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RESUMEN

La radiacidn ionizante, es un tipo de radiacién capaz de desplazar los electrones de los dtomos de
la materia con la cual interactua. La absorcién de este tipo de radiacién por parte de las células es
capaz de producir alteraciones tanto en la estructura como en la funcién de las biomoléculas
perjudicando asi a los organismos. Dicho dafio es dependiente de la tasa de proliferacidn, la tasa
metabdlica y el grado de diferenciacién de cada tejido y puede ser creado por accién directa de la
radiacion (alteracion de la estructura atdmica de las macromoléculas) o por accién indirecta
(generacién de radicales libres como consecuencia de la radidlisis del agua). Debido a que el agua
es el mayor componente de las células, el dafio por acciéon indirecta de la radiaciéon es mas
relevante, puesto que se generan especies reactivas de oxigeno que pueden cambiar el estado
redox de la célula y de esta manera inducir dafio celular. El factor de crecimiento nervioso (NGF) es
una neurotrofina involucrada en el desarrollo, sobrevivencia, diferenciacién y plasticidad de
neuronas simpaticas y sensoriales. Ademas de estas funciones, existen evidencias que demuestran
que NGF esta involucrado en la respuesta antioxidante en el SNC y otros tejidos como el higado.
Estas respuestas se logran una vez que NGF se une a TrkA, un receptor tirosina-cinasa especifico
para esta neurotrofina, y se inicia la cascada de sefializacion NGF/TrkA/PI3k/Akt. En este trabajo,
se investigd la modulacién de la transcripcion de ngfb, la fosforilacion de TrkA y la translocacidn de
Akt a nucleo en tres érganos de ratones machos con radiosensibilidades distintas (cerebro, bazo y
corazoén) 1h después de ser irradiados de cuerpo completo con 0.5, 2.5 y 4 Gy de rayos y. La
irradiacion modulé de manera positiva la transcripcion de ngfb en las dosis intermedias y altas,
esta determinacidon sdélo pudo hacerse en el cerebro. El tratamiento también moduld la
fosforilacién de TrkA de manera positiva en el cerebro en la dosis mas alta y de manera negativa
en el bazo en la dosis mds baja, no se observaron cambios en el corazén. Por otro lado, no se
registraron diferencias significativas en la translocacion de Akt a nucleo en ninguno de los tres
drganos evaluados. De esta manera, los resultados sugieren que el cerebro es el Unico érgano en
que se la cascada de sefializacidn NGF/TrkA/PI3k/Akt podria encontrarse activa probablemente
para proteger al tejido del dafio producido por la irradiacién, ya sea activando vias antioxidantes o
vias de sobrevivencia, mientras que en el bazo la radiacién y induce una baja en la sefializacidn de
dicha via. Ademas, las respuestas observadas presentan un comportamiento de tipo érgano-

dependiente asociado con el grado de radiosensibilidad reportado para cada tejido.
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INTRODUCCION

La radiacidn ionizante se ha encontrado presente en la Tierra desde el momento de su creacidn, y
por tanto también ha estado presente en la existencia de todos los seres vivos del planeta. No
obstante, este tipo de radiacién puede generar danos importantes en las células dependiendo de
la tasa de proliferacion, la tasa metabdlica y el grado de diferenciacidon de cada tejido. Los efectos
daiinos antes mencionados, son producidos mayormente debido a la generacién de radicales
libres presentes en la forma de ERO’s y ERN’s como consecuencia de la radidlisis del agua. En este
sentido, las células han desarrollado sistemas de defensa antioxidante que les permiten contender
con el insulto téxico representado por el estrés oxidante. Por otro lado, se cuenta con evidencias
que demuestran que el factor de crecimiento nervioso (NGF), una neurotrofina involucrada en el
desarrollo, sobrevivencia y diferenciaciéon nerviosa, participa activamente en la generacion de la
respuesta antioxidante tanto en modelos in vitro como en modelos in vivo. Aunado a todos estos
hechos, la actividad antropogénica ha incrementado de manera importante las fuentes de
exposicion en humanos a este tipo de radiacién, aumentando a su vez los riesgos de generacion de
dafio. Es por ello que en este trabajo se pretende entender el papel que juega NGF y su cascada de
sefializacion después de un evento de irradiacion de cuerpo completo en un modelo murino en

drganos que presentan distintos grados de sensibilidad a la radiacién ionizante.






1. MARCO TEORICO

1.1. Radiacidn ionizante

La radiacién es el proceso de transmisién de ondas o particulas a través de algin medio o en el
vacio, también se puede denominar radiacion a las propias ondas o particulas (Attix, 1986). La
radiacion ionizante tiene la capacidad de desplazar un electrén orbital de un dtomo perteneciente
a la materia con la cual interactiya, a este fendmeno se le conoce como ionizacidon (Bushong,

2013).

Las radiaciones ionizantes pueden caracterizarse con base en su actividad medida en Becquerel
(Bg), o con base en su energia expresada como electron-volts (eV) (Coss-Rojas, 2014). Un Bq
representa el nimero de nucleos atdmicos que se desintegran por unidad de tiempo (Coss-Rojas,
2014), mientras que un electrén-volt (eV) es igual a la energia adquirida por un electrén cuando
pasa por un campo eléctrico constante con un potencial de 1 volt (Kudryashov, 2008). La energia
gue se requiere para que un electrén escape de un dtomo abarca un rango que va de los 4 a los 25
eV, por tanto las radiaciones ionizantes deben de llevar una energia que exceda estos valores para

producir ionizaciones (Attix, 1986).

En general se puede decir que existen dos tipos de radiacion ionizante: fotones de radiacion
electromagnética, como los radiacidn y y rayos X y la radiacién corpuscular (particulas aceleradas
provenientes de los nucleos atémicos de los elementos e. g. electrones, protones, neutrones,
particulas alfa, particulas beta, entre otras) (Kudryashov, 2008). El primer tipo se caracteriza por
contar con longitudes de onda que se encuentran por debajo de los 10™ m en el espectro
electromagnético. El rango de energia emitido por este tipo de radiaciéon ionizante va desde los 2.6
keV (rayos X) hasta los 6.1-7.1 MeV (radiacidn y). La diferencia entre ambos tipos de fotones radica
en el hecho de que los radiacién y son emitidos de un nucleo atémico o como resultado de las
reacciones entre materia y anti-materia y los rayos X se emiten de electrones que cambian de
nivel energético en un atomo o al disminuir su velocidad cuando interaccionan con un campo

coulombiano (Attix, 1986).

La radiacion puede ionizar a la materia tanto directa como indirectamente. Las particulas cargadas
pueden depositar su energia directamente en la materia a través de interacciones coulombianas,
este tipo de radiaciéon se conoce como radiacion directamente ionizante. Las particulas no

cargadas (radiacién v, rayos X y neutrones) transfieren su energia a particulas cargadas presentes



en la materia con la cual interactian y son estas particulas cargadas quienes a su vez generan

ionizaciones, a esta interaccidn se le conoce como radiacion indirectamente ionizante (Attix,

1986).

Los fotones de radiacién y pueden interactuar con la materia por tres fenémenos diferentes (Attix,

1986):

a)

Efecto Compton. El fotdn interacciona con uno de los electrones poco ligados presentes
en las capas exteriores del d&tomo. La energia cedida por el fotén se libera en parte en
forma de energia cinética en el electron, mientras que el resto de la energia se libera en
forma de un nuevo fotdn. En los tejidos, el efecto Compton es predominante en eventos
que involucran fotones con energias que van desde los 30 keV hasta los 20 MeV. La
probabilidad de que este efecto ocurra casi no depende del nimero atémico (Z) del medio
absorbente o absorbedor (Figura 1.1a).

Efecto fotoeléctrico. Es resultado de la interaccidn entre un fotén y uno de los electrones
presentes en las capas mas internas (K, L o M) de un atomo. El fotén cede toda su energia,
parte de ésta es empleada en la liberacién del electrén, mientras que el resto se libera en
forma de energia cinética presente en el electrén. Este efecto es comun en fotones de
baja energia (< 30 KeV en tejido) y es dependiente de la Z del absorbedor (Figura 1.1b).
Produccién de Pares. El foton se convierte en un par de particulas como resultado de su
interaccion con el campo coulombiano presente en el nicleo atdomico. Las particulas
creadas son un electrén y su antiparticula, un positrén (de igual masa que el electrén pero
con carga positiva). La probabilidad de que ocurra es proporcional a la Z del absorbedor

(Figura 1.1c).

b) c)

Fotoelectron

Foténincidente | 4 © Fotén Incidente
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Figura 1.1. Esquematizacién de los efectos producidos por la interaccidn de la radiacién y con la materia: a)
Efecto Compton, b) Efecto Fotoeléctrico y c) Produccién de Pares (Modificado de Bryan, 2013).



En la Figura 1.2, se muestran las relaciones de la interaccidn de la radiacion y con la materia en

funcién de la energia de la radiacion y la Z del absorbedor.
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Figura 1.2. Importancia relativa de los tres tipos de interaccion de los radiacidon y con la materia. Las curvas representan
los valores de nimero atdmico (Z) y energia del fotén (E,) para los cuales la aparicion de los efectos tienen la misma

probabilidad (Modificado de Attix, 1986).

1.1.1. Energia lineal de transferencia (LET)

Si una particula o un haz de particulas radiactivas penetran en un material, sus trayectorias
pueden trazarse con base en los efectos producidos por la ionizacidn. Este evento sélo se observa
en la interaccidon de materia con particulas directamente ionizantes. Las particulas indirectamente
ionizantes no dejan dicha huella directamente, ésta sélo se hace evidente por la accién de

particulas secundarias, si es que éstas ultimas llevan una carga eléctrica (Kudryashov, 2008).

La transferencia lineal de energia (LET por sus siglas en inglés), es la energia perdida por unidad de
longitud de una particula dentro de los limites de un rastro de ionizacion (dE/dx). Las cantidades

de energia perdida se expresan en keV/um (Kudryashov, 2008).

La radiacién ionizante también puede clasificarse en radiacion de alta y de bajo LET. La radiacion

de bajo LET abarca un patrén de ionizacion menor a 1 keV/pm y la de alta LET comprende valores



entre 1 y 1000 keV/Um. De manera general, los fotones se consideran radiacion de baja LET,
mientras que las particulas cargadas pesadas (protones 6 particulas o) se consideran de alta LET
(Attix, 1986). Esta transferencia de energia y sus efectos en las células son parte de los fendmenos

estudiados en este trabajo.
1.1.2. Fuentes de exposicion a radiacidn ionizante.

La radiacidn ionizante puede provenir de dos fuentes principales: la radiacion ambiental natural y
la radiacién producida por el hombre. Dentro de las fuentes de radiacién natural mas importantes
se encuentran los depdsitos de elementos radiactivos, e. g. uranio y torio, presentes en las rocas
igneas y sedimentarias que conforman la corteza de la Tierra, mismas que también son usadas en
construccion (UNSCEAR, 2008; Revisado por Coss-Rojas, 2014). Los rayos cdésmicos (fotones y
particulas cargadas provenientes del Sol y otras estrellas), también forman parte de la radiacion
natural (Bushong, 2013). Asimismo, existen cantidades traza de radionuclidos presentes en los
organismos como metabolitos naturales o, en algunos casos, como consecuencia de la ingesta,
dentro de los cuales el potasio y el carbono son los mas importantes (Revisado por Coss-Rojas,
2014). No obstante, la fuente mas importante de radiacién ambiental es el raddn, un gas ubicuo

producido como resultado del decaimiento natural del uranio (Bushong, 2013).

Aunado a las fuentes de radiacion ambiental, se deben de considerar las fuentes de radiacion
producidas por el hombre. Dentro de este ambito, las radiaciones empleadas en procedimientos
médicos aportan la mayor parte de la exposicién antropogénica (Revisado por Coss-Rojas, 2014).
En los ultimos afos, la exposicidén a radiacién ionizante de uso clinico se ha incrementado hasta
alcanzar cerca del 50% de la exposicidon total en humanos (Figura 1.3) (NCRP, 2009). Los
procedimientos que incluyen el uso de radiaciones ionizantes en la medicina incluyen al
radiodiagndstico (rayos X), la medicina nuclear y la radioterapia (Bushong, 2013; Coss-Rojas,
2014). Otras fuentes de radiacién producida por el hombre involucran a los procesos de
generacién de energia nuclear, los accidentes nucleares, el transporte de material radiactivo y las

pruebas de armas nucleares (UNSCEAR, 2008).
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Figura 1.3. Representacién del porcentaje de exposicidn a radiaciones ambientales naturales y radiaciones producidas
por el hombre. En los ultimos 30 afios, la exposicion a radiacién por procedimientos médicos se ha incrementado

(Tomado de Coss-Rojas, 2014).

1.2. Efectos bioldgicos de la radiacion ionizante.

La interaccidn de radiacion ionizante con los seres vivos puede tener efectos deletéreos en las
células que los componen. En la mayoria de los casos, las lesiones generadas son consecuencia del
dafio producido en el DNA (Hall y Giaccia, 2012), expresado en la forma de alteraciones genéticas
tales como aberraciones cromosdémicas, cambios en la ploidia, formacién de microntcleos,
intercambio de cromatidas hermanas, mutaciones y amplificaciones de genes, y deleciones

(Morgan, 2003).

Platzman (1958) separd la absorcion de fotones de alta energia en las células en cuatro fases que

pueden delimitarse con relativa claridad, éstas son:

1. Etapa Fisica. Implica la deposicién de energia causada por la radiacién incidente y la
consecuente generacion de electrones secundarios (107 s).

2. Etapa Fisico-Quimica. Se presenta una rapida reorganizacién de las especies altamente
inestables producidas en la primera etapa. Al final de esta etapa, los radicales se
encuentran en una distribucién no homogénea (10™%s).

3. Etapa de Quimica no Homogénea. Las especies quimicamente reactivas difunden y
reaccionan unas con otras o con el ambiente celular hasta que todas las reacciones se
completen (10°5s).

4. Etapa Bioldgica. Las células responden a los dafios causados por los productos formados

en las etapas anteriores. Durante esta etapa se inducen las respuestas que derivan en las



consecuencias a largo plazo de la exposicion a la radiacién (10 s o mas largo dependiendo

del medio).

Las radiaciones ionizantes pueden ejercer sus efectos a través de dos maneras. La primera de éstas
se presenta cuando se producen ionizaciones de manera directa en las estructuras atomicas de las
macromoléculas, produciendo alteraciones en su estructura y funcién, éstos se conocen como
efectos directos. Por su parte, los efectos indirectos de la radiaciéon se presentan cuando los
radicales libres, principalmente especies reactivas de oxigeno (EROs) generados como
consecuencia de la radidlisis del agua, interaccionan con las proteinas, lipidos y dcidos nucléicos de
las células (Riley, 1994; Azzam, 2012; Hall, 2012) (Figura 1.4). Se ha reportado también que las
EROs generadas pueden interactuar con el éxido nitrico (NO) y generar especies reactivas del
nitrégeno (ERN’s) que a su vez pueden dafiar también a las células (Riley, 1994; Jay-Gerin y

Ferradini, 2000).
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Figura 1.4 Esquematizacion de los efectos producidos por la accién directa e indirecta de la radiacion ionizante en los

sistemas bioldgicos (modificado de Azzam, et al., 2012).

Puesto que las células estan compuestas en su mayoria por agua (=80%), los dafos causados por la
accion indirecta de la radiacién adquieren una mayor relevancia en las células, debido a que el

desbalance entre las especies reactivas generadas y la capacidad antioxidante del sistema deriva



en la generacidn de estrés oxidante (Riley, 1994; Hall, 2012). Se calcula que aproximadamente 2/3

del dafio que causa la radiacidn ionizante al DNA se produce por el efecto indirecto (Azzam, 2012).

