
observada en las ratas tratadas con docetaxel, ni su relevancia en cuanto al tratamiento con
dimetilfumaratol. Es posible que el mecanismo no esté involucrado, pero también es posible que
estos resultados se deban a limitaciones de la metodologia.

Las superoxido dismutasas son metaloenzimas que catalizan la conversion del anion
superoxido para dar oxigeno molecular y H20 (Figura 12). Se midi6 la actividad de la SOD
calculando la capacidad de captar del i6n O2-- del sistema xantina-xantina oxidasa. Los altos
niveles de SOD pueden indicar que el tejido esta enfrentando un aumento en la produccion de
radicales superdxido (Oberley, 1984). Se usé una alicuota de homogenado de nervio ciatico sin
diluir para la determinacidn de la actividad de la SOD en cada uno de los grupos (Tabla 6). Los
datos obtenidos no mostraron diferencias significativas entre los grupos, por lo tanto, no se pudo
identificar si la actividad catalitica de la superéxido dismutasa estaba involucrada en el mecanismo

de dafio relacionado con la hiperalgesia observada en las ratas tratadas con docetaxel, ni su
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relevancia en cuanto al tratamiento con dimetilfumaratol. Es posible que el mecanismo no esté
involucrado, pero también es posible que estos resultados se deban a limitaciones de la

metodologia, al igual que en las demas enzimas evaluadas.

6 Conclusiones

El tratamiento con docetaxel mostré un potente efecto tdxico en las ratas bajo estudio. Se
demostré que, en cada uno de los esquemas, el grupo tratado con DT muestra reducciones en el
peso final en comparacidn con los grupos control, demostrando asi una toxicidad asociada al
tratamiento desde la primera dosis. EI esquema de una Unica dosis de 15 mg/kg de DT (esquema
1) fue el esquema menos favorecido tanto para neuropatia periférica como para neutropenia, lo
cual indica que una Unica dosis no asegura el dafio conjunto de neutropenia y neuropatia periférica.
A pesar de que el esquema 2 aseguré significancia en el conteo de neutrofilos asociado a
neutropenia, no mostro significancia en las dos pruebas nociceptivas evaluadas, por lo que fue un
esquema incompleto del dafio conjunto buscado. EI mejor esquema que representé tanto neuropatia
periférica como neutropenia fue el esquema 3 (5 mg/kg), el cual primé sobre el esquema 4 al ser
un esquema que representd menor incomodidad y dolor para el animal, en cuanto al abordaje e
intervencion, y que asegura en igual medida diferencias significativas tanto para neutropenia y
neuropatia periférica. Se concluye que efectivamente se encontré un esquema conjunto de dafio
asociado al tratamiento con docetaxel, el cual fue confirmado al replicarse en la fase 2.

El tratamiento con dimetilfumarato demostré una disminucion de la hiperalgesia
presentada en los grupos tratado con docetaxel para las pruebas de presion, mientras que para la
prueba de placa caliente no se observo cambio alguno en comparacion con el grupo DT. En cuanto

a la neutropenia, a pesar de que se observaron valores individuales mayores en la cantidad de
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neutréfilos en el grupo DT+DF comparado con el DT, no presentd diferencias significativas. Se
hace necesario probar con dosis mas altas para futuros ensayos buscando encontrar un aumento
significativo. Las pruebas de bioquimica sanguinea presentaron bajos niveles de hemoglobina,
creatinina y las enzimas plasméticas ALP, AST, ALT y CK-MB en el grupo DT, lo cual se podria
asociar déficit nutricional que presentaron los grupos tratados con docetaxel a lo largo del
tratamiento.

Los ensayos para la determinacion del estado redox en nervio cidtico no fueron
concluyentes para la determinacion de los mecanismos de dafio y proteccién. Esto pudo deberse a
la poca cantidad de homogenado obtenido y a los diferentes modos de preparacion de los
homogenados para las diferentes técnicas aplicadas, comprometiéndose asi la preservacion de los

homogenados y la calidad analitica de los resultados.
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7 Recomendaciones

Deben realizarse mas experimentos con dosis mas elevadas al esquema de administracion
de dimetilfumarato antes del tratamiento para que se induzca una respuesta protectora mediada por
Nrf2 més alta antes de la exposicién al docetaxel. De tal manera que se pueda demostrar un
aumento significativo en los niveles de neutréfilos para el grupo de tratamiento conjunto,

Podria ser necesario replicar esquemas de administracion independientes de modo que se
obtengan homogenados con condiciones de preservacion diferentes y propios para cada ensayo de
determinacion del estado redox. Esta claro que no se puede llevar a cabo un alto nimero de ensayos
con un homogenado estandar preparado bajo unas mismas condiciones. Al parecer, esto estaria

afectando la calidad analitica de los resultados obtenidos.
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