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RESUMEN

La radiacion ionizante (RI) es un tipo de radiacién que cuenta con la capacidad de desplazar
alos electrones de los &tomos presentes en la materia con la que interactia, como ejemplos
de ella se pueden encontrar a los rayos X y la radiacion y. La absorcién de Rl por las células
puede producir alteraciones en la estructura y la funcidon de las biomoléculas. Estas
perturbaciones dependen en gran medida del grado de diferenciacién del tejido, tasa de
proliferacién y tasa metabdlica. El dafio se genera a través de dos vias principales: una via
directa (alterando la estructura atémica de las macromoléculas) o una via indirecta
(produciendo especies reactivas de oxigeno como consecuencia de la radidlisis del agua).
Mediante la via indirecta se produce cerca de 2/3 partes del dafio total por la exposicion a
radiacién, principalmente por accién del radical HO®. Existen mecanismos antioxidantes
para combatir el dafio producido por las ROS, dentro de los cuales, Nrf2 y NGF juegan un
papel importante para iniciar este tipo de respuestas. En este trabajo se investigd la
modulacion de NGF en el cerebro, el higado, la médula ésea roja y los pulmones de ratones
expuestos a 0.5 Gy de rayos X y radiacién v, asi como de Nrf2 por radiacion y en el cerebro.
Los rayos X indujeron los niveles de NGF en el cerebro e higado a las 6 h y en el pulmdn a
las 4 y 6 h; se observé una disminucidn de NGF en la médula a las 2 h. Por su parte, la
radiacién y indujo a NGF en el cerebro a las 2 h y en el pulmdn a las 6 h, mientras que los
niveles disminuyeron en el higado alas 2 hy en la médula alas 2,4y 6 h. Por otro lado, la
radiacién y produjo un incremento en los niveles de Nrf2, respuesta que varia al comparar
distintas regiones dentro del cerebro. Especificamente, se observaron incrementos en la
corteza, el tdlamo y el cerebelo, mientras que en el hipocampo y el cuerpo estriado no se
observaron cambios. Nuestros resultados muestran que: i) la exposicion a Rl es capaz de
inducir una respuesta antioxidante en el cerebro a través de NGF y Nrf2; ii) las respuestas a
la Rl dependen no solo del tejido que es irradiado, sino también del tipo de radiacién
empleado vy iii) dentro de un mismo tejido, distintos tipos celulares responden de manera
diferencial a la RI. Sugerimos que Nrf2 y NGF participen en la misma via de sefializaciéon para

activar la respuesta antioxidante.

Vil



ABSTRACT

lonizing radiation (IR) is a type of radiation that can displace the electrons of the atoms that
conform the matter with which it interacts, two examples of this type of radiation are X rays
and y radiation. Absorption of IR by cells produces alterations in the structure and function
of the biomolecules. These disturbances depend highly on each tissue differentiation,
proliferation and metabolic rates. Such damages are generated through two different
mechanisms: a direct pathway (disruption of the atomical structure of macromolecules) or
an indirect pathway (production of reactive oxygen species as a result of water radiolysis).
Approximately 2/3 of the DNA damage are generated because of the exposition to IR are
produced through the indirect pathway, mainly by way of the HO® radical action. Cells have
antioxidant mechanisms to contend with the oxidative damage, in which both Nrf2 and NGF
play an important role in the initiation of this kind of responses. We investigated the
modulation of NGF in the brain, liver, red bone marrow and lungs of mice exposed to 0.5
Gy of X rays and y radiation, as well as Nrf2 by y radiation in the brain. X rays induced the
levels of NGF at 6 h in the brain and liver and at 4 and 6 h in the lungs; on the contrary, there
was a decrease in NGF levels in the red bone marrow at 2 h. As for the y radiation, there
was arise in the levels of the neurotrophin at 2 hin the brain and at 6 h in the lungs, whereas
there was a decline in these levels in the liver at 2 h and in the bone marrow at 2, 4 and 6
h. On the other hand, y radiation induced an increase in the levels of Nrf2 in the brain,
showing differences in the response when comparing different regions of this organ. More
specifically, there were increaded levels of this transcription factor in the cortex, thalamus
and cerebellum, while in the hippocampus and striatum there no changes were observed.
Our results show that: i) IR exposition can initiate an antioxidant cascade in the brain via
NGF and Nrf2, ii) IR antioxidant responses are dependent of the type of tissue that is
irradiated and iii) even within the same tissue, different cellular types react in a differential
manner to IR. Our data suggest that NGF and Nrf2 are part of the same signaling pathway

involved in the activation of the antioxidant response against IR.