De acuerdo con Vazquez-Vazquez (2011), los radicales producidos por la radidlisis del agua siguen

el mecanismo descrito a continuacion:

La absorcidn de radiacion ionizante por parte de una molécula de agua resultara en una ionizacién
(i. e. la molécula de agua perderd un electrén). Como consecuencia de ésta ionizacion, se formara

un ién positivo:
H,0 > H,0' +e”

El electron liberado por la ionizacidon puede ser capturado por otra molécula de agua y, como

resultado, se formard otro idn, ésta vez negativo:
Hzo +e 9 Hzo_

Ambos iones son altamente inestables y se descomponen para dar origen a nuevos iones y

radicales:
H,0" = H'+ OH*
H,0O2> OH +H

Los iones H'y OH™ pueden combinarse para volver a formar una molécula de agua. Sin embargo, el
radical OHe es capaz de reaccionar practicamente con todas las moléculas presentes en los
organismos. Los radicales OHe también pueden reaccionar entre si para formar peréxido de

hidrégeno, una molécula altamente toxica:
OH® + OH®* = H,0,

Debido a su alta reactividad, el radical OH® difunde poco en el medio y se considera que muchos
de los dafios causados por el efecto indirecto de la radiacion estdn mediados por éste radical. En
contraste, el H,0, tiene una alta capacidad de difusidn, aunque este radical no es tan reactivo en
una solucion acuosa, se ha reportado que en concentraciones mayores a 50 UM puede generar

oxidaciones en grupos SH de las proteinas (Revisado por Halliwell, 1994).



De manera general se han descrito dos tipos de efectos de la radiacién ionizante relacionados con
la dosis en los humanos: los efectos somaticos y los efectos genéticos (Apéndice |) (Fajardo, 2001;

Angelo, 2004).
1.2.1. Efecto espectador de la radiacion ionizante.

Ademas de los efectos observados en las células directamente expuestas a radiacion ionizante,
existen evidencias que demuestran que células que no fueron expuestas directamente a la
radiacidn, muestran las mismas alteraciones que las células irradiadas, i. e. se comportan como si
hubiesen sido expuestas, éste fendmeno se conoce como “efecto espectador” (Revisado por
Mothersill y Seymour, 2004; Rzeszowska et al., 2009; Blyth y Sykes, 2011) (Figura 1.5). El efecto
espectador engloba una amplia gama de alteraciones genéticas entre las que destacan rearreglos
cromosomicos, aberraciones cromosdmicas, intercambio de cromatidas hermanas, deleciones,

duplicaciones y mutaciones y amplificaciones de genes (Koturbash, 2006).

La generacion de este efecto se ha demostrado tanto en modelos in vitro como en modelos in
vivo. En particular, se ha demostrado que los efectos de la exposicién a radiacion se pueden
observar en cultivos celulares expuestos a medio de cultivo de células irradiadas (Zhou et al.,
2002). En modelos murinos, se ha observado que al irradiar Unicamente la cabeza se presentan

cambios epigenéticos y marcadores de apoptosis en el bazo (Koturbash et al., 2008).
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Figura 1.5. En el efecto espectador de la radiacién ionizante, las células directamente expuestas a la radiacién pueden ya
sea morir o sobrevivir. La progenie de las sobrevivientes presentara alteraciones genéticas y epigenéticas, dichas
alteraciones también pueden inducirse en células que no fueron directamente irradiadas. Usualmente, los efectos en las

células espectadoras se observan en las siguientes generaciones (modificado de Azzam, 2012).



A pesar de que el mecanismo de accidn del efecto espectador no se conoce por completo, se ha
demostrado que los efectos observados en las células espectadoras podrian deberse a un evento
de sefializaciéon quimica iniciado por las células directamente irradiadas. Estas son capaces de
liberar diversos factores en el medio (e. g. EROs, factores clastogénicos o citocinas) que pueden
afectar a las células adyacentes (por uniones gap) o difundir a través del plasma y causar dafios en

otros sitios del organismo (Mothersill y Seymour, 2004; Morgan y Sowa, 2005).

Los dafios causados por la radiacion se pueden mantener incluso en la progenie de las células
espectadoras (Azzam, 2012). En un estudio realizado por Marozik et al, (2007), se demostré que al
exponer cultivos celulares con el suero de sobrevivientes del accidente de Chernobyl, se genera
una gran cantidad de micronucleos y se reduce la viabilidad celular, lo que sugiere que el efecto
espectador puede permanecer en individuos irradiados por largos periodos de tiempo, en este
caso 20 anos. Ademas de estas evidencias, en un estudio en que se emplearon truchas arcoiris
expuestas a rayos X se demostré que los individuos irradiados pueden liberar los factores
clastogénicos en el agua y que éstos uUltimos pueden generar dafios en drganos tales como las
branquias o la cola en peces no expuestos a radiacién incluso cuando los peces originalmente

irradiados han sido removidos del estanque (Mothersill et al., 2006).
1.2.2. Radiosensibilidad.

La radiosensibilidad se define como el nivel de afectacion que presenta un tipo celular
determinado perteneciente a un organismo que ha sido expuesto a radiacion ionizante (Vazquez-

Vazquez, 2011).

La ley de la radiosensibilidad, postulada por Bergonié y Tribondeau en 1906 (Vogin y Foray, 2013),
establece que el nivel de radiosensibilidad depende del indice mitético y de la tasa metabdlica del

tipo celular irradiado (Bergonié y Tribondeau, 2003).
Los postulados principales de ésta ley son los siguientes (Alcaraz-Bafos, 2003):

- Las células con una alta actividad mitdtica y una alta tasa metabdlica son radiosensibles.
- Llas células con un mayor porvenir filogenético, i. e. que requieran mas divisiones para
alcanzar su diferenciacion, son radiosensibles.

- Los tejidos con un menor grado de diferenciacién son randiosensibles.
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Tomando en consideracion estas aseveraciones, lo érganos como la médula dsea roja, el timo o el
bazo son considerados 6rganos radiosensibles, mientras que el corazén y el cerebro se consideran
como radiorresistentes (Suciu, 1983). Los linfocitos son una excepcién a esta ley, pues son células
muy radiosensibles a pesar de no contar con las caracteristicas que se enuncian (Alcaraz-Bafos,

2003).

Ademas de las caracteristicas sefialadas por Bergonié y Tribondeau (2003), se ha demostrado que
la radiosensibilidad también puede estar determinada por la tasa de consumo de oxigeno, pues se
ha observado que en condiciones hiperbaricas la radiosensibilidad de los tejidos se incrementa

(Withers, 1967).

1.3. Especies Reactivas de Oxigeno y Estrés oxidante.

Como se mencioné previamente, la principal via a través de la cual la radiacién ionizante dafia a
los organismos es la generacidn de ERO’s debido al efecto indirecto. Todos los organismos
aerobios requieren oxigeno para producir energia en sus mitocondrias (Halliwell, 2006), no
obstante es considerado como una molécula téxica para todos los seres vivos debido a su
capacidad de producir radicales libres responsables de provocar dafio en los sistemas bioldgicos

(Revisado por Halliwell, 1994, 2006; Kohen y Nyska, 2002; Halliwell y Gutteridge, 2007).

Halliwell y Gutteridge (2007) definen un radical libre como “cualquier especie quimica capaz de
existir independientemente y que contiene uno o mas electrones no apareados”. En los seres
vivos, los radicales se pueden formar por diversos mecanismos: al afiadir un solo electrén a un no-
radical, como consecuencia de la ruptura de un enlace covalente, o como consecuencia de la

exposicion a radiacién (Revisado por Halliwell, 2006).

Por otro lado, en quimica, cualquier compuesto que puede aceptar electrones se conoce como
agente oxidante, contrario a esto, una substancia capaz de donar electrones es un agente reductor
(Lodish et al., 2008). En biologia un agente reductor suele actuar donando hidrégenos o donando
oxigenos y los agentes oxidantes ganan oxigenos o electrones, en ambientes bioldgicos estos
agentes se denominan como antioxidantes y pro-oxidantes, respectivamente (Kohen y Nyska,
2002). El balance entre pro-oxidantes y antioxidantes se conoce como potencial redox y es
especifico para cada organelo vy sitio biolégico (Kohen y Nyska, 2002). Con base en lo anterior, el

término estrés oxidante se refiere al “desbalance entre agentes oxidantes y antioxidantes, en



favor de los primeros, conllevando a un riesgo potencial de dafo oxidante” (Sies, 1997; Halliwell,

2006, 2011).

En este sentido, los agentes pro-oxidantes estan representados por las EROs (Kohen y Nyska,
2002), el cual es un “término colectivo que incluye tanto a los radicales basados en oxigeno (como
el radical superdxido 0,° o el radical hidroxilo OH®) como a los derivados no radicales del oxigeno
que pueden generar facilmente radicales libres y/o causar dafio oxidante (como el perdxido de
hidrégeno H,0,)” (Tabla 1) (Halliwell, 2001, 2006; Halliwell y Gutteridge, 2007). Una definicion

similar se emplea para las ERNs (Halliwell, 2006).

El radical OH® es considerado como la ERO mas reactiva de todas, aunque para ejercer dafio debe
de producirse en un sitio cercano a sus objetivos bioldgicos, pues tiene poca capacidad de
difusién, mientras que los radicales 0,y H,0, son menos reactivos pero tienen una alta
capacidad de difusién, por lo que pueden generar dafos en sitios alejados de su origen (Revisado
por Sies, 1997; Kohen y Nyska, 2002; Halliwell y Gutteridge, 2007). Mucho del dafio generado por
el H,0, se debe a que es capaz de participar en la reaccion de Fenton que resulta en la produccion
del radical OH® (Halliwell, 1994; Kohen y Nyska, 2002). Por otro lado, se estima que la mayor parte
del dafio originado como consecuencia de la exposicidon a radiaciéon ionizante se debe al radical

OH®, derivado de la radidlisis del agua (Halliwell, 1994, 2001).

Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno (EROs). Se muestran tanto los radicales de oxigeno como los no-radicales que

pueden convertirse facilmente en radicales (Modificado de Halliwell, 2006).

Especies Reactivas de Oxigeno (EROs)

Radicales No Radicales

Anién Superdxido, 0,°~ Peréxido de hidrégeno, H,0,
Hidroxilo, OH® Acido hipocloroso, HOCI
Peroxilo, RO,"® Acido hipobromoso, HOBr
Alcoxilo, RO® Ozono, O3

Hidroperoxilo, HO,® Oxigeno singulete, o,

Peroxinitrito, ONOO™

Las ERQO’s se forman de manera constante en los seres vivos a través de fuentes enddgenas y

fuentes exdgenas (Halliwell, 2001). La mitocondria es la fuente endégena mas importante, pues a
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través de la cadena de transporte de electrones es que se pueden transferir algunos electrones a
las moléculas de O,, generando de esta manera el radical 0,° (Halliwell, 2006). Por su parte, el
sistema inmune, a través de los mecanismos de combate a patdégenos, también aporta una

cantidad importante de ERO’s a los organismos (Halliwell, 2011).

En lo que a las fuentes exdgenas se refiere, la exposicidn a radiacién, tanto ionizante como no-
ionizante, es una de las fuentes exégenas mds importantes. En particular, la exposicion a rayos X y
radiacion y deriva en la produccién de radicales OH® y H,0,, mientras que la exposicion a rayos UV
produce la ruptura hemolitica del H,0,, lo que resulta en la formacién de radicales OH*® (Halliwell,
1994, 2001). Los contaminantes ambientales, entre los que se engloba a los contaminantes del
aire (humo de cigarro, contaminantes industriales, productos de la combustidon de combustibles
fosiles), xenobidticos (e. g. toxinas, pesticidas o herbicidas) y productos quimicos (e. g. el gas
mostaza o el alcohol) también son fuentes importantes de ERQO’s. Sin embargo, se considera que la
principal fuente de ERO’s proviene de la dieta, puesto que gran parte de los alimentos son
metabolizados a través de oxidaciones, ademas de que pueden contener una gran cantidad de

agentes oxidantes (Revisado por Kohen y Nyska, 2002).

Los radicales son capaces de producir diferentes reacciones (Halliwell, 2006; Halliwell y Gutteridge,

2007):

1. Pueden unir sus electrones no apareados a través de un enlace covalente;

2. Se agregan como aductos en no-radicales, éstos ultimos conservaran el electrén no
apareado del radical original;

3. Actuan como agentes reductores, al donar un solo electron a un no-radical, como
consecuencia la molécula receptora tendra un electrén no apareado;

4. Actdan como agentes oxidantes, tomando un solo electrén de un no-radical, éste ultimo
tendra como consecuencia un electrén no apareado;

5. Pueden substraer un atomo de hidrégeno de un enlace C-H, debido a que los hidrégenos
tienen un solo electrdén, el carbono se quedara con un electréon no apareado. En este caso,
se puede presentar una reaccién en cadena, pues los radicales con base en carbono

reaccionan facilmente con el oxigeno para formar radicales perdxido.



1.3.1. Dafno oxidante en los seres vivos.

Los blanco mds vulnerables al daino por estrés oxidante son las proteinas, los lipidos y el DNA. A
continuacién se presenta un resumen del dafio producido en cada una de las estructuras

mencionadas anteriormente.

Lipidos. El dafio en lipidos se conoce como peroxidacion lipidica y ocurre en tres etapas (Revisado

por Kohen y Nyska, 2002; Halliwell y Gutteridge, 2007):

1. Iniciacién. Una ERO substrae un atomo de hidrégeno de un enlace C-H presente en un
grupo metileno del lipido. Este evento deja al carbono con un electrén no apareado,
mismo que se estabiliza a través del reacomodo estructural de la molécula, lo que resulta
en la formacién de un dieno conjugado.

2. Propagacion. El dieno (un radical con base de C) puede reaccionar facilmente con el O, del
medio para formar un radical RO,®, éste ultimo es capaz de substraer mas H de otros
enlaces C-H en la molécula, por lo tanto se produce una reaccién en cadena.

3. Terminacidn. La ultima etapa se presenta después de la interaccién del radical RO,* con

otro radical o con un antioxidante.

La peroxidacion lipidica disminuye la fluidez de la membrana, incrementa la permeabilidad de la
misma y dafia proteinas membranales, lo que resulta en la inactivacion de receptores, enzimas y
canales idnicos, y eventualmente se induce la pérdida de la integridad membranal, i. e. ruptura de

las membranas (Halliwell, 2006).

Proteinas. Los radicales OH® y RO® son los principales causantes del dafio a proteinas, e. g. el
radical OH® puede atacar los enlaces peptidicos al substraer el H (Halliwell y Gutteridge; 2007). Por
otro lado, los radicales 0,°” y H,0, casi no tienen efectos en las proteinas, aunque pueden
reaccionar con los grupos —SH de las proteinas y oxidarlos (Kohen y Nyska, 2002; Halliwell y
Gutteridge, 2007), asi como con el hierro de la hemoglobina, lo que deriva en la formacion de
metahemoglobina (Revisado por Vdzquez-Vazquez, 2011). Como consecuencia se pueden dafiar
aminodcidos especificos, puede haber cambios en la estructura terciaria, degradacion vy
fragmentacién de las proteinas (Kohen y Nyska, 2002). El dafio en las proteinas puede resultar en
la generacién de mecanismos de respuesta al estrés que derivan en la pérdida de la actividad

enzimatica, funciones celulares alteradas (como la produccion de energia), interferencia con la
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creacion de potenciales de membrana y cambios en el tipo y nivel de proteinas celulares (Kohen 'y

Nyska, 2002).

DNA. Aunque el DNA es una molécula altamente estable, las ERO’s pueden causar distintos tipos
de dafio en ella: modificacion de bases nitrogenadas, rompimientos de cadena sencilla y de
cadena doble, pérdida de purinas, dafio a la desoxirribosa y dafno a los mecanismos de reparacién
del DNA (Revisado por Kohen y Nyska, 2002; Halliwell y Gutteridge, 2007). La mayoria del dafio
generado en el DNA es consecuencia del radical OH® (Kohen y Nyska, 2002), que es capaz de
formar aductos en las bases nitrogenadas (Revisado por Halliwell y Gutteridge, 2007). Uno de los
aductos mds importantes es la 8-hidroxiguanina, que se forma cuando el radical OH® reacciona con

las guaninas del DNA (Halliwell, 2001, 2006).