INTRODUCCION

Radiacion lonizante

La radiacién puede definirse como la transmisidén de energia en forma de ondas o particulas
a través de algun medio o en el vacio (Attix, 1986). Existe un tipo de radiacién denominada
radiacién ionizante (RI) que tiene la capacidad de desplazar un electrén orbital de un dtomo
perteneciente a la materia con la cual interactda, en un fenédmeno denominado como

ionizacion (Bushong, 2013).

Las radiaciones ionizantes pueden caracterizarse con base en su energia expresada
en electréon-volts (eV), definidos como la energia adquirida por un electrén cuando pasa por
un campo eléctrico constante con un potencial de 1 volt (Kudryashov, 2008). La energia
necesaria para que un electréon escape de un atomo abarca un intervalo que va de los 4 a
los 25 eV, por tanto, las radiaciones ionizantes deben de contar con una energia que exceda

estos valores para producir ionizaciones en la materia (Attix, 1986).

En general, existen dos tipos de RI: fotones de radiacién electromagnética (radiacion
y y rayos X) y radiacidon corpuscular (particulas aceleradas de nucleos atédmicos)
(Kudryashov, 2008). La RI electromagnética se define, en parte, por contar con longitudes
de onda que se encuentran por debajo de los 10> m y por emitir un intervalo de energia
que va de los 2.6 keV (caracteristicamente Rayos X) hasta los 6.1-7.1 MeV (Radiacion v)
(Attix, 1986). Por otro lado, los rayos Xy la radiacidn y también se diferencian por su origen.
Los primeros se emiten de electrones que cambian de nivel energético o que interaccionan
con campos coulombianos mientras que la radiacion y se produce en las desintegraciones
de nucleos atémicos o como resultado de las reacciones entre materia y anti-materia (Attix,

1986).

Los seres humanos estamos expuestos a este tipo de radiacidon por fuentes tanto
naturales como antropogénicas. Dentro de las primeras se encuentran depdsitos de

minerales radiactivos (tales como Uranio y Torio) presentes en la corteza terrestre, asi como



rayos cosmicos representados por particulas cargadas provenientes del Sol y otras estrellas
(UNSCEAR, 2008; Bushong, 2013). Asimismo, en los organismos existen cantidades traza de
radionuclidos consumidos como parte de la ingesta o bien, como metabolitos naturales de
ésta (i. e. potasio y carbono) (UNSCEAR, 2008; Coss-Rojas, 2014). Sin embargo, la fuente de
exposicion natural mas importante es el radon, un gas ubicuo producido como resultado

del decaimiento del uranio (Bushong, 2013).

En lo que se refiere a las fuentes de radiacién producidas por el hombre, aquellas
empleadas en procedimientos médicos aportan la mayor parte de la exposicion
antropogénica (Revisado por Coss-Rojas, 2014). En los ultimos afios, la exposicién a
radiacion ionizante de uso clinico se ha incrementado hasta alcanzar cerca del 50% de la
exposicion total en humanos (Figura 1) (NCRP, 2009). En este contexto, los procedimientos
de radiodiagndstico, medicina nuclear y radioterapia conforman gran parte de la exposicion
antropogénica (Bushong, 2013; Coss-Rojas, 2014). Sélo en los Estados Unidos, el uso de
tomografias computarizadas tuvo como resultado un aumento de 5 a 30% en la exposicidn

total a rayos X por procedimientos médicos entre 1980 y 2001 (Nickoloff y Anderson, 2001).

Figura 1. Representacion del porcentaje de exposicion a radiaciones ambientales naturales y radiaciones producidas por

el hombre. (Tomado de Coss-Rojas, 2014).