Finalmente, el dafio por estrés oxidante se ha asociado con la generacién y propagacion del
cancer, la generacidn de una gran cantidad de enfermedades neurodegenerativas, e. g. Parkinson
y Alzheimer, asi como con la diabetes, aterosclerosis, insuficiencia renal e hipertensién arterial

entre otras (Revisado por Elejalde-Guerra, 2001; Halliwell, 2011).
1.3.2. Antioxidantes.

Halliwell (2001) define a un antioxidante como “cualquier substancia que, cuando estd presente
en bajas concentraciones comparadas con la de un substrato oxidable, previene o retrasa de

manera significativa la oxidacidn de dicho substrato”.

Los sistemas bioldgicos cuentan con tres tipos principales de antioxidantes: i) enzimas
antioxidantes, ii) proteinas antioxidantes no cataliticas vy iii) antioxidantes de bajo peso molecular

(LMWA por sus siglas en inglés) (Kohen y Nyska, 2002; Ma, 2013).

En el caso de los primeros, Sies (1997) considera que las tres clases principales de enzimas
antioxidantes son las superdxido dismutasas (SOD), las catalasas (CAT) y las glutation peroxidasas
(GPx). La SOD se encarga de catalizar la conversion del radical 0,°” en H,0, (Ecuacién 1) (Halliwell,
2001; Kohen y Nyska, 2002). Un tipo especifico de SOD que cuenta con manganeso en su sitio
activo (MnSOD) esta presente en la mitocondria, mientras que la enzima que tiene cobre y zinc en
su sitio activo (CuZnSOD) esta presente en gran medida en el citoplasma (Halliwell, 2001). Por su
parte, la CAT lleva a cabo la conversién de 2 moléculas de H,0, en agua y O, (Ecuacidn 2), se

considera que esta enzima es responsable de remover el H,0, cuando se encuentra en altas



concentraciones (Kohen y Nyska, 2002). Empero, el sistema de remocidn de H,0, mas importante
en las células humanas es la GPx (Halliwell, 2001), pues tiene una mayor afinidad por su substrato
y puede removerlo cuando se encuentra en bajas concentraciones (Kohen y Nyska, 2002). La GPx
emplea al glutation reducido (GSH) como donador de electrones para remover el H,0,, lo que

resulta en la produccion de glutatidon oxidado (GSSG) (Ecuacion 3) (Halliwell, 2001; Kohen y Nyska,

2002).
SOD
0, +0," —» H,0,+ 0, (1)
Cat
2H,0, —=» 0O; + 2H;0 (2)
GPx
G5H + H,O0, = G55G+ H,0 (3)

El grupo de antioxidantes no cataliticos esta representado por las tiorredoxinas (Trx) y las
glutarredoxinas (Grx) (Ma, 2013). Ambos proteinas pueden fungir como sensores del potencial
redox celular y también pueden actuar como donadores de electrones para reducir los puentes

disulfuro oxidados de las proteinas (Ahsan et al., 2009).

El grupo de LMWA puede actuar directa o indirectamente con las ERO’s. La accidn indirecta
involucra la quelacién de metales de transicién y de esta manera se previene su participacion en la
reaccién de Fenton, mientras que el mecanismo directo implica la donacién de electrones a los
radicales de oxigeno para que de ésta manera se reduzcan las posibilidades de que ataquen a sus
blancos biolégicos (Kohen y Nyska, 2002). Dentro de este grupo, el GSH es considerado como el
principal antioxidante intracelular, se puede encontrar en concentraciones de hasta 10 mM
(Limdén-Pacheco, 2007). En su forma oxidada GSSG, dos moléculas de GSH se encuentran unidas a
través de un puente disulfuro debido a la oxidacién de los grupos —SH de la forma reducida (GSH)
(Kohen y Nyska, 2002). El cociente 2GSH/GSSG funge como un estimador del potencial redox o
potencial reductor, que representa una medida de la energia potencial de reduccién u oxidacion
dentro de las células (Dalton et al., 2004). El GSH puede reducir de manera directa varios tipos de
ERO’s (e. g. OH®, RO,®, RO®*, HOCL y ONOO") a través de la donacién de electrones, o bien como
cofactor de la GPx (Kohen y Nyska, 2002; Halliwell, 2001), también puede actuar como quelante y
participa en otros procesos como el plegamiento de las proteinas y su degradacion (Kohen y

Nyska, 2002).
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Las células cuentan con mecanismos especificos para detectar cambios en el estado redox celular
e iniciar la via de sefializacién antioxidante. Los residuos reactivos de cisteina, por ejemplo, son un
pequefio grupo de proteinas que a pH fisioldgico se encuentran en forma de iones tiolato (S7) y
reaccionan facilmente con las ERO’s y las ERN’s, estas reacciones generan productos de oxidacion
de la cisteina que a su vez funcionan como mecanismos de deteccion de moléculas electrofilicas o

presencia de metales (Ma, 2013).

La expresion de la mayoria de las enzimas antioxidantes se encuentra regulada por los elementos
de respuesta a antioxidantes (ARE por sus siglas en inglés), que son secuencias potenciadoras
presentes en los promotores de los genes de dichas enzimas (Nguyen et al., 2009). En esta via
también estd involucrado el factor nuclear 2 (relacionado al factor eritroide 2) (Nrf2), un factor de
transcripcion que al formar heterodimeros con proteinas Maf pequenas puede unirse a las
regiones ARE y asi iniciar la transcripcion de genes involucrados en la respuesta antioxidante (Ma,
2013). A su vez, la actividad de Nrf2 se encuentra controlada por Keapl. En condiciones
fisioldgicas, Keapl estd unido a Nrf2, ésta unién impide la interaccidon de Nrf2 con las proteinas
Maf pequefias y promueve su ubiquitinacién (Ma, 2013). En condiciones de estrés oxidante, los
residuos de cisteina de Keapl pueden ser modificados por la accién de ERO’s o ERN’s y de esta
manera se inhibe la ubiquitinacién de Nrf2 y se promueve la disociacion del complejo Nrf2/Keap1,

lo que deriva en la transcripcion de genes antioxidantes (Nguyen et al., 2009; Ma, 2013).

Aunado a estos mecanismos de activacion, existen evidencias que indican que a través de la via de
sefializacion de las MAP cinasas, se puede iniciar la respuesta antioxidante en las células a través
de Nrf2. Por ejemplo, se ha demostrado que la activacién de la via Nrf2 por etil piruvato es
dependiente de la fosforilacidon de la cinasa p38 MAPK en un modelo in vitro de células RAW 264.7
(Jang et al., 2012). De manera mas especifica, en células HepG2 se ha demostré que la
administracién capsaicina puede incrementar la actividad de Nrf2, misma que es modulada a su

vez por la activacion de la cascada de sefializacion PI3k/Akt (Joung et al., 2007).

De esta manera, los antioxidantes proveen de mecanismos a las células para remover y prevenir la
formacidn de ERQ’s, no obstante este mecanismo no es 100% efectivo (Halliwell, 2001), es por ello
gue los mecanismos involucrados en la reparacion de DNA, dafio lipolitico y enzimas proteoliticas

juegan un papel importante para restituir las funciones de estas biomoléculas (Sies, 1997).



1.4. Neurotrofinas.

Las neurotrofinas (NT) son un grupo de factores de crecimiento involucrados en casi todos los
aspectos del funcionamiento y desarrollo del sistema nervioso. Se ha demostrado que las NT
pueden modular la proliferacién, sobrevivencia, diferenciacién y regeneracion neuronales.
Asimismo, se ha observado que estan involucradas en la regulacidn y la plasticidad sindpticas, son
capaces de modular los eventos de potenciacion y depresién a largo plazo (LTP y LTD) y participan
en la diferenciacion glial (Revisado por Thoenen, 1995; McAllister et al., 1999; Lu et al., 2005;
Reichardt, 2006).

En todos los grupos de vertebrados se ha reportado la presencia de 4 tipos de NT principales: el
factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), la
neurotrofina-3 (NT-3) y la neurotrofina-4/5 (NT-4/5) (Davies, 1994; Lewin y Barde, 1996; Lu et al.,
2005). Todas las NT son sintetizadas en forma de pro-neurotrofinas, precursores de mayor tamafo
(30-35 kDa) que las proteinas maduras, mismas que deben de ser procesadas para dar origen a la
NT madura de aproximadamente 13 kDa (Siedah et al., 1995; revisado por Lu et al., 2005;
Friedman y Greene, 1999). Se considera que las pro-neurotrofinas llevan a cabo funciones

opuestas a las de las NT maduras (Lu et al., 2005).
Lu et al. (2005) mencionan que las pro-neurotrofinas pueden cumplir uno de tres destinos:

1. Las pro-neurotrofinas son procesadas en el interior de la célula y consecuentemente
secretadas como NT maduras (las proteasas involucradas en la maduracién son la furina y
la proteina-convertasa 1)

2. Las pro-neurotrofinas son secretadas y la maduracién se lleva a cabo en el exterior de la
célula (las proteinas son maduradas por metaloproteasas o por plasmina).

3. Las pro-neurotrofinas son secretadas y no hay una maduracidn subsecuente.

En su forma activa, las NT se encuentran en forma de homodimeros constituidos de dos
mondmeros orientados de manera paralela, i. e. los extremos C y N se orientan en el mismo lado
del dimero (Wiesmann y de Vos, 2001, Soforniew et al., 2001), aunque BDNF es capaz de formar
heterodimeros con NT-3 y NT-4/5 (Figura 1.6) (Wiesmann y de Vos, 2001). Todas las NT cuentan
con un patréon de plegamiento similar y mantienen un 50% de identidad en sus secuencias

(Wiesmann y de Vos, 2001).
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Figura 1.6. Diagramas de la estructura de los dimeros de NT determinados experimentalmente. Los mondmeros

dimerizan de forma paralela, posicionando al C y N terminales hacia el mismo lado. En la parte superior se muestran los
homodimeros de NGF, en el centro los de NT-3 y NT-4/5 y en la parte inferior se muestran los heterodimeros formados

por BDNFy NT-3 y BDNF y NT-4/5 (Tomado de Wiesmann y de Vos, 2001).

1.4.1. Receptores neurotrdficos.

Las NT son capaces de unirse a dos tipos de receptores transmembranales. Los primeros,

NTR pertenecen a la superfamilia de receptores del factor de necrosis

receptores de tipo p75
tumoral (TNF) y son considerados como los receptores de baja afinidad (Revisado por Friedman y
Greene, 1999; Chao, 2003; Lu et al., 2005). Estdn formados por un dominio extracelular que
contiene cuatro motivos ricos en cisteina, un dominio transmembranal y un dominio citopldsmico
en el que se encuentra un dominio de “muerte” (Wiesmann y de Vos, 2001; Reichardt, 2006). El
segundo tipo, receptores de tipo Trk, son receptores tirosina-cinasa y se consideran como los
receptores de alta afinidad de las NT (Barbacid, 1994; Huang y Reichardt, 2003; Reichardt, 2006).
Estdn formados por cinco dominios en su porcion extracelular unidos por una hélice

transmembranal al dominio tirosina-cinasa interno, de todos los dominios externos, el nimero 5

es el mas conservado (Wiesmann y de Vos, 2001)



La sefializacion a través de los receptores de tipo Trk involucra las respuestas de sobrevivencia,

NTR estd asociada con

desarrollo y diferenciaciéon de las NT mientras que la activacién de p75
respuestas de muerte celular (Revisado por Friedman y Greene, 1999; Chao, 2003; Lu et al., 2005;

Reichardt, 2006).

Cada NT se une a un tipo especifico de receptor Trk, de esta manera, NGF se une a receptores de
tipo TrkA, BDNF y NT4/5 se unen a receptores de tipo TrkB y NT3 a receptores de tipo TrkC
(Revisado por Thoenen, 1995; Lu et al., 2005; Reichardt, 2006). No obstante, se ha demostrado
que NT3 también es capaz de unirse a TrkA y con TrkB, aunque con una afinidad menor (Ivanisevic
et al., 2007; revisado por Barbacid, 1994). Por otro lado, p75""" se conoce como el receptor pan-
neurotréfico dado que todas las NT son capaces de unirse a él de manera indistinta aunque con
una afinidad hasta 1000 veces menor en comparacion con los receptores de tipo Trk (Reichardt,
2006). Sin embargo, existen evidencias que prueban que tanto pro-NGF como pro-BDNF son
capaces de unirse a p75""" con mayor afinidad que sus formas maduras y que la sefializacién que

inducen puede ser al menos 10 veces mas potente (Figura 1.7) (Lee et al., 2001, Teng et al., 2005).
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Figura 1.7. Representacion de las principales interacciones de las NT con los receptores de tipo Trk y p75NTR. Todas las

NTR

pro-neurotrofinas son capaces de unirse a p75" e iniciar su via de sefializacién. Las NT maduras también pueden

interactuar con p75NTR

, aunque tienen una mayor afinidad por los receptores de tipo Trk. De manera especifica, NGF se
une a TrkA, BDNF y NT-4/5 se une a TrkB y NT-3 se une a TrkC. Para fines de simplicidad, las interacciones entre NT-3 con

TrkA y TrkB no se muestran (Modificado de Reichardt, 2006).
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Los receptores Trk se dimerizan en el momento en que se unen con su ligando neurotréfico, el
proceso de dimerizacidén es necesario para que se lleve a cabo la transfosforilacién de los residuos
de tirosina en el dominio citoplasmico del receptor y por ende se inicie la cascada de sefializacion
mediada por este receptor (Friedman y Greene, 1999; Wiesmann y de Vos, 2001). Por otro lado,
los receptores p75"'" también se organizan en dimeros en su forma activa, este es un hecho
interesante debido a que la mayoria de los receptores de muerte se deben de organizar en

trimeros para poder llevar a cabo su funcion (Wiesmann y de Vos, 2001).

A pesar de lo anterior, las NT también son capaces de unirse a ambos tipos de receptores al mismo
tiempo (Revisado por Lu et al., 2005; Reichardt, 2006) debido a que se pueden formar
heterodimeros de sus receptores. Este hecho puede derivar en distintas respuestas, e. g. se puede
incrementar la afinidad por las NT y potenciar la respuesta de sobrevivencia o inducir la
internalizacidn de los Trk’s unidos a su ligando, entre otras (Wiesmann y de Vos, 2001; Chao, 2003;
Reichardt, 2006). Finalmente, se ha demostrado que la cascada de sefalizacién activada por la
unién de BDNF a p75"™" es capaz de aumentar los niveles de ceramida lo que, en consecuencia,

regula de manera negativa la fosforilacién de TrkA (McPhee y Barker, 1997).
1.5. Factor de Crecimiento Nervioso (NGF)

El factor de crecimiento nervioso (NGF por sus siglas en inglés) fue aislado por primera vez de
glandulas submaxilares de ratén y fue descrito inicialmente como “nerve growth-promoting
factor” por Rita Levi-Montalcini y Stanley Cohen en 1954, convirtiéndose asi en la primera

neurotrofina en ser descubierta (Cowan, 2001).

De acuerdo con Levi-Montalcini (1987) existen tres funciones principales que lleva a cabo el Factor

de Crecimiento Nervioso en las neuronas simpaticas y sensoriales:

i El rol tréfico vital durante las etapas tempranas del desarrollo

ii. La propiedad con que cuenta para intensificar procesos de diferenciacion como la
extension de neuritas

iii. La capacidad de guiar el crecimiento o regeneracion de neuritas a través de su propio

gradiente de concentracion.



Dentro del sistema nervioso central (SNC), NGF es sintetizado principalmente en neuronas, en
regiones como el hipocampo (Levi-Montalcini, 1984; Aloe et al., 1994) y en el estriado (Revisado
por Sofroniew et al., 2001). No obstante, existen reportes que indican que NGF también es capaz
de expresarse en la microglia y los astrocitos (Sofroniew et al., 2001). Por otro lado, p75" " se
encuentra expresado en el prosencéfalo y en algunas regiones dentro del tallo cerebral (Revisado
por Sofroniew et al., 2001) y en hipocampo (Chakravarthy et al., 2010). TrkA se expresa dentro de
las neuronas del estriado y, en menor medida, en el hipocampo (Holtzman et al., 1995); ambos
receptores se pueden encontrar en las células horizontales y amacrinas de la retina (Revisado por

Sofroniew et al., 2001).

NGF se expresa mayormente en dérganos que son blanco de nervios sensoriales y simpaticos
(Reichardt, 2006) por lo cual debe transportarse de manera retrégrada desde los érganos que los
sintetizan hasta el soma de las neuronas para ejercer su funcién bioldgica (Johnson et al., 1987
Revisado por Bartlet et al., 1998). Se ha demostrado que estos tejidos sélo sintetizan NGF una vez
qgue han sido innervados (Thoenen y Barde, 1980) y que los nervios expresan los receptores
especificos de esta NT una vez que alcanzan a sus tejidos diana (Davies, 1994). En la fase inicial del
desarrollo, la sobrevivencia de las neuronas se encuentra regulada por BDNF o NT-3, y en fases
posteriores requieren Unicamente NGF y no otras NT (Davies, 1994). Independientemente de la
funcién que NGF lleva a cabo en los tejidos nerviosos, se ha reportado en modelos murinos la
presencia de NGF y su receptor TrkA en una amplia variedad de tejidos periféricos, por ejemplo: el
iris, el corazoén, el vaso deferente, el rifidn, los intestinos, los pulmones, el higado, el timo, la
vejiga, los musculos y el bazo (Yamamoto et al., 1996; Lommatzsch et al., 2005), aunque los niveles

mas altos se han registrado en la glandula sub-maxilar (Thoenen y Barde, 1980).

La expresion de NGF puede modularse a través de diferentes estimulos, e. g. condiciones de estrés
producida por el nado (Aloe, 1994), la exposicion a estrogeno y progesterona (Bjorling, 2002) y a
compuestos volatiles organicos (VOC'’s) (Wang et al., 2013), eventos inflamatorios y autoinmunes
(Govoni et al. 2011; Revisado por Sofroniew et al., 2001) y la administracion de ciertos farmacos

como el acido carnésico (Kosaka y Yokoi, 2003) o la rilmenidina (Vyas et al., 2006).

Asimismo, en nuestro grupo de trabajo se cuenta con evidencias que prueban que la transcripcién
de NGF se ve inducida como consecuencia de la exposicion a diversos promotores de estrés
oxidante tales como el arsenito de sodio (iAs), el acetaminofén (APAP) o la L-butionina-S-R-

sulfoximina (BSO) (Valdovinos-Flores y Gonsebatt, 2013).
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1.5.1. NGF 75

El mondmero de NGF es una molécula de forma alargada, la parte central se forma de dos pares
de ldminas B torcidas que se encuentran acomodadas de manera antiparalela. En uno de los
extremos se encuentran tres asas de horquilla, mientras que el otro extremo lleva un nudo de
cisteina que estabiliza el plegamiento y la conformacion de la proteina (Revisado por Wiesmann y
de Vos, 2001; Sofroniew et al., 2001). Al igual que las demas NT, la forma biolégicamente activa de
NGF se forma por dos mondémeros organizados de manera paralela para formar un homodimero

(Wiesmanny de Vos, 2001).

En las glandulas submaxilares, NGF se encuentra formando un complejo que, debido a su
coeficiente de sedimentacidn, se denomina NGF 7S (Thoenen y Barde, 1980). Dicho complejo esta
formado por tres sub-unidades: dos de ellas son proteasas llamadas a-NGF y y-NGF, mientras que
NGF neurotréfico forma a la tercera sub-unidad y adquiere el nombre de B-NGF (Thoenen y Barde,
1980; Wiesmann y de Vos, 2001). En este trabajo, la sub-unidad B serd referida en todo momento
como NGF. La sub-unidad y es una proteasa activa, altamente especifica, que participa en el
procesamiento de pro-NGF, en cambio, la sub-unidad a no cuenta con actividad bioldgica y es

reconocida como un zimégeno bloqueado (Thoenen y Barde, 1980; Wiesmann y de Vos, 2001).

NGF 7S contiene dos copias de cada sub-unidad, las seis moléculas resultantes se encuentran
arregladas alrededor de un eje simétrico formado por el dimero de NGF, que esta en contacto con
las sub-unidades a y y. El complejo esta estabilizado por dos iones de Zn que unen las interfaces
entre NGF y y-NGF, por otro lado, la sub-unidad a se encuentra unida a la porcién central del

dimero de NGF (Figura 1.8) (Wiesmann y de Vos, 2001).

Figura 1.8. Representacion del complejo NGF 7S. El dimero de NGF se muestra al centro, en color rojo, las dos copias de

a-NGF se muestran en verde y las dos copias de y-NGF en azul (Tomado de Wiesmann y de Vos).



1.5.2. Vias de sefializacion de NGF (Revisado por Segal y Greenberg, 1996; Friedman y Greene,

1999; Sofroniew et al., 2001; Huang y Reichardt, 2003; Reichardt, 2006).

Ya se ha mencionado que las respuestas celulares producidas por las NT dependen del tipo de
receptor con que estas interactien. En el caso especifico de NGF, Sofroniew et al. (2001)
mencionan que la sefalizacién de este factor de crecimiento es amplia, se encuentra regulada de

manera dindmica y depende del contexto en que se lleve a cabo.

Después de unirse con su ligando, TrkA sigue el mecanismo de activacion tipico de los receptores

tirosina cinasa (Friedman y Greene, 1999):

1. Elreceptor se dimeriza, consecuencia de la interaccién con el ligando,

2. Se inicia la actividad de las cinasas y se fosforilan las tirosinas del asa de activacién del
receptor,

3. Actividad completa de las cinasas, se inicia la autofosforilacidn de los residuos de tirosina,
fuera del asa de activacion,

4. Diferentes moléculas sefializadoras se unen a los residuos de tirosina fosforilados,

5. Las moléculas sefializadoras también se fosforilan y, en consecuencia, se activan,

6. Las moléculas activadas inician cascadas de sefializacidn independientes del receptor.

En el caso particular de TrkA, se han identificado dos residuos de tirosina que se autofosforilan
inmediatamente después de la interaccion con el ligando y que desempefian roles fundamentales
en la senalizacién de este receptor, dichos residuos son: Y490 e Y785 (Revisado por Friedman y
Greene, 1999; Sofroniew et al.,, 2001; Huang y Reichardt, 2003). De manera general, la
fosfotirosina -490 (pY490) esta relacionada con la activacion de las vias Ras-Raf-Erk y PI3K-Akt,
mientras que la fosfotirosina-785 (pY785) se requiere para la fosforilacion y la activacién de la via
PLC—y—Caz"—PKCS (Revisado por Friedman y Greene, 1999; Sofroniew et al.,, 2001; Huang y
Reichardt, 2003; Reichardt, 2006).

Via Ras. En esta via, el residuo pY490 es capaz de reclutar y fosforilar a Shc, una proteina
adaptadora. En su forma activa, Shc recluta a Grb2, otra proteina adaptadora que se encuentra
formando un complejo con SOS, un factor intercambiador de guanina que promueve la transicién
de Ras-GDP (Ras inactivo) hacia Ras-GTP (Ras en su forma activa). Una vez activo, Ras promueve
una cascada de sefializacion que involucra la activacion de la proteina cinasa Raf misma que, a su

vez, puede fosforilar a las MAP cinasas MEK1 o MEK2 y éstas finalmente fosforilan y activan a las
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cinasas Erk1 y Erk2. En su forma activa, Erk1/2 son capaces de viajar al nicleo en donde pueden
fosforilar a Elk-1, esta ultima fosforilacion permite la transcripcién de c-fos un gen de respuesta
temprana involucrado en la iniciacién y el mantenimiento de la diferenciacién. También se puede
lograr una activacién constitutiva de Ras por una via diferente. En esta via, Frs2 es reclutado en
pY490, Frs2 genera sitios de unién para Grb2 en complejo con Crk, esta asociacion promueve la
activacion del factor de intercambio C3G para Rapl. Rapl activo es capaz de estimular a la
proteina cinasa B-Raf, misma que también puede activar la via Erk. Finalmente, Erk1/2 es capaz de
fosforilar a Rsk que a su vez fosforila a CREB, un factor de transcripciéon que a través de c-fos
también estd involucrado en respuestas de sobrevivencia y diferenciacién de las neuronas. Tanto
Rsk como las distintas Erk’s proveen de un mecanismo de retroalimentacién para atenuar o
terminar la cascada de sefializacion mediante la fosforilaciéon de SOS, este evento resulta en la

disociacion del complejo Grb2-SOS y por tanto, en la inactivacién de Ras.

Via PI3K. La fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) es un heterodimero compuesto por una unidad
reguladora y una unidad catalitica cuya activacion depende de la uniéon de la sub-unidad
reguladora a TrkA y la posterior unidon de la sub-unidad catalitica al mismo complejo. Este
reclutamiento involucra la unién de Grb2 a pY490, Grb2 a su vez recluta a la proteina de unién
asociada a Grb2 (Gab1) y es este ultimo el encargado de reclutar y activar a PI3K. Ademas de Gab1,
TrkA tiene la capacidad de fosforilar a los substratos del receptor de insulina 1y 2 (IRS1 e IRS2),
gue también permiten la unidn y activacién de PI3K. La activacion de PI3K resulta en la formacién
de 3-fosfoinositol que se une a la cinasa dependiente de 3-fosfoinositol (PDK1). Esta unién se
requiere para que PDK1 fosforile y active a la proteina cinasa B (PKB, también conocida como Akt).
Akt promueve la sobrevivencia celular al fosforilar a Bad, una proteina que promueve la apoptosis
al unirse a Bcl-Xl, que a su vez inhibe a Bax, una proteina pro-apoptética. Bad fosforilado es
secuestrado por las proteinas 14-3-3, esta interaccion evita que Bad lleve a cabo su funcién pro-
apoptética. No obstante, Akt también es capaz de fosforilar e inactivar a otras proteinas pro-
apoptdticas como GSK3p y el factor de transcripcion forkhead (FKHRL1). Finalmente, Akt también
inhibe a IkB, el inhibidor del factor de transcripcion NF-kB, ampliamente relacionado con

respuestas de sobrevivencia celular.

Via PLC-y. Cuando se fosforila, Y785 recluta a la fosfolipasa C-y (PLC-y), misma que es activada por
la actividad de cinasa de TrkA. PLC-y se encarga de fosforilar e hidrolizar al fosfatidilinositol 4,5-

bifosfato (PtdIns (4,5)P,) para generar inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). IP3 promueve



la liberacién de Ca®* de almacenes citoplasmicos como el reticulo endopldsmico, mientras que
DAG estimula la activacién de isoformas de la proteina cinasa C (PKC). El Ca** liberado puede
activar a su vez a otras proteinas cinasas dependientes de calcio y calmodulina. Una de las
isoformas de PKC que se activan como consecuencia de esta via es PKC9, capaz de activar la via
Erk. Finalmente, la disminuciéon en los niveles de Ptdlins (4,5)P, también resulta en la modulacion

de la sensibilidad de canales idnicos de tipo TRP a estimulos mecanicos o de temperatura.

Seiializacion a través de p75"™". La sefializacion de NGF a través de este receptor puede derivar en
diferentes vias. La primera de ellas involucra a la cascada de sefializacidn de la cinasa Jun, a través
de la cual se puede activar una respuesta pro-apoptética por medio de p53. Asimismo, Jun
también es capaz de inducir la expresion del ligando Fas y promover la apoptosis mediante la
. .y NTR .y . . T
activacion del receptor Fas. Por otro lado, p75" " también puede activar a la esfingomielinasa
acida, que hidroliza a la esfingomielina para dar origen a la ceramida, otra proteina pro-

NTR puede unirse a la proteina adaptadora Traf6 que, en complejo con

apoptética. Finalmente, p75
la cinasa asociada al receptor de interleucina 1 (IRAK), puede promover la actividad de NF-xB. No
obstante, las consecuencias de la activacion de NF-kB no estdn bien definidas, pues se ha
observado que dicho factor de crecimiento puede activar tanto vias de sobrevivencia como vias de

muerte.
1.5.2. NGF y su relacion con la respuesta antioxidante.

Ademas de las funciones que NGF puede llevar a cabo en las neuronas, existen numerosas
evidencias en las que se ha demostrado que esta NT también es capaz de participar en la

generacion de la respuesta antioxidante.

En modelos in vitro, existen trabajos llevados a cabo en la linea celular de feocromocitoma de
ratén (PC12) en los que se ha demostrado que la adiciéon de NGF protege a las células del dafio por
H,0, a través de la induccion de la actividad de la CAT (Jackson et al., 1990). Del mismo modo
existen evidencias que indican que NGF incrementa los niveles de expresiéon de mRNA de GPx y
CAT de manera dosis-dependiente, mientras que la actividad de ambas enzimas aumenta de
manera tiempo-dependiente (Sampath et al. 1994). Asimismo, se ha probado que el tratamiento
con NGF es capaz de restaurar los niveles de estas mismas enzimas cuando los cultivos se exponen
a agentes téxicos como la actinomicina D y la cicloheximida, ademas de incrementar la viabilidad

celular ante el dafio producido por la exposicién a la actinomicina (Sampath y Pérez-Polo, 1997).
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Finalmente Pan y Pérez-Polo (1993) demostraron que la adicién de NGF puede modular de manera
positiva la actividad de GSH y de enzimas tales como la y-glutamilcisteinil sintetasa (y-GCS) y la
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6P-D) de manera dosis-dependiente, lo que sugiere que esta

NT esta involucrada en los procesos de sintesis de novo de GSH.

Por otro lado, con respecto a los modelos in vivo, se ha demostrado que NGF es capaz de restaurar
los niveles de la enzimas SOD, GPx y CAT (mismos que decrecen en edades avanzadas) en
diferentes regiones del cerebro de ratas envejecidas, donde el puente y la médula son las regiones
mas beneficiadas (Nistico et al., 1992). De igual forma, en diferentes modelos murinos de
enfermedades neurodegenerativas se ha demostrado que NGF puede regular el potencial redox
celular y los niveles de enzimas antioxidantes en el SNC. En particular, en un modelo de
parkinsonismo en el tdlamo, se demostrd que la adicién de NGF puede restaurar los niveles de la
SOD y la GPx una vez que éstos han decrecido como consecuencia de la adicion de la neurotoxina
MPTP (Ninkovi¢ et al., 2000), mientras que en un modelo de Alzheimer en el que se dafié la via
fimbria-férnix del hipocampo el tratamiento con NGF pudo restaurar al nivel de los controles la
concentracién intracelular de glutation reductasa (GSR) y GPx (Cruz-Aguado et al., 1999). Del
mismo modo, en un modelo murino de enfermedad de Huntington por acido quindlico, se
demostré que NGF puede mantener el cociente 2GSH/GSSG en el cuerpo estriado e hipocampo
(Maksimovi¢ et al., 2001), en el mismo modelo de estudio también se demostré que NGF es capaz
de reducir los niveles de ERN'’s, expresados como nitritos, tanto en el estriado como en el
prosencéfalo de ratas (Maksimovi¢ et al., 2002). Tomados en conjunto, todos estos estudios
sugieren que NGF puede ejercer una funcién neuroprotectora en enfermedades

neurodegenerativas a través de la regulacion de la capacidad antioxidante en el SNC.