Ademds, existen otras fuentes de menor importancia provenientes de procesos de
generacion de energia nuclear, accidentes nucleares, transporte de material radiactivo y

pruebas de armas nucleares (UNSCEAR, 2008).

Efectos Bioldgicos de la Radiacion lonizante.

La Rl puede inducir efectos deletéreos cuando interactua con las células. En la mayoria de
los casos, dichos efectos se presentan como alteraciones en el DNA entre las que destacan:
las alteraciones cromosdmicas, cambios de ploidia, mutaciones y/o amplificaciones de

genes y formacion de micronucleos, entre otras (Morgan, 2003; Hall y Giaccia, 2012).

De acuerdo con Platzman (1958), la absorcidn de fotones de radiacion ionizante por

las células se puede dividir en cuatro fases:

1. Etapa Fisica. Implica la deposicidon de energia causada por la radiacion incidente y
deriva en la generacién de electrones secundarios (10™° s post-irradiacion).

2. Etapa Fisico-Quimica. Se caracteriza por una rapida reorganizacion de especies
quimicas inestables (radicales libres) producidas en la primera etapa. Finalmente,
los radicales se distribuyen de manera no homogénea (10%25s).

3. Etapa de Quimica no Homogénea. Las especies quimicas reactivas difunden y
reaccionan unas con otras o con el ambiente celular hasta alcanzar el punto en que
su propia reactividad sea neutralizada (10°s).

4. Etapa Bioldgica. Las células responden a los dafios producidos durante las etapas
anteriores. En este punto, se inician las respuestas y cascadas de senalizacidon que

derivan en las consecuencias de exposiciones a largo plazo (107 s).

Estos efectos se producen como consecuencia de dos vias principales de interaccion
entre la Rl y las células. La primera de estas vias involucra ionizaciones directas en las
estructuras atdmicas de las macromoléculas que resultan en la pérdida de estructura y

funcidn de las mismas; este tipo de interaccion se denomina efecto directo de la RI. Por su



parte, el efecto indirecto implica la ionizacién de moléculas de agua, hecho que deriva en
la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) las cuales
finalmente interaccionan y dafian a las proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Figura 2) (Riley,

1994; Azzam, 2012; Hall y Giaccia, 2012).

Figura 2. Esquematizacion de los efectos producidos por la accién directa e indirecta de la radiacion ionizante en los

sistemas bioldgicos.

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

siguen el mecanismo descrito a continuacion:
La absorcién de radiacion ionizante por parte de una molécula de agua resultard en una
ionizacion y, consecuentemente, en la pérdida de un electrén. Como resultado de ésta

ionizacion, se formara un ion positivo:

Hzo > H20+ +e



El electrén liberado por la ionizacién puede ser capturado por otra molécula de agua vy,

como resultado, se formara otro ion, esta vez negativo:

H,O +e = H,0™

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

radicales:

H,0" = H' + OH®
H,O > 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, aunque también pueden reaccionar entre si para formar

peréxido de hidrégeno:

OH® + OH®* = H,0,

Tomando en cuenta que el principal componente de las células es agua (=80%), los
dafos causados por la accidon indirecta de la radiacién adquieren una mayor relevancia. Esto
se debe a que el desbalance entre las especies reactivas producidas y la capacidad
antioxidante del sistema deriva en la generacién de estrés oxidante (Riley, 1994; Hall, 2012).
Incluso se han hecho estimaciones que calculan que aproximadamente 2/3 del dafio que

causa la radiacion ionizante al DNA se produce por el efecto indirecto (Azzam, 2012).

De igual forma, es importante mencionar que cada tipo celular puede presentar
distintos niveles de afectacién una vez que han sido expuestos a radiacidn ionizante, esto

se define como radiosensibilidad (Vazquez-Vazquez, 2011).



Este fendmeno estd descrito por la ley de la radiosensibilidad postulada por
Bergonié y Tribondeau en 1906 (Vogin y Foray, 2013), cuyos postulados principales son:
- Las células con una alta actividad mitética y una alta tasa metabdlica son
radiosensibles.
- Las células con un mayor porvenir filogenético, i. e. que requieran mas divisiones
para alcanzar su diferenciacién, son radiosensibles.