Aunado a las evidencias citadas en los parrafos anteriores, existen estudios que prueban que NGF
puede llevar a cabo su capacidad antioxidante en otros tejidos ademas del SNC. Por ejemplo,
Arsenijevic et al., (2007) observaron que ratones transgénicos que sobre-expresan NGF cuentan
con niveles mas altos de GSH reducido tanto en higado como en plasma y cerebro y asociaron
dichos incrementos con la proteccidn ante eventos de anorexia inducida por lipopolisacaridos. En
este contexto, en nuestro grupo de trabajo se demostré que diversos promotores de estrés
oxidante (iAS, BSO y APAP) modulan de manera positiva la transcripcion de NGF en el higado y que

esta NT induce incrementos en los niveles de mRNA de proteinas antioxidantes tales como la Trx a



través de un mecanismo autdcrino que involucra a la via de sefalizacion NGF/TrkA/PI13k/Akt

(Valdovinos-Flores y Gonsebatt, 2013).

No se cuenta con evidencias que demuestren que NGF puede regular la capacidad antioxidante en
todos los drganos, sin embargo, existen estudios en los que se prueba que esta NT estd
involucrada en distintas vias de proteccién en distintos tejidos. De manera especifica, en un
modelo in vitro e in vivo se demostrd que eventos de hipoxia-reoxigenacion en el corazén pueden
inducir vias anti-apoptoticas mediadas por un mecanismo de activacidn autécrino de la via de
sefializacion NGF/TrkA/PI13k/Akt (Caporali et al., 2008) ademas de promover la reparacién cardiaca
al promover la sobrevivencia de cardiomiocitos y células endoteliales e inducir eventos de
angiogénesis y después de un evento de infarto en el miocardio (Meloni et al., 2010). La via de
sefializacion NGF/TrkA también puede inducir incrementos en la viabilidad celular en células
plasmaticas de pulmon en un modelo murino de asma (Abram, 2009). NGF también puede regular
la sobrevivencia de células B pancreaticas tratadas con glucosa a través de un mecanismo
autécrino (Navarro-Tableros et al., 2004). Asimismo, existen evidencias que sefialan que ratones
transgénicos que expresan anticuerpos contra NGF presentan un mayor numero de células
apoptéticas en comparacién con los controles en la zona de la pulpa roja del bazo (Ruberti et al.,
2000), mientras que en un modelo in vitro se demostré que NGF es capaz de inducir la
proliferaciéon de células mononucleares del bazo de manera tiempo-dependiente y dosis-
dependiente ademas de potenciar el efecto de mitégenos en linfocitos Ty B (Thorpe y Pérez-Polo,

1987).

Por ultimo, en modelos in vitro en los que se emplean células PC12, se ha evidenciado que Nrf2 es
capaz de modular la expresion de ngfb cuando las células son tratadas con &acido carndsico
(Mimura et al, 2011) y que, a su vez NGF también participa en la regulacion de la actividad de Nrf2

a través de la via TrkA (Kosaka et al., 2009).
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2. JUSTIFICACION

La radiacion ionizante es una fuente conocida de ERQ’s, especialmente de radicales hidroxilo.
Existen evidencias que prueban que en condiciones de estrés oxidante la transcripcidon de ngfb se
incrementa tanto en el SNC como en el higado. Existen evidencias que prueban que el grado de
dafo producido por este tipo de radiacidn es tejido especifico, puesto que depende de manera
importante de la tasa de proliferacién celular, la tasa metabdlica, el grado de diferenciacién y la
tasa de consumo de oxigeno del tejido irradiado. Es por ello que resulta de interés estudiar si la
exposicion a radiacion y es capaz de incrementar la transcripcion de ngfb, asi como saber si activa

la via de sefializacién de su receptor TrkA en drganos con distinto grado de radiosensibilidad.



3. HIPOTESIS

Puesto que NGF es capaz de modular una respuesta antioxidante y su transcripcidn se ve inducida
ante cambios en el estado redox celular, se espera que la radiacidon ionizante sea capaz de modular
de manera positiva la transcripcién de ngfb, asi como la cascada de senalizacion mediada por este
factor de crecimiento. Asi mismo, si se toma en cuenta que el dafio producido es dependiente del
tipo de tejido irradiado, se espera que la respuesta observada presente un comportamiento

organo-dependiente.
4. OBIJETIVOS
4.1 Objetivo General

Determinar si la exposicidn a radiacion y es capaz de modular los niveles mRNA de ngfb, asi como
la activacion de la cascada de sefializacion mediada por la unién de este factor de crecimiento con

TrkA, su receptor de alta afinidad, en tres érganos de ratdn con radiosensibilidades distintas.

4.2 Objetivos Particulares

e Evaluar los niveles de expresion de mRNA de ngfb en cerebro, bazo y corazén de ratones
Balb/c expuestos a 0.5, 2.5 y 4 Gy en un irradiador de radiacién vy .

e Evaluar el estado de fosforilacion de TrkA, asi como la translocacion de Akt a nucleo en
cerebro, bazo y corazén de ratones Balb/c expuestos a distintas dosis de radiacion y (0.5,
2.5y 4 Gy).

e Determinar si existe una relacién entre los niveles de expresiéon del mRNA de NGF y de la

activacion de la via TrkA/Akt con el tipo de tejido irradiado.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Irradiacion de los animales

El protocolo de irradiacidn, asi como la determinaciéon de la tasa de dosis, fueron llevados a cabo
por la fisica Rosa Fajardo como parte de su trabajo de maestria en 2013. En breve, se emplearon
ratones machos de la cepa Balb/c de entre cinco y seis semanas de edad y de 24 + 1.3, g de peso,
proporcionados por el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas UNAM, fueron
expuestos en el irradiador Gammacell 1000 del propio instituto, que tiene *’Cs (vida media de
30.17 aflos con emisiones y de 1.33 y 1.17 MeV) como fuente de radiacién y. La tasa de radiacion a
la cual los ratones fueron irradiados se calculé con ayuda de un dosimetro absoluto (solucién

Fricke), ésta fue de 2.78 + 0.10 Gy/min (Fajardo-Miranda, 2013).

Antes de ser irradiados, los ratones fueron sedados con pentobarbital (90 mg/kgi. p.). Una vez
anestesiados, los ratones se introdujeron en un cilindro de cartén colocado sobre una base de
madera para mantener a los organismos erguidos e inmovilizados y asi permitir que la irradiacion
fuese lo mds uniforme posible. Posteriormente, se colocaron dentro del irradiador, el cual fue
programado con tiempos determinados de irradiacién para exponer a los animales a: 0.5, 2.50 4
Gy. Se irradiaron 5 animales por tratamiento. Los organismos empleados como controles fueron
sometidos al mismo estrés que involucra la administracién del sedante y la manipulacién que
implica el tratamiento, sin embargo no se introdujeron en el irradiador. Todos los animales fueron
sedados y tratados en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad

Nacional Auténoma de México, siguiendo los protocolos establecidos en el laboratorio.
5.2 Sacrificio de los animales y extraccion de tejidos.

En nuestro grupo de trabajo se demostrd previamente que la radiacion y puede producir cambios
en la expresién de enzimas antioxidantes 1 hora después que se llevd a cabo la irradiacién
(Vazquez-Vazquez, 2011). Por ello, en este estudio los ratones fueron sacrificados por dislocacion
cervical una hora después del tratamiento con radiacion y se extrajeron el cerebro, el corazény el
bazo, puesto que son érganos con radiosensibilidades distintas. Cada érgano fue lavado con
solucién salina (0.9 %, 4° C). Se obtuvo una fraccién fresca de tejido con el cual se hizo la
extraccién de proteinas y el resto se congeld en nitrégeno liquido y se almacend a -70°C para su

manejo posterior.



5.3 Extraccion de RNA.

La extraccion de RNA se llevd a cabo siguiendo el protocolo general de TRIzol® Reagent de

Invitrogen (CA, USA; no. de cat. 15596026). Brevemente:

1. Homogenizacidn. Se tomd una pequefa porcién del tejido y se homogenizé en 1 ml de
TRIzol dentro de un tubo de 1.5 ml. Una vez homogenizado el tejido, se incubd por 5
minutos a temperatura ambiente. Las muestras se centrifugaron a 15,000 x g por 15
minutos a 4°C. Se recuperd el sobrenadante y se colocé en un tubo nuevo.

2. Separacion de Fases. Se afadieron 200 PL de cloroformo y se agité vigorosamente
durante, al menos, 15 segundos. Se incubd a temperatura ambiente por 3 minutos. Las
muestras fueron centrifugadas a 12,000 x g por 10 minutos a 4°C.

3. Precipitacion de RNA. La fase acuosa se transfirid a un tubo nuevo; la interfase ni siquiera
debe de ser tocada con la punta al realizar este paso. Se agregaron 0.5 ml de isopropanol e
incubar por 10 minutos a temperatura ambiente. Se llevd a cabo una centrifugacion a
12,000 x g por 10 minutos a 4°C.

4. Lavado de RNA. El sobrenadante fue removido. Se lavd el pellet con 1 ml de etanol al 75%
y se mezcld agitando o por medio de vértex. De nuevo se centrifugd a 7,500 x g por 5
minutos a 4°C.

5. Redisolucion de RNA. Se retird el sobrenadante y el RNA se dejé secando al aire (el pellet
nunca debe cambiar de color blanco a transparente). Se afiadieron 200 |IL de agua a 50°C
y posteriormente se homogenizaron con ayuda de una micropipeta.

6. Almacenamiento. Los tubos se almacenaron a -70 °C

5.4 Determinacion de pureza e integridad de RNA

Se requirié conocer la pureza vy la integridad de las muestras obtenidas dado que éstas habrian de
usarse posteriormente para la elaboracién de cDNA a través de la técnica de RT-PCR. Para conocer
la pureza del RNA extraido, se midié la absorbancia de 2 pL de cada muestra en el
espectrofotometro ND-1000 de Nanodrop® a dos longitudes de onda distintas: A5y Asgo. Al hacer
el cociente de ambas absorbancias (A,s0/A280) S€ obtiene un valor que indica la pureza de las
muestras. Una muestra con un cociente entre 1.7 y 2 se considera como pura (Wieczorek, et al.,

2012).
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Para determinar la integridad, las muestras se corrieron en una electroforesis horizontal llevada a
cabo en un gel de agarosa a una concentracién de 2% disuelto en buffer TAE 1X (Tris 2M, acetato 1
M, EDTA 100nM pH 8.0), la electroforesis se corrié a 80 V durante 40 minutos. Posteriormente, el
gel se tind con bromuro de etidio al 0.01%. El gel se colocd en un transiluminador de luz UV para
observar las bandas de RNA y se obtuvo la imagen con el fotodocumentador Gel Logic 200,
Imaging System® (Kodak®, NY, USA). Una muestra integra es aquella en la que se observan
claramente las bandas 18S y 28S de rRNA, de no ser asi, se considera que el material genético esta

degradado (Wieczorek, et al., 2012).

5.5 Sintesis de cDNA (Retrotranscripcion)
Las muestras de RNA obtenidas se usaron para sintetizar DNA complementario (cDNA) por la
técnica de RT-PCR. La sintesis se hizo con base en el protocolo de M-MLV RT de Promega® (WI,

USA; no. de cat. 9PIM170). En breve:

1. 2 pgde RNA fueron colocados en un tubo de microcentrifuga estéril.

2. Se afadieron 0.5 g de oligo dT (Promega® no. de cat. C1101) por cada microgramo de
RNA empleado (1 pL de oligo dT).

3. Seafadio agua estéril libre de RNasas hasta completar un volumen de 18 pL.

4. La mezcla fue calentada a 70 °C por 5 minutos en termociclador. Una vez transcurrido este
tiempo los tubos se colocaron inmediatamente en hielo

5. Se agregd 1 UL de dNTP’s (10 mM), 5 YL de Buffer 5X M-MLV RT y 1pL de Ia
retrotranscriptasa M-MLV.

6. Todos los componentes se mezclaron, posteriormente se calentaron a 37 °C por 60
minutos.

7. Las muestras fueron almacenadas a -20°C

5.6 PCR Tiempo Real (qPCR)

Para determinar los niveles de expresion de NGF se utilizé la técnica de PCR tiempo real. Los
experimentos se llevaron a cabo en un termociclador Rotor-Gene Q de QIAGEN® (Hilden,
Alemania) y se usé la mezcla de reaccion SYBR® FAST Universal 2X gPCR Master Mix (KAPA
Biosystems, MA, USA; no. de cat. KK4600).

Para poder hacer comparaciones validas entre muestras diferentes es necesario determinar la

eficiencia de la amplificacion de los oligonucléotidos empleados (Fraga et al., 2008). Es por ello



gue antes de llevar a cabo un ensayo de gPCR, se requiere determinar la eficiencia de los primers

para el gen problema como para los del gen que fungird como control enddgeno.

Para determinar la eficiencia de la reaccion, se prepararon 6 diluciones logaritmicas con base 5 a
partir de una mezcla de las muestras de cDNA obtenido (Bio-Rad, 2006). En cada ensayo se deben
cargar 8 UL de muestra (en este caso cDNA diluido), 1 pL de cada oligonucleétido (5 M) (Tabla

5.2) y 10 pL de la mezcla de reaccion.

Tabla 5.1. Secuencia de oligonucleétidos empleados en la determinacidn de los niveles de expresién de mRNA.

Gen Secuencia GenBank ID Tamaio del producto
(pb)
NGF F: CAG TGA GGT GCA TAG CG NM 001112698 171

R: CAT TGC TAT CTG TGT ACG GTT
GAPDH F:ACCACCAACTGCTTAGCCCC NM 008084 216
R: CAG CTCTGG GAT GACCTT GC

El momento en el que se amplifica una cantidad suficiente de copias como para generar una sefial
detectable por el equipo, es conocido como ciclo umbral (C7). Para cada una de las diluciones se
obtiene un C; distinto, estos valores son graficados contra el logaritmo de la dilucidn
correspondiente para obtener una curva estandar. A partir de esta curva se calcula el valor de R?,
que idealmente debe arrojar un valor de R* > 0.990. La eficiencia de la reaccién se obtiene a partir

de la pendiente de la curva estdndar usando la siguiente ecuacion:
E= 10—1/pend|ente -1

En una reaccidon de PCR, el producto obtenido en cada ciclo es, teéricamente, el doble del
producto obtenido en el ciclo anterior. Este hecho se refleja en el valor de eficiencia obtenida. Una
eficiencia del 100% implica que se estd obteniendo el doble de copias por ciclo. Con base en el
hecho anterior, los valores ideales que se deben de obtener de E deben oscilar entre 0.9 y 1.05

(Fragga et al., 2008).

Al final de cada ensayo es necesario correr una curva de fusion que se emplea para corroborar que
sblo se estd amplificando un producto, i. e. que la muestra es pura. Se utilizaron las siguientes

condiciones para cada curva de diluciones:
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1. Hold. 94°C por 3’
2. Cylcing. 94°C por 3”; 60°C por 20”; 35 ciclos
3. Melt. 55-95°C

Una vez comprobada la eficiencia de amplificacién de los oligonucledtidos empleados, se procedié

a evaluar los cambios de expresién de la proteina problema entre los diferentes tratamientos.

Los ensayos de gPCR se llevaron a cabo por triplicado empleando 8 L de cDNA (en dilucidn
1:125), 1 uL de cada oligonucledtido (Tabla 5.1) y 10 UL de la mezcla de reaccidn, para completar
un volumen de reaccion de 20 L. Para cada ensayo se hicieron analisis de curvas de fusion para
confirmar la especificidad de la amplificacidn y la ausencia de dimeros de oligonucleétidos. Las

condiciones empleadas para cada ensayo fueron:

1. Hold. 94°C por 3’
2. Cycling. 94°C por 3”; 60°C por 20”; 32 ciclos
3. Melt. 75-90°C

Las diferencias en la expresién de NGF de los diferentes tratamientos con respecto al control

AACt

fueron evaluados por el método de 2" 0 método de Livak (Livak & Shmittgen, 2001). Primero es

necesario normalizar el Cydel gen problema con el C; del gen de expresidn constitutiva, esto se

hace para las muestras tratadas y para muestras que se usan como calibradores:
ACT(tratado)= CT(gen problema,tratado) — CT(gen constitutivo, tratado)
ACT(calibrador)= CT(gen problema, calibrador) — CT(gen constitutivo, calibrador)
Después se normaliza el AC;de la muestra tratada con el AC; del calibrador:
AACT= ACT(tratado) - ACT(calibrador)
Una vez que se cuenta con ese valor se calcula la tasa de expresion:
2—AACt

= Tasa de expresion normalizada

El resultado obtenido es el nimero de veces que se cambia la expresion del gen problema en la
muestra tratada en relacidn con la muestra calibradora, que a su vez estd normalizado con el gen

constitutivo (Livak & Schmittgen, 2001).



5.7 Extraccidn y determinacion de proteinas

La extraccion de proteinas se llevd a cabo conforme a Valdovinos-Flores y Gonsebatt (2013). En
breve, se homogenizé tejido fresco en Buffer A (Hepes 10 mM , pH 7.9, KCI 10 mM, DTT 1 mM,
IGEPAL 0.4 v/v, NasVO,; 1 mM, PMSF 1 mM y 10 mg/ml de aprotinina y leupeptina), se incubaron
en hielo durante 10 minutos y se centrifugaron a 4000 g por 15 minutos a 4°C. El sobrenadante (en
donde se encuentra la fraccién citoplasmica) fue colectado y almacenado a -70°C. El pellet nuclear
fue lavado con Buffer A y lisado con Buffer C (Hepes 20 mM, pH 7.9, NaCl 200 mM, EDTA 1 mM,
glicerol 5% v/v, DTT 1 mM, Na3;VO, 1 mM, PMSF y 10 mg/ml de aprotinina y leupeptina). Los
homogenados se incubaron en hielo durante 2 horas y centrifugados a maxima velocidad por 15

minutos. Se tomé el sobrenadante (fraccion nuclear) y se almacend a -70°C.

Se determiné la concentracidn de proteinas de cada muestra por medio del método de micro-
placa de Bradford (Bio-Rad, CA). Para obtener la concentracién, se empled una curva patrén de
albumina de suero bovino, la absorbancia de las muestras fue leida a 595 nm y los valores
obtenidos se interpolaron en la ecuacién obtenida por la curva patrdn. Las curvas se consideraron

Utiles si presentaban un coeficiente de correlacién superior (R?) 2 0.98.
5.8 Ensayo de Western Blot

Para determinar los niveles de expresion de proteinas cascada abajo de NGF se empleé la técnica
de Western Blot. Se llevaron a cabo ensayos para muestras citopldsmicas y muestras nucleares. En
citoplasma se hizo la evaluacion de: TrkA total, TrkA fosforilado y Akt citopldsmico. Para
determinar el estado de activaciéon de Akt se evalud su translocacidon nuclear, por lo que en

extractos nucleares se determind Akt y se usé NPM o B-tubulina como control de carga.

Se usaron cantidades diferentes de proteina dependiendo de las muestras que serian empleadas
en cada ensayo. Las proteinas se cargaron en un gel de acrilamida al 10% y se corrieron en una
electroforesis a 100 V en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Al concluir, las proteinas se
electro-transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad®, CA, USA; no. de cat. 162-0115).
Posteriormente, las membranas se incubaron durante una hora con solucién bloqueadora en una
concentracién al 5% preparada con TBS-Tween 1X (Tris pH 7.6, NaCl y Tween 20 al 0.1%). La
solucion bloqueadora se prepard dependiendo el tipo de anticuerpo que seria empleado
posteriormente, usando Albumina de Suero Bovino (BSA) (Santa Cruz Biotechnology, TX, USA; no.

cat. sc-2323) o Leche Blotto (BM) (Santa Cruz Biotechnology, sc-2325) con Agente Bloqueador (BA)
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(GE Life Sciences, UK; no. cat. CPK1075). Después, las membranas se incubaron con anticuerpo

primario en agitacion constante diluido en solucidn bloqueadora (Tabla 5.2). Al concluir la

incubacién, se hicieron 3 lavados de 10 minutos con TBS-Tween 1X a cada membrana.

Posteriormente, las membranas se incubaron con un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa

de rabano (Cell Signaling Technology, MA, USA), diluido en TBS-Tween 1X con leche Blotto al 5%,

durante una hora a temperatura ambiente con agitacién constante. El anticuerpo secundario

usado se usé dependiendo del animal en que fue cultivado el anticuerpo primario. Al terminar la

incubacién las membranas se sometieron a 3 lavados de 15 minutos con TBS-Tween 1X y 1 lavado

de 15 minutos con TBS 1X.

Tabla 5.2. Solucién bloqueadora y anticuerpos primarios con el factor de dilucién empleados para la determinacién de P-

TrkA, TrkA, Akt, GAPDH, NPM y B-Tubulina.

Proteina Solucion Fuente Anticuerpo Factor Dilucién
Bloqueadora
P-TrkA BSA 5% Conejo Phospho-TrkA (Tyr 490) Antibody 1:2000
(Cell Signaling Technology #9141)
TrkA BM 5% + BA Conejo Anti-TrkA antibody [EP1058Y] 1:2000
5% (Abcam ab76291)
Akt BSA 5% Conejo Akt Antibody 1:2000
(Cell Signaling Technology #9272)
GAPDH BM 5% + BA Raton GAPDH Antibody 1:8000
5% (Santa Cruz Biotechnology sc-
20357)
NPM BSA 5% Conejo NPM Antibody 1:3000
(Cell Signaling Technology #3542)
B-Tubulina BM 5% + BA Ratdn B-Tubulin (Sigma-Aldrich #T4026) 1:4000

5%

La deteccidn de las proteinas se llevd a cabo por medio de una reaccién quimioluminiscente, dicha

reaccion se logré mediante la incubacién de las membranas con el kit Amersham™ ECL™ Advance

Western Blotting Detection Kit (GE Life Sciences, RPN2232). Una vez presente la reaccidn, se



emplearon placas fotograficas Amersham Hyperfiim™ ECL (GE Life Sciences, 28-9068-40)
expuestas a las membranas para captar la seiial de las proteinas. Una vez obtenidas las placas con
la marca, las membranas se sometieron a un “stripping” o despegado de los anticuerpos a través
del lavado con NaOH 0.2 M durante 15 minutos y 3 lavados posteriores de 10 minutos con agua
destilada, de esta manera las membranas pueden incubarse con nuevos anticuerpos y se permite
asi lainmunodeteccion de otras proteinas. Las proteinas fueron identificadas en las placas a través
de su peso molecular. Para lograr dicha identificacidn, se empled un marcador de peso molecular
biotinilado (Biotinylated Protein Ladder Detection Pack #7727, Cell Signaling Technology), que fue
detectado en las membranas mediante el anticuerpo Anti-biotina acoplado a perdxidasa de
Rabano (#7075, Cell Signaling Technology), éste fue afiadido en una dilucién 1:4000 junto con los

anticuerpos secundarios.
5.9 Andlisis Densitométrico de los Western Blots

Para llevar a cabo la cuantificacién de las proteinas estudiadas, se hizo una digitalizacién de las
placas fotograficas obtenidas en la reaccidon de quimioluminiscencia por medio de la cdmara Kodak
Gel Logic 200 Imaging System. Las imagenes fueron guardadas en un formato TIFF de 16 bits sin

escalar.

El andlisis densitométrico de las imdagenes se hizo con el software Image J 1.47 (W. Rasband, NIH,
USA), con el cual se midié la densidad integrada de cada banda en las placas. Con estos datos, se
determiné la expresidon normalizada con respecto al control de carga de las proteinas de interés.
La determinacién se hizo mediante la obtencién del cociente de las proteinas de interés y sus

controles de carga.
5.10 Andlisis Estadistico

El analisis estadistico se realizd con el software Sigma Plot 11 (Systat Software, Inc., IL, USA). La
evaluacién se llevo a cabo para una n=20. Para los ensayos de qPCR, se usaron muestras por
triplicado, los ensayos de WB se corrieron por duplicado. En todos los casos, los datos estan
expresados como media * error estandar (E. E.). Para determinar las diferencias en los niveles de
expresion, tanto de las proteinas evaluadas como de NGF entre los grupos experimentales con
respecto al control, se hizo un andlisis de ANOVA de una via con una prueba post-hoc de Holm-

Sidak. Se consideraron significativas las diferencias en donde p < 0.05.
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5.11 Etica

Los experimentos descritos en este trabajo se realizaron siguiendo las normas descritas en
“Principles of Laboratory Animal Care” (NIH publicacion No. 85-23, revisado en 1985) y la Norma
Oficial Mexicana de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién
(SAGARPA) titulada “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio” (Clave NOM-062-Z00-1999, publicado en agosto 2001).



6. RESULTADOS

6.1 Pureza e integridad de RNA.

Una vez que los ratones fueron expuestos a la radiacion, se disecaron los tejidos y con ellos se
llevd a cabo una extraccién de RNA por medio del método de Trizol, la cual permitié obtener RNA
en condiciones éptimas y con bajos indices de contaminacién de DNA. Se analizé la pureza y la
integridad de las muestras de RNA extraidas para asi determinar la viabilidad de las mismas. Para
evaluar la integridad, las muestras se corrieron en una electroforesis horizontal en geles de
agarosa. En los geles corridos para cada uno de los érganos pueden observarse con claridad las
bandas correspondientes a las fracciones de rRNA 28S y 18S (Figura 6.1), cuya presencia denota la

integridad del RNA.
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Figura 6.1. Imagen representativa de muestras de RNA corridas en un gel de agarosa al 2%. Se muestra la integridad del

RNA de los tres drganos evaluados.

Las muestras se analizaron con un espectrofotdmetro Nanodrop® para llevar a cabo la
determinacién de la concentracién de RNA en éstas. Por medio de éste anadlisis también se pudo
precisar la pureza de las muestras a través de la obtencién del cociente de absorbancia a 260 y 280
nm. Los valores arrojados por dicho cociente fueron en promedio: 1.89 + 0.05 para las muestras

de cerebro. Todas las muestras se consideraron puras.

6.2 Curvas de eficiencia de amplificacion para ngfb y GAPDH.

Se determind la eficiencia de la reaccién para cada par de primers especificos para cada gen
evaluado por medio de gPCR. Esta determinacién se hizo a través de la curva estandar que se

obtiene a partir de la corrida de diluciones seriales de cDNA.
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Para el caso de las muestras de cerebro, la eficiencia obtenida fue de uno y el valor de R? = 0.98,

mientras que para la curva de GAPDH se obtuvo una E= 0.97 y una R*= 0.99 (Figura 6.2).
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Figura 6.2. Curvas estandar de diluciones para ngfb (a) y GAPDH (b). La eficiencia de la reaccién y la R’se observan. En

ambos casos, se obtuvieron valores satisfactorios para la reaccion.

La determinacién de la curva de eficiencia de NGF no pudo llevarse a cabo ni en el bazo ni en el
corazon debido a que los niveles basales de esta NT son muy bajos en estos érganos (bazo:

Consulta en Biogps: http://biogps.org/#goto=genereport&id=18049 consultado el 5 de febrero de

2014; corazdn: Consulta en Biogps: http://biogps.org/#goto=genereport&id=18049 consultado el 5

de febrero de 2014) y por lo tanto, no se realizaron los ensayos de qPCR en dichos tejidos.

6.3 Expresion de los niveles de mRNA de ngfb en cerebro.

Los niveles de mensajero de ngfb en el cerebro de los ratones expuestos a 0.5 Gy de radiacidn y se
incrementaron en comparacidon con el grupo control, sin embargo, este aumento no fue

estadisticamente significativo. No obstante, los niveles de mRNA de ngfb mostraron un


http://biogps.org/#goto=genereport&id=18049
http://biogps.org/#goto=genereport&id=18049

incremento significativo en los grupos tratados con 2.5 y 4 Gy, en las que se observd un

incremento de mas del doble con respecto al control (p<0.05) (Figura 6.3).

1.6
1.4 -

1.2 1

0.8 -

0.6 1

nfgb/gapdh mRNA (U.A.)

0.4 A

0.2 A

Control 0.5Gy 2.5Gy 4 Gy

Figura 6.3. Niveles de expresidn de mRNA de ngfb en cerebro de ratones Balb/c tratados con radiacién y a 0.5, 2.5y 4
Gy. Se representa la media * E.E. de los valores de 22%% obtenidos para cada tratamiento. El andlisis de los datos se hizo

mediante una ANOVA de una via y post-hoc de Holm-Sidak. *p<0.05 con respecto al control.

6.4. Modulacidn de la Fosforilacion de TrkA en cerebro, bazo y corazén

Ademads de la estimacién de la expresién de ngfb, se llevé a cabo la determinacion de la
fosforilacién relativa de TrkA. Este anadlisis tiene dos finalidades: i) La evaluacién del estado de
activacion de la cascada de sefializacion mediada por esta NT y ii) puesto que NGF cumple con una
funcién autdcrina, la evaluacion de la fosforilacién de su receptor permite inferir si los niveles de

MRNA NGF evaluados por qPCR se estdn traduciendo en proteinas que lleven a cabo su funcién.

En el cerebro, el grupo expuesto a 4 Gy fue el Unico en el que se registrd un incremento
estadisticamente significativo en la fosforilacién del receptor con respecto al grupo control, sin
embargo, la diferencia también fue significativa al comparar con los grupos expuestos a 0.5y 2.5

Gy (P<0.05) (Figura 6.4).
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Figura 6.4. Estado de fosforilacion de TrkA en cerebro de ratones Balb/c tratados con radiacién y a 0.5, 2.5y 4 Gy. En el
panel superior se observa una imagen representativa del WB de la fosforilacion del receptor. Los valores representan la
media t E. E. El andlisis de los datos se hizo mediante una ANOVA de una via y post-hoc de Holm-Sidak. * p<0.05 con

respecto a los demas grupos.

La fosforilacion de TrkA en el bazo mostré un comportamiento diferente al observado en el
cerebro. En este caso, se registrd una disminucién estadisticamente significativa en la fosforilacién
del receptor al comparar el grupo tratado a 0.5 Gy con el grupo control (p<0.05). En los grupos
expuestos a 2.5 y 4 Gy no se observaron cambios en los niveles de fosforilacidn al compararlos con

el control (Figura 6.5).

De los tres organos evaluados, el corazéon fue el Unico en el que no se hallaron diferencias
estadisticamente significativas en la fosforilacién de TrkA en ninguno de los grupos expuestos a

radiacion y (Figura 6.6).
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Figura 6.5. Estado de fosforilacion de TrkA en bazo de ratones Balb/c tratados con radiacién y a 0.5, 2.5 y 4 Gy. En el
panel superior se observa una imagen representativa del WB de la fosforilacion del receptor. Los valores representan la
media t E. E. El andlisis de los datos se hizo mediante una ANOVA de una via y post-hoc de Holm-Sidak. * p<0.05 con

respecto a los demas grupos.
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Figura 6.6. Estado de fosforilacion de TrkA en corazén de ratones Balb/c tratados con radiacién y a 0.5, 2.5y 4 Gy. En el
panel superior se observa una imagen representativa del WB de la fosforilacién del receptor. Los valores representan la

media t E. E. El analisis de los datos se hizo mediante una ANOVA de una via y post-hoc de Holm-Sidak.
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6.5. Translocacion nuclear de Akt en cerebro, bazo y corazon.

Como una manera de definir si los cambios observados en los niveles de fosforilacién de TrkA
impactaban en la actividad de la cascada de sefializacion mediada por NGF (NGF/TrkA/Akt), se
evalué la translocacién de Akt a nicleo como un método para evaluar la actividad de esta protein-

cinasa.

La translocacidon de Akt a nucleo en el cerebro, no mostré diferencias significativas entre los
distintos tratamientos con radiacién y y el grupo control. No obstante, se puede apreciar una
tendencia hacia una respuesta de tipo dosis-dependiente. Esta aseveracidn se respalda en el
hecho de que la cantidad de Akt en nlcleo parece aumentar de manera directamente

proporcional a la dosis de radiacién empleada (Figura 6.7).