- Los tejidos con un menor grado de diferenciacidn son radiosensibles.

Tomando en consideracidn estas aseveraciones, los 6rganos como la médula dsea
roja, el timo o el bazo son considerados 6rganos radiosensibles, mientras que el corazény
el cerebro se consideran como radiorresistentes (Suciu, 1983). Los linfocitos son una
excepcion a esta ley, pues son células muy radiosensibles a pesar de no contar con las

caracteristicas que se enuncian (Alcaraz-Bafios, 2003).

Estrés Oxidante
Como se menciond previamente, la principal via a través de la cual la radiacidn ionizante
dafia a los organismos es la generacion de radicales libres en la forma de ROS debido al

efecto indirecto (Azzam, et al., 2012).

Segun Halliwell y Gutteridge (2007), un radical libre puede definirse como “cualquier
especie quimica capaz de existir independientemente y que contiene uno o mas electrones

no apareados”.

En este sentido, 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). Comunmente, en los seres vivos 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). Al balance entre pro-oxidantes y

antioxidantes se le conoce como potencial redox y es especifico para cada organelo y



compartimento bioldgico en las células (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 dafio oxidante” (Sies, 1997;

Halliwell, 2006, 2011).

En las células, la mayoria de los efectos pro-oxidantes son producidos por las ROS
(Kohen y Nyska, 2002). Este término engloba tanto a radicales derivados del oxigeno como
a especies no reactivas basadas en oxigeno que facilmente pueden dar origen a radicales

libres o bien pueden causar dafio oxidante por si mismos (Tabla 1) (Halliwel, 2001; 2006).

Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno (ROS). 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 (ROS)

Radicales No Radicales

Anién Superoxido, 0,°~ Perdxido de hidrégeno, H,0,
Hidroxilo, HO® Acido hipocloroso, HOCI
Peroxilo, RO,* Acido hipobromoso, HOBr
Alcoxilo, RO*® Ozono, O3

Hidroperoxilo, HO,® Oxigeno singulete, o,

Peroxinitrito, ONOO™

A este respecto, el radical HO® es considerado como la ROS mas reactiva de todas,
aunque para ejercer dafio debe producirse en un sitio cercano a sus objetivos bioldgicos,
pues tiene poca capacidad de difusién (Kohen y Nyska, 2002, Halliwell y Gutteridge, 2007).
Por su parte, las ROS 0,*”y H,0, son menos reactivas, pero tienen una alta capacidad de
difusion, por lo que pueden generar dafios en sitios alejados de su origen (Revisado por Sies,
1997; Kohen y Nyska, 2002; Halliwell y Gutteridge, 2007). Es importante mencionar que la
mayor parte del dafo originado como consecuencia de la exposicidn a radiacidn ionizante

se debe al radical HO®, derivado de la radidlisis del agua (Halliwell, 1994, 2001).



Daio Oxidante
En las células, la produccién de ROS es relevante debido a que pueden producir alteraciones
en las macromoléculas. A continuacién, se presenta un breve resumen de los dafios

producidos por el estrés oxidante en ellas.

Lipidos. Las afectaciones en estas moléculas se denominan comunmente como
peroxidacién lipidica, misma que se presenta cuando las ROS atacan a los carbonos que
forman parte de los grupos metileno de los lipidos (Revisado por Kohen y Nyska, 2002).
Como resultado de esta interaccion, se produce un radical peroxilo (RO,®) que inicia una
reaccion en cadena en la cual los carbonos adyacentes también son oxidados hasta que el
radical RO,® sea neutralizado (Revisado por Kohen y Nyska, 2002; Halliwell y Gutteridge,
2007).

La peroxidacion lipidica disminuye la fluidez de la membrana, incrementa su
permeabilidad y dafia proteinas membranales, lo que resulta en la inactivacidon de
receptores, enzimas y canales iénicos (Halliwell, 2006). Si el dafio continua, eventualmente
se induce la pérdida de la integridad membranal, i. e. se produce la ruptura de las

membranas (Halliwell, 2006).