En el caso del bazo, no se hallaron diferencias estadisticamente significativas en la translocacion

de Akt para ninguno de los grupos expuestos a radiacidn ionizante (Figura 6.8).

Finalmente, para el corazén tampoco se registraron diferencias significativas en la translocacién de
Akt en ninguno de los grupos expuestos a radiacidn vy, no obstante, el comportamiento de esta

proteina es similar al observado en bazo (Figura 6.9).
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Figura 6.7. Translocacion nuclear de Akt en cerebro de ratones Balb/c tratados con radiacién y a 0.5, 2.5y 4 Gy. En el
panel superior se observa una imagen representativa de los niveles de Akt en nucleo (Aktn) y en citoplasma (Aktc). Los
valores representan la media % E. E. El andlisis de los datos se hizo mediante una ANOVA de una via y post-hoc de Holm-

Sidak.
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Figura 6.8. Translocacion nuclear de Akt en bazo de ratones Balb/c tratados con radiacién y a 0.5, 2.5 y 4 Gy. En el panel
superior se observa una imagen representativa de los niveles de Akt en el nucleo (Aktn) y en el citoplasma (Aktc). Los
valores representan la media * E. E. El andlisis de los datos se hizo mediante una ANOVA de una via y post-hoc de Holm-

Sidak.
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Figura 6.9. Translocacion nuclear de Akt en corazdn de ratones Balb/c tratados con radiacién y a 0.5, 2.5y 4 Gy. En el
panel superior se observa una imagen representativa de los niveles de Akt en el nucleo (Aktn) y en el citoplasma (Aktc).
Los valores representan la media + E. E. El andlisis de los datos se hizo mediante una ANOVA de una via y post-hoc de

Holm-Sidak.
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Finalmente, en la tabla 6.1 se muestra un resumen que compara los resultados obtenidos en este

trabajo para cada uno de los érganos evaluados.

Tabla 6.1. Resumen de las respuestas observadas en cada uno de los drganos evaluados. (ND= No determinado).

Cerebro Bazo Corazdn

Expresion de NGF Incremento a 2.5 Gy (=2.6 ND ND
veces) vy a 4 Gy (=2.4
veces)

Fosforilacion de TrkA  Incremento a 4 Gy (=0.3 Decrecidé a 0.5 Gy Sin diferencias

veces) (=0.15 veces) significativas
Translocacion de Akt  Sin diferencias Sin diferencias Sin diferencias
significativas pero con significativas significaticas.

una tendencia dosis-

respuesta




7. DISCUSION

La radiacion ionizante es capaz de dafiar a las células a través de dos vias: la via directa (disrupcién
de las macromoléculas debido a la ionizacidon de sus atomos) y la via indirecta (el dafo a las
macromoléculas es consecuencia del estrés oxidante producido por la radidlisis del agua)
(Revisado por Riley, 1994; Azzam, 2012; Hall, 2012). El componente principal de las células es agua
(Riley, 1994; Hall 2012), por tanto la accidon indirecta de la radiacién adquiere una mayor
relevancia. Aunado a esto, se ha reportado que aproximadamente 2/3 del dafio al DNA se genera

debido al efecto indirecto de la radiacién (Azzam, 2012).

Por otro lado, NGF es una proteina perteneciente a la familia de las NT: factores de crecimiento
encargados de la regulacion de casi todos los aspectos del desarrollo y funcién del sistema
nervioso, entre los que destacan: la proliferacidén, sobrevivencia, diferenciacion, plasticidad y
regulacion sindptica (Revisado por Huang y Reichardt, 2001; Lu et al., 2005; Reichardt, 2006).
Ademas de dichas funciones, existen evidencias que indican que NGF es capaz de modular la
respuesta antioxidante en modelos in vitro (Pan y Pérez-Polo, 1993; Sampath et al. 1994; Sampath
y Pérez-Polo, 1997) y en modelos in vivo, tanto en sistema nervioso central (Nistico et al., 1992;
Cruz-Aguado et al., 1999; Maksimovi¢, et al., 2002) como en el higado (Arsenijevic et al., 2007;
Valdovinos-Flores y Gonsebatt, 2013). Ademds, NGF también puede regular |la sobrevivencia de
células B pancredticas de manera autdcrina (Navarro-Tableros et al., 2004), asi como la
sobrevivencia de cardiomiocitos (Caporali et al., 2008), células plasmaticas del pulmoén (Abram,
2009) y promueve la reparacidn cardiaca después de eventos de infarto al miocardio (Meloni et

al., 2010), ademds de que previene la apoptosis en linfocitos B (Kronfeld et al., 2002).

En los sistemas bioldgicos, los efectos producidos por la exposicidon a radiacion ionizante pueden
variar dependiendo de la radiosensibilidad del tejido irradiado, misma que es su capacidad de
proliferaciéon, grado de diferenciacién y tasa metabdlica propios del tejido (Alcaraz-Baros, 2003;
Bergonié y Tribondeau, 2003), ademas de otros factores como la tasa de consumo de oxigeno de
cada drgano (Whiters, 1967). Es por ello que en este trabajo se investigo la relacién dosis-efecto
de la exposicién a cuerpo entero de radiacion y en tres érganos de ratdn con diferentes grados de
radiosensensibilidad (Suciu, 1982): el cerebro, el bazo y el corazén. Dado que en este estudio se
emplearon dosis de radiacién correspondientes a efectos somaticos tempranos en humanos, se

espera que en los érganos de raton se manifieste una respuesta contra la irradiacion.
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En este estudio, se pudo observar que la transcripcién de ngfb en el cerebro de ratones tratados
con radiacién vy se incrementa a las dosis de 2.5 y 4 Gy (Figura 6.3). El incremento en los niveles de
mRNA de NGF como consecuencia de la exposicion a radiacion ionizante podria considerarse como
una respuesta para combatir el estrés oxidante generado por la radidlisis del agua. Dado que el
cerebro es considerado como un dérgano mads radiorresistente que otros por su baja tasa de
proliferacion y alta diferenciacion celular (Suciu, 1983), se podria esperar que la respuesta a
radiacidn ionizante sélo fuese observable en la dosis mds alta empleada en este trabajo, i. e. 4 Gy.
Sin embargo, la transcripcidon de ngfb se induce tanto en dosis altas (4 Gy) como en dosis mas
bajas (2.5 Gy). Ademas, cabe resaltar que, si bien las diferencias no son significativas, pareciera
haber un incremento en los niveles de NGF en el grupo expuesto a 0.5 Gy. El hecho de que se
observe un cambio en la expresion de NGF independientemente de la dosis de radiacidn
empleada, podria apoya las observaciones hechas en tejidos diferenciados como el cerebro, pues
a través de esta NT el cerebro podria estar combatiendo el dafio creado por la exposicidn a la
radiacidn ya sea a través de la generacion de una respuesta antioxidante o bien de una respuesta

de sobrevivencia.

Ya se ha mencionado que las funciones protectoras de este factor de crecimiento son
consecuencia de la activacion de su via de sefalizacién mediada por la unién de esta NT con TrkA
(Wiesmann y de Vos, 2001; Lu et al., 2005; Reichardt, 2006). En particular, se ha demostrado que
la actividad antioxidante de NGF podria alcanzarse a través de la via NGF/TrkA/Akt (Valdovinos-
Flores y Gonsebatt, 2013). Es por ello que también se decidié evaluar la activacion tanto del

receptor TrkA como de la proteina Akt.

Se observé que, en el cerebro, la fosforilacion de TrkA se presentd sélo en el grupo de ratones
expuestos a 4 Gy de radiacidn vy (Figura 6.4). Por otro lado, en la actividad de Akt Unicamente se
aprecia una tendencia a un incremento de tipo dosis-dependiente (Figura 6.7). Ambos eventos
muestran poca relacion entre el incremento en los niveles de expresion de ngfb y la actividad de
su cascada de sefializacion. Cabe resaltar que los niveles de proteina de NGF no fueron evaluados
en este estudio, este hecho se debe de tomar en consideracion puesto que la repuesta observada
de TrkA y Akt podria estar determinada por los niveles de proteina presentes en el tejido en el

momento de la irradiacion.

En nuestro grupo de trabajo, se demostré que NGF puede actuar de manera autdcrina para

incrementar los niveles de tiorredixina-1 (Trx-1) en condiciones de estrés oxidante en el higado de



ratones (Valdovinos-Flores y Gonsebatt, 2013). Ademas se ha reportado que NGF es incapaz de
cruzar la barrera hematoencefalica (Mimura et al., 2011), por lo que un mecanismo de accion
autocrino es muy posible en el cerebro. Estos hechos insindan un mecanismo de accion autdcrino
para NGF en el modelo de estudio planteado en este trabajo, no obstante, todas las NT son
sintetizadas como pro-neurotrofinas que requieren ser maduradas por medio de modificaciones
post-traduccionales antes de poder llevar a cabo sus funciones bioldgicas (Siedah et al., 1995;
Govoni et al., 2011). En nuestro estudio, el sacrificio de los animales y la diseccién de los tejidos se
realizaron 1 hora después de la exposicion a radiacidn vy, dado que los cambios registrados en los
niveles de mRNA de NGF no corresponden con lo observado en los niveles de activacion de TrkA y
Akt. Es probable que al realizar una evaluacién en periodos de tiempo mas extensos, asi como
realizar evaluaciones de los niveles de proteina de NGF permitan determinar con mayor claridad el
estado de la via de sefalizacién activada por NGF. Los hechos expuestos anteriormente podrian
explicar entonces el por qué de la poca actividad observada en la cascada de sefalizacién de NGF a

pesar del incremento en la expresién de ésta NT.

Finalmente, se considera que la dosis de exposicién también es importante en la generacién del
dafio por radiacién ionizante (Undeger et al., 2004), entonces, puede ser que sélo la dosis mas alta
genere una cantidad suficientemente alta de ERO’s como para iniciar una respuesta antioxidante
de manera mas rapida y completa en comparacién con las dosis menores, al menos en los tiempos

evaluados en el presente trabajo.

Por otro lado, el factor de transcripcidn Nrf2 puede regular el potencial redox celular a través de
diferentes mecanismos que incluyen: i) la transcripcién de enzimas antioxidantes como la SOD y la
GPx; ii) la modulacion de los niveles de factores reductores como el GSH al inducir la transcripcion
de enzimas que participan en la sintesis de dicho péptido; iii) la induccién de manera directa de la
expresion de Trx; iv) la induccidon de la expresion de enzimas que regeneran algunos de los
factores reductores, e. g. GSR y TrxR (Revisado por Koningsberg-Fainstein, 2007; Ma, 2013).
Ademads, existen evidencias que demuestran que Nrf2 puede modular la expresion de ngfb
(Mimura et al., 2011) y que NGF también participa en la regulacion de la actividad de Nrf2 (Kosaka
et al., 2009). Las muestras usadas en este trabajo también se emplearon para llevar a cabo un
estudio sobre el efecto que ejerce la radiacién ionizante en proteinas relacionadas con la
respuesta antioxidante tales como glutarredoxina-1 (Grx-1), tiorredoxina-1 (Trx-1) y Nrf2. En dicho

estudio se observd que no existe modulacion de ninguna de las proteinas evaluadas en el cerebro
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(Fajardo-Miranda, 2013). Tomadas en conjunto, las evidencias parecen corroborar que en estas
muestras, tanto NGF como Nrf2 son incapaces de inducir la activacién de una respuesta

antioxidante para combatir el dafio producido por la exposicion a radiacion vy.

En el caso del bazo, la evaluacidn de la expresiéon de NGF no pudo llevarse a cabo debido a que en
éste organo los niveles basales de NGF son demasiado bajos (Consulta en Biogps:

http://biogps.org/#goto=genereport&id=18049 consultado el 5 de febrero de 2014), empero los

ensayos para la determinacion del estado de activacion de TrkA y Akt si pudieron llevarse a cabo.

En este tejido, se observd una disminucién en la fosforilacion de TrkA en el grupo expuesto a 0.5
Gy de radiacion y. MacPhee y Barker (1997) demostraron que el aumento en los niveles de

NTR produce un decremento en la

ceramida intracelular derivado de la unién de BDNF a p75
fosforilacién de TrkA mediada por su unién con NGF. De igual forma, se ha demostrado que la
exposicion a radiacién ionizante induce incrementos en los niveles de ceramida en las células (Vity
Rosselli, 2003; Kolesnick y Fuks, 2003). Por lo tanto, es probable que la baja en la fosforilacion de
TrkA observada en el presente trabajo sea producto de un aumento en los niveles de ceramida

intracelular causados por la irradiacion .

Aunado a los hechos mencionados anteriormente, el bazo juega un papel importante en el
almacén y la maduracidn de los linfocitos (De Porto et al., 2010) un tipo celular altamente sensible
a la radiacion ionizante (Alcaraz-Bafios, 2003; Johnson et al., 2013). En un modelo de irradiacion
de cuerpo completo, se sugirié que los linfocitos dafiados en el torrente sanguineo podrian viajar
hasta drganos linfaticos importantes (e. g. el timo) y potenciar el dafio en ellos (Johnson et al.,
2013). En este sentido, diversas evidencias indican que las células irradiadas liberan factores
clastogénicos capaces de difundir en el organismo y generar dafio en las células espectadoras, en
un fendmeno conocido como efecto espectador de la radiaciéon ionizante (Mazorik et al., 2007
Rzeszowska- Wolny et al., 2009). Es probable que en nuestro estudio los linfocitos irradiados en el
torrente sanguineo también puedan potenciar el dafio en el bazo a través de la liberacién de
factores clastogénicos en el tejido, por medio de fenédmeno similar al observado en el efecto
espectador. Esta hipdtesis también se ve respaldada por el hecho de que a dosis de radiacién <0.5
Gy (mismas en las que se observé una disminucion en la fosforilacion de TrkA en nuestro trabajo)
el dafio producido como consecuencia del efecto espectador es mayor en comparacién con el

dafio producido por una exposicién directa a radiacién ionizante (Mothersill y Seymour, 2004).


http://biogps.org/#goto=genereport&id=18049

Ademas, se ha descrito un posible rol para el bazo en la generacidn de dicho efecto (Koturbash et

al., 2006).

Por su parte, la respuesta observada para la activacion de Akt en el bazo muestra un
comportamiento mas parecido al registrado para ésta proteina en el cerebro. A pesar de que no
existen diferencias significativas para ninguno de los grupos expuestos, en el bazo se observa un
ligero incremento lineal en la translocacidn de Akt a las dosis de 0.5y 2.5 Gy mientras que a 4 Gy
parece bajar de nuevo. Es probable que al hacer evaluaciones en un periodo de tiempo mas
extenso la baja de actividad de Akt pudiera hacerse mds evidente. De ser el caso, se ha reportado
gue en ratones la exposicion a radiacion ionizante en un rango de dosis de 3 a 10 Gy es capaz de
eliminar a los precursores sanguineos dentro de la médula désea roja y que las células
sobrevivientes pueden migrar al bazo para que éste lleve a cabo la hematopoyesis, éste fendmeno
se conoce como sindrome hematopoyético (Plett et al., 2012; Park et al., 2013). En el presente
trabajo, los ratones fueron expuestos a radiacion ionizante de cuerpo completo, ello implica que
las células hematopoyéticas de la médula dsea también fueron irradiadas y es probable que el
dafio causado como consecuencia de una exposiciéon a 4 Gy sea suficiente como para iniciar el
sindrome hematopoyético en este grupo, esta suposicion podria corroborarse al realizar una

evaluacién a tiempos post-irradiacion mas largos.

A pesar de que en nuestro trabajo no encontramos evidencias que indiquen que la cascada de
sefializacion de NGF que podria iniciar una respuesta antioxidante se encuentre activa en el bazo,
Fajardo-Miranda (2013) reporté una modulacidn positiva de la expresidén de Trx-1 en el bazo a las
tres dosis de radiacion empleadas, asi como un aumento en la expresion de Nrf2 a la dosis de 2.5
Gy, por lo que la respuesta antioxidante estaria activa, al menos en parte, en este érgano. Se ha
reportado que la via de sefalizacion de Nrf2 podria estar involucrada en la modulacién de la
transcripcion de Trx (Im et al., 2012), por lo tanto en el bazo la respuesta al estrés oxidante
generado por la exposicidn a radiacidn ionizante podria ser modulada por Nrf2 y no por NGF, al

menos para el tiempo en que se hizo la evaluacién (1 hora).