Proteinas. Los radicales HO® y RO® son los principales causantes del dafio a
proteinas, e. g. el radical HO® puede atacar los enlaces peptidicos al substraer el H (Halliwell
y Gutteridge; 2007). Por otro lado, aunque los radicales 0,°” y H,0; casi no tienen efectos
en las proteinas también pueden reaccionar con los grupos —SH y oxidarlos para formar
enlaces disulfuro (Kohen y Nyska, 2002; Halliwell y Gutteridge, 2007). Como consecuencia
se pueden dafiar aminodcidos especificos y se pueden presentar cambios en la estructura
terciaria, degradacion y fragmentacién de las proteinas (Kohen y Nyska, 2002). El dafio en
las proteinas puede inducir mecanismos de respuesta a estrés que derivan en la pérdida de
la actividad enzimatica, alteracién de funciones celulares o interferencia con la creacidn de

potenciales de membrana (Kohen y Nyska, 2002).



DNA. Aunqgue el DNA es una molécula altamente estable, también es susceptible a
ser dafado por las ROS de distintas maneras. Dentro de las alteraciones producidas,
destacan las modificaciones de bases nitrogenadas, que de no ser reparadas, pueden
derivar en rompimientos de cadena doble y sencilla y pérdida de purinas/pirimidinas
(Revisado por Kohen y Nyska, 2002; Halliwell y Gutteridge, 2007). Es importante mencionar
gue gran parte de los efectos deletéreos en el DNA se producen por la interaccién del radical
HOe con los nucledtidos (Kohen y Nyska, 2007). La guanina es particularmente susceptible
a este radical, ya que cuenta con un menor potencial redox en comparacién con el resto de
las bases nitrogenadas, razén por la cual, puede oxidarse rapidamente dando origen a la

formacion de 8-hidroxidesoxiguanosina (8-OHdG) (Halliwel, 2001, 2006; Singh et al., 2013).

En ultima instancia, el estrés oxidante se ha asociado no sdélo con dafio celular y
tisular, sino con la generacién y propagacién de diversas patologias tales como el cancer,
las enfermedades neurodegenerativas, diabetes, obesidad, aterosclerosis, insuficiencia
renal, inflamacién, artritis reumatoide e hipertensién arterial entre otras (Revisado por

Elejalde-Guerra, 2001; Halliwell, 2011).

Antioxidantes

Los efectos ROS son combatidos por antioxidantes definidos como “cualquier substancia
gue, cuando estd presente en bajas concentraciones comparadas con la de un substrato
oxidable, previene o retrasa de manera significativa la oxidacidon de dicho substrato”

(Halliwell, 2001).

Los sistemas biolégicos cuentan con tres tipos principales de antioxidantes: i)
enzimas antioxidantes, ii) proteinas antioxidantes no cataliticas y iii) antioxidantes de bajo

peso molecular (Kohen y Nyska, 2002; Ma, 2013).

En el caso de los primeros, las tres clases principales de enzimas antioxidantes son

las superdxido dismutasas (SOD), las catalasas (CAT) y las glutatién peroxidasas (GPx). La



SOD se encarga de catalizar la conversion del radical 0,°” en H,0, (Halliwell, 2001; Kohen'y
Nyska, 2002). Por su parte, la CAT lleva a cabo la conversidn de 2 moléculas de H,0, en agua
y O,, esta enzima adquiere mayor relevancia cuando se presentan altas concentraciones de
H,0, (Kohen y Nyska, 2002). Empero, el sistema de remocion 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).

Por su parte, el grupo de antioxidantes no cataliticos esta representado por las
tiorredoxinas (Trx) y las glutarredoxinas (Grx) (Ma, 2013). Ambas proteinas pueden fungir
como sensores del potencial redox celular y también pueden actuar como donadores de

electrones para reducir los puentes disulfuro de las proteinas (Ahsan et al., 2009).

Finalmente, el grupo de antioxidantes de bajo peso molecular, puede neutralizar a
las ROS a través de la donacidn de electrones a los radicales de oxigeno para que de esta
manera se reduzcan las posibilidades de que ataquen a sus blancos biolégicos (Kohen y
Nyska, 2002). Dentro de este grupo, el glutation (GSH) es considerado como el principal
antioxidante intracelular, se puede encontrar en concentraciones de hasta 10 mM (Shelly,
2009). El GSH puede reducir de manera directa varios tipos de ROS (e. g. HO®, RO,°, RO®,
HOCL y ONOQ") a través de la donacién de electrones, o bien como cofactor de la GPx
(Halliwell, 2001; Kohen y Nyska, 2002). Cabe resaltar que, en medios acuosos, el GSH puede
neutralizar de manera muy eficiente al radical HOe (Yadav y Mishra 2013). Por ultimo, este
tripéptido también puede actuar como quelante y participar en procesos tales como el

plegamiento de las proteinas y su degradacion (Kohen y Nyska, 2002).

De esta manera, los antioxidantes proveen de mecanismos eficientes a las células

para remover y prevenir la formacion de ROS y de esta manera evitar el dafio oxidante.
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Factor nuclear 2 (derivado del factor eritroide 2) (Nrf2)

La expresidn de gran parte de las enzimas antioxidantes esta 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; Li et al.,

2012).

Esta via, a su vez, esta controlada en gran medida por el factor nuclear 2 (relacionado
al factor eritroide 2) (Nrf2). Dicha proteina pertenece a la familia de factores de
transcripcidon de tipo “cap ‘n’ collar” que cuentan con un cierre de leucina en su region
basica (Konigsberg-Fainstein, 2007; Ma, 2013). En condiciones fisioldgicas, Nrf2 se
encuentra en el citoplasma unido a su represor Keapl, encargado del control de la actividad
de este factor de transcripcién (Ma, 2013; Turpaev, 2013). Lo anterior se logra debido a que
Keapl también interactia con la ubiquitin ligasa Cul3, situacion que promueve la
ubicuitinacién y posterior degradacién en el proteasoma de Nrf2 (Kénigsberg-Fainstein,
2007;Ma, 2013; Turpaev, 2013). A través de este proceso, Nrf2 se degrada continuamente,
razon por la cual su vida media aproximada es de entre 15 y 20 minutos (Li et al., 2012; Ma,
2013). Ademads, Keapl también puede unirse a elementos del citoesqueleto, por lo que
puede mantener secuestrado a Nrf2 en el citoplasma y evitar su translocacién al nucleo aun

sin inducir la degradacién de éste (Konigsberg-Fainstein, 2007).

No obstante, Keap 1 cuenta con una gran variedad de residuos de cisteina (25 a 27)
gue son susceptibles a modificaciones por interacciones con moléculas oxidantes o
electrofilos (Konigsberg-Fainstein, 2007; Kansanen et al., 2013). Especificamente, la
modificacion de las cisteinas C151, C273 y C288 deriva en la alteracion de la conformacién
estructural de Keapl (Kansanen et al., 2013; Turpaev, 2013). Este hecho resulta en la
disociacién del complejo Keap1/Nrf2 que conlleva la inhibicién de la ubicuitinacion de Nrf2
y la translocacion al nucleo de este ultimo (Figura 3) (Konigsberg-Fainstein, 2007; Ma, 2013;

Turpaev, 2013).
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Una vez en el nucleo, Nrf2 se une a proteinas Maf pequeiias por medio del cierre de
leucina presente en su dominio bZip (Ma, 2013). Si bien Nrf2 es capaz de interactuar con
otro tipo de proteinas con regiones bZip como c-Fos o Fral, el acoplamiento con las
proteinas Maf pequefas parece ser imprescindible para que se produzca la unién con la

region ARE (Konigsberg-Fainstein, 2007; Ma, 2013).

De este modo, Nrf2 induce la sintesis de diferentes proteinas que participan en el
mantenimiento de la homeostasis redox entre las que destacan: y-GCS, HO-1, Trx, Trx-R,

xCT y NQO1 (Ma, 2013).