Como se menciond previamente, Nrf2 tiene la capacidad de inducir la transcripcion de ngfb
(Mimura et al., 2011), desde esta perspectiva, es probable que en un periodo de tiempo post-
irradiacion mas largo, la respuesta iniciada por Nrf2 pueda verse potenciada por la activacion de la

via NGF/TrkA/PI13K/Akt.
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Por otro lado, la evaluacion de la expresion de ngfb no se pudo llevar a cabo en el corazén debido
a que en este 6rgano los niveles basales de dicha NT también son muy bajos (Consulta en Biogps:

http://biogps.org/#goto=genereport&id=18049 consultado el 5 de febrero de 2014). No obstante,

la evaluacion de la fosforilacion de TrkA y de Akt si se llevd a cabo.

Se ha demostrado que NGF es capaz de mediar la regeneracién del tejido cardiaco después de
eventos de isquemia-reperfusion a través de la via PI3K/Akt y que la activacion de éstas funciones
se produce como consecuencia de eventos pro-inflamatorios (Revisado por Govoni et al., 2011).
También se ha observado que la exposicion a radiacion ionizante puede generar inflamacién y
fibrosis en el corazon (Kriise et al., 2001). Estas evidencias sugieren que, en nuestro estudio, la via
de sefializacion NGF/TrkA/PI3K/Akt podria haberse activado en el corazdn no sélo para combatir al
estrés oxidante generado por la radiacion, sino también como una manera de contender con los

dafios producidos por los procesos inflamatorios originados por la misma exposicion a radiacion vy.

Contrario a lo que se esperaba, en este érgano, no se observaron cambios ni en la fosforilacién de
TrkA, ni en la activaciéon de Akt (Figuras 6.6 y 6.9). Al igual que el cerebro, el corazén es
considerado como un drgano radiorresistente debido a su bajo indice mitdtico y su alto grado de
diferenciacién celular (Suciu, 1982), ademas de ser un érgano que cuenta con una alta capacidad
antioxidante en comparacion con otros tejidos, e. g. el cerebro (Halliwell y Gutteridge, 1999;
Limén-Pacheco, 2007), por lo que podria contender facilmente con la generacién de estrés
oxidante producido por la exposicidn a radiacidn ionizante. También se ha demostrado que a dosis
mas altas de radiacién ionizante (15 Gy), no se registran dafios en el corazén en un intervalo de 72
horas posteriores a la exposicién (Johnson et al., 2013) mientras que a dosis mas bajas (2 Gy) se ha
observado que la respuesta a radiacidn ionizante en corazén se presenta de manera retrasada,
cuatro semanas después de la exposicion (Barjaktarovic et al, 2011). Krise et al. (2001),
demostraron que se requieren dosis muy altas de radiacidn ionizante (>20 Gy) y una amplia
ventana de tiempo para que los efectos adversos en el corazén sean evidentes. Todos estos
hechos probablemente estén relacionados con la ausencia en la actividad en la cascada de
sefializacion de NGF en el corazdn de los ratones irradiados, pues en nuestro estudio el sacrificio y
la extraccion de tejidos se hizo en un tiempo post-irradiacion muy corto en comparacién con las
evidencias mencionadas anteriormente. Por otro lado, es posible que las dosis de radiacidn
empleadas en nuestro trabajo sean demasiado bajas como para que una respuesta que involucre

la cascada de sefializacion de NGF pueda observarse.


http://biogps.org/#goto=genereport&id=18049

Los resultados obtenidos en el presente estudio son consistentes con lo reportado en el trabajo
realizado por Fajardo-Miranda (2013) en el que no se observan cambios en la transcripcion de las
enzimas Trx y Grx. Por lo tanto, es probable que este tejido no esté respondiendo ante el insulto
téxico que representa la exposicién a radiacién ionizante, al menos hablando en términos de la

defensa antioxidante.

Al hacer un analisis integral de nuestros resultados, se puede observar que la respuesta ante la
exposicion a radiacién ionizante es dependiente del tipo de tejido que es irradiado y que dicha
respuesta concuerda con lo esperado con base en la ley de la radiosensibilidad postulada por
Bergonié y Tribondeau (2003) y las radiosensibilidades reportadas por Suciu (1982) para cada
tejido empleado en el presente trabajo, i. e. tanto el cerebro como el corazén se comportan como
drganos radiorresistentes mientras que el bazo se comporta como un érgano radiosensible. A
pesar de que las respuestas en cerebro y corazén son distintas, el primero parece estar activando
una via de sefializacién para contender con el insulto téxico, mientras que el corazén no responde
porque es capaz de soportar dosis mas altas de radiacion y se requiere un mayor tiempo para
dafarlo. El bazo en cambio, parece mostrar una respuesta mas asociada con el dafio y por tanto se

considera radiosensible.

De manera especifica, el cerebro fue el Unico drgano en el que se hallaron evidencias de la
actividad de la cascada de sefializacion NGF/TrkA/P13K/Akt, misma que podria estar protegiendo al

cerebro a través de la activacidon de vias de sobrevivencia o la activacion de una via antioxidante.

En el caso del bazo, se observé una respuesta que podria estar relacionada con los reportes que
sefialan que este tejido podria estar involucrado en la aparicién del efecto espectador de la
radiacidn ionizante (Koturbash et al., 2006), pues en este drgano sélo se hallaron cambios en el
grupo expuesto a 0.5 Gy. Tomando en cuenta que el efecto espectador adquiere mayor relevancia
en un rango de dosis menores a 0.5 Gy, mientras que a dosis mayores los dafios por ionizaciones
directas son mas comunes (Mothersill y Seymour, 2004), sugerimos que la respuesta hallada en el
cerebro esté mas relacionada con ionizaciones directas que con el efecto espectador, puesto que
en este érgano soélo se observaron cambios en los grupos expuestos a dosis mayores a 0.5 Gy,
ademas de que la barrera hematoencefélica protege al cerebro de la accidon de los factores
clastogénicos. Un estudio en el que se empleen rangos de dosis menores y mayores a 0.5 Gy
podria ser de ayuda para determinar la importancia que tienen las ionizaciones directas y el efecto

espectador en cada tejido.
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Asimismo, una evaluacién que incluya una ventana de tiempo mas amplia también permitiria
hacer una mejor determinacion de los efectos ocasionados por la radiacion en los tejidos
evaluados ya que el corazdon parece requerir de tiempos mas largos para que se observe una
respuesta (Barjaktarovic et al., 2011). Ademas de que se ha visto que los efectos bioldgicos
producidos por la exposicion a radiacidn ionizante tienen un comportamiento de tipo ondulatorio,
i. e. se presentan picos de actividad seguidos por bajas en la misma dependiendo del tiempo en

que sean observados (Michael Hitchler, com. pers.).

Finalmente, el hecho de que la evaluacién de TrkA y Akt haya podido llevarse a cabo tanto en bazo
como en corazén a pesar de que la determinacion de NGF no pudiera realizarse debido a que los
niveles de mRNA de esta NT son muy bajos en ambos tejidos, podria indicar que NGF se estd
sintetizando en otros tejidos y puede llevar a cabo una funcidn pardcrina tanto en el bazo como en
el corazén, asi como ha sido reportado tanto in vitro como in vivo (Yaar et al.,1991; Kim et al.,

2004).



8. CONCLUSIONES

La evaluacidon de la expresion de NGF uUnicamente pudo llevarse a cabo en el cerebro, la
determinacién en el bazo y el corazén no pudo realizarse debido a que los niveles basales de ésta

NT son demasiado bajos en estos drganos.

La determinacién de la fosforilacion de TrkA y de la translocacion de Akt a nucleo pudo realizarse
en todos los drganos evaluados, y podrian fungir como indicadores del estado de activacién de la

via de NGF/TrkA/Akt.

El cerebro fue el Unico drgano en que se observaron indicios de la activacion de la via
NGF/TrkA/Akt, posiblemente en respuesta al estrés oxidante producido como consecuencia de la
radidlisis del agua o como mecanismo de proteccidn a través de la activacion de vias de

sobrevivencia.

En el bazo, las evidencias sugieren una baja en la sefializacidn a través de la via NGF/TrkA/Akt al
menos en el grupo expuesto a 0.5 Gy. Asimismo, nuestros resultados insindan que los efectos en

este tejido podrian estar relacionados con el efecto espectador de la radiacién ionizante.

Los efectos de la exposicion a radiacion y mostraron un comportamiento de tipo érgano-
dependiente, este tipo de respuesta esta asociada con el grado de radiosensibilidad de cada tejido

y con la capacidad de cada érgano para contender con el insulto a través de la via NGF/TrkA/Akt.

Con respecto al punto anterior y de acuerdo a lo esperado, los resultados hallados sugieren que el
cerebro y el corazén se comportan como tejidos radiorresistentes, mientras que el bazo se

comporta como un tejido radiosensible.
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9. PERSPECTIVAS

Para estudios futuros, se sugiere realizar la evaluacidn de la respuesta por la exposicidn a radiacion
ionizante a diferentes tiempos post-irradiaciéon para que de esta manera se pueda generar un
mejor entendimiento de la respuesta en cada érgano, independientemente del tiempo en que

cada uno de éstos tarde en responder.

Asimismo, una evaluacién en la que se empleen dosis de radiacién tanto bajas (< 0.5 Gy) como
altas (>0.5 Gy) podria resaltar la relevancia del efecto espectador y las ionizaciones directas en los

tejidos.

También se podrian buscar evidencias de la generacién del efecto espectador, e. g. presencia de
factores clastogénicos, como complemento para determinar la importancia de dicho efecto en

exposiciones a bajas dosis de radiacion ionizante.

Finalmente, la evaluacién de marcadores de dafio o apoptéticos arrojarian luz sobre el tipo de

respuesta de cada tejido, asi como el rol de NGF en el mismo.



APENDICE I. Lista de abreviaturas

-AACt
2

Akt (PKB)
APAP
ARE
Bad
Bax
Bcq
BDNF
BSO
CT.
cDNA
c-fos
C3G (RAPGEF1)
CAT
CREB
DAG
DNA
Elk1
Erk
ERNs
EROs
eV
FKHRL1
Frs2
v-GCS
G6P-D
Gab1
GPx
Grb2
Grx
GSK3p

Método de Livak para calcular diferencias de expresién en gPCR
Proteina cinasa B

N-acetil-p-aminofenol

Elementos de respuesta antioxidante

Promotor de muerte asociado a Bcl-2

Proteina X asociada a Bcl-2

Becquerel.

Factor de crecimiento derivado del cerebro.
L-butionina-S-R-sulfoximina

Ciclo umbral

DNA complementario

Homdlogo del oncogen de osteosarcoma viral murino FBJ

Factor de intercambio de nucleétidos de guanina (GEF) 1 para Rap
Catalasa 5 7
Proteina de unidn al elemento de respuesta a cAMP

Diacilglicerol

Acido desoxirribonucleico

Proteina Elk1 contenedora del dominio ETS

Cinasas reguladas por sefiales extracelulares (Familia de proteinas)
Especies reactivas de nitrégeno

Especies reactivas de oxigeno

Electrén-voltio

Forkhead parecido a Rhabdomiosarcoma 1

Substrato 2 del receptor del factor de crecimiento fibrobastico 2
v-glutamilcisteina sintetasa

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

Proteina de unién asociada a Grb2

Glutation peroxidasa

Proteina 2 unida al receptor de factor de crecimiento
Glutarredoxina

Cinasa 3 beta de la glucogeno sintetasa
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GSH

GSR

GSSG

GTP

Gy

iAs

1P3

IRAK
IRS1 e IRS2
Keap1l
LET
LMWA
Small Maf

Mapk

MEK (MP2K)
NGF

ngfb

NGF 7S

Nrf2

NT

NT-3

NT-4/5

p53 (TP53)
p75"™®

qPCR

PDK1

PI3k

PKCo

PLC-y

PtdIns (4,5)P,
pY490

Glutatidn reducido

Glutatidn reductasa

Glutatidn oxidado

Guanina tri-fosfato

Gray

Arsénico inorganico

Inositol 3-fosfato

Cinasa asociada al receptor de interleucina 1
Substrato de receptor de insulina 1y 2
Proteina 1 parecida a kelch asociada a ECH
Energia lineal de transferencia

Antioxidantes de bajo peso molecular

Homdlogo del oncogen de fibrosarcoma musculo-aponeurotico v-maf de

ave (Familia de proteinas)
Proteina cinasa activada por mitédgenos (Familia de proteinas)
Proteina cinasa cinasa activada por mitégenos
Factor de crecimiento nervioso (Proteina)

Factor de crecimiento nervioso (Gen)

Complejo proteico formado por tres sub-unidades: a-NGF, B-NGF y y-NGF.

Factor nuclear 2 (asociado al factor eritroide 2)
Neurotrofina

Neurotrofina-3

Neurotrofina 4/5

Proteina tumoral p53

Receptor neurotrofico de baja afinidad p75
Ensayo de reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real
Cinasa dependiente de 3-fosfoinositol
Fosfatidilinositol 3-cinasa

Proteina cinasa c (isoforma 9)

Fosfolipasa C-y

Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato

fosfotirosina-490



pY785
Ras
Raf
Rap1l
RNA
Shc

SNC
SoD
SOS
TNF
Traf6
Trk

Trx

fosfotirosina-785

Familia de proteinas con actividad GTPasa.

Familia de proteinas con actividad serina/treonina cinasa.
Proteina 1 asociada a Ras.

Acido ribonucleico

Proteina transformante SHC (Contenedor de dominio 2 con homologia a
Src) (Familia de proteinas)

Sistema nervioso central

Superdxido dismutasa

“Son of Sevenless”

Factor de necrosis tumoral

Factor 6 asociado al receptor TNF

Receptor asociado a tropmiosina cinasa (Familia de receptores)

Tiorredoxina
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APENDICE II. Efectos sométicos y genéticos de la radiacion ionizante

De manera general se han descrito dos tipos de efectos de la radiacién ionizante relacionados con
la dosis en los humanos: los efectos somdticos y los efectos genéticos. Los primeros son
observables en las células no reproductoras del individuo irradiado y por lo tanto no son
hererables. Los efectos estocasticos también pueden subdividirse en tempranos, intermedios y
tardios, los tempranos se manifiestan dentro de los primeros 60 dias posteriores a la irradiacién y
generalmente son aparentes Unicamente a dosis mayores a los 50 cGy (Fajardo, 2001). Por otro
lado, no son directamente observables en los individuos irradiados, sino que se presentan en la
progenie de dichos individuos como consecuencia de la irradiacion de los gametos de éstos (Tabla
Al) (Angelo, 2004).

Tabla Al. Caracterizacion de los efectos somaticos y genéticos de la radiacion ionizante dependientes de la dosis
(Modificado de Coss-Rojas, 2014).

Efectos Exposicion (R) Caracteristica Efectos en humanos
Somaticos 5000 Cuerpo Entero (exposicion letal) Muerte Instantanea
<1000 Cuerpo entero (Exposicion Muerte no instantanea
6 O Letal) (3-6 meses), riesgo de
infecciones letales
500 Exposicion letal media Muerte en el 50% de los
casos
20-100 Tratamientos médicos Tratamientos de
(exposicion puntual) radioterapia
10 Dosificada (accidental) Efectos Inmediatos
Efectos Exposicién (R/afio) Caracteristica Efectos en humanos
Genéticos 5 Limite para personal

ocupacionalmente expuesto

(POE) I
Sin evidencia directa de
3 Limite para POE Il
dafios a la salud
0.5 Limite no POE
0.3 Limite para publico en general

0.2-0.25 Radiacion ambiental
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