Figura 3. Regulacion de la expresion de genes antioxidantes por Nrf2. A la izquierda se muestra la degradacion de Nrf2 en
condiciones fisioldgicas: Keapl promueve la ubicuitinacion del factor de transcripcidn mediante la ligasa Cul3 y Nrf2 es
degradado por la via del proteosoma. A la derecha se observa la actividad de Nrf2 en condiciones oxidantes: las ROS oxidan
residuos de Cys especificos en Keap1l, lo cual promueve la disociacién de Nrf2 y su posterior translocacién a nucleo, dénde
se une a las regiones ARE y promueve la transcripcion de antioxidantes.
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Factor de Crecimiento Nervioso (NGF)

Diversas moléculas pueden participar en la induccion de la via antioxidante, dentro de las
gue se encuentra el factor de crecimiento nervioso (NGF). Esta proteina, pertenece a una
familia de factores de crecimiento denominados neurotrofinas, dentro de la cual también
se encuentran 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).

Aligual que el resto de las neurotrofinas, NGF es sintetizado inicialmente en la forma
de un precursor de mayor tamafio (30-35 kDa) que deben ser procesados por diferentes
proteasas para dar origen a la neurotrofina madura de aproximadamente 13 kDa (Friedman
y Gene, 1999; Lu et al., 2005). Dicho precursor recibe la denominacién de pro-NGF y su
maduracidon en NGF se puede llevar a cabo por furinas y convertasas en el interior celular o

por metaloproteasas y plasminas en el espacio extracelular (Lu et al., 2005).

De acuerdo con Levi-Montalcini (1987) existen tres funciones principales que NGF
maduro lleva a cabo en las neuronas simpaticas y sensoriales:
i. El rol trofico vital durante las etapas tempranas del desarrollo
ii. La propiedad con que cuenta para intensificar procesos de diferenciacién como
la extension de neuritas
iii. La capacidad de guiar el crecimiento o regeneracidén de neuritas a través de su

propio gradiente de concentracion.

Estas respuestas se presentan cuando NGF interactla con su receptor de alta
afinidad de tipo tirosina-cinasa denominado como TrkA, promoviendo la dimerizacién y
transfosforilacién de éste (Wiessman y de Vos, 2001; Reichardt, 2006). Esta interaccion
promueve la iniciacion de distintas vias de sefializacion a través de la fosforilacion especifica
de dos residuos de tirosina especificos en TrkA: Y490 e Y785 (Sofroniew et al., 2001; Huang
y Reichardt, 2003). De manera mas concreta, la fosfo-Y490 esta relacionada con las vias Ras-

Raf-Erk y PI3K-Akt, mientras que la fosfo-Y785 induce la via de la PLC-y-PKC & (Sofroniew et
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al., 2001; Huang y Reichardt, 2003; Reichardt, 2006). Todas estas vias estan implicadas en
las funciones de sobrevivencia y diferenciacion de NGF, sin embargo, parece ser que la via
de PI3K-Akt estd mds involucrada en respuestas antioxidantes (Valdovinos-Flores y

Gonsebatt, 2013).

Aunque originalmente las funciones de NGF se describieron unicamente en tejidos
nerviosos, existen evidencias de la presencia de esta neurotrofina y su receptor TrkA en
tejidos tales como el iris, el corazén, los rifiones, el higado, el pulmén y el bazo, entre otros

(Yamamoto et al., 1996; Lommatszch et al., 2005).

Como ya se menciond, NGF también puede participar en la induccién de una
respuesta antioxidante independientemente de las funciones que lleva a cabo en las

neuronas.

En modelos in vitro, existen trabajos llevados a cabo en la linea celular de tumores
de médula adrenal de ratén (PC12) en los que se ha probado que la adicion 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 expresion y la actividad de GPx y CAT (Sampath et al. 1994). Finalmente, Pan y Pérez-
Polo (1993) demostraron que la adicion de NGF puede modular de manera positiva la
actividad de GSH y de enzimas tales como la y-glutamil-cisteina sintetasa (y-GCS) y la glucosa
6-fosfato deshidrogenasa (G6P-D) de manera dosis-dependiente, lo que sugiere que esta

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

Por otro lado, en modelos in vivo, se ha demostrado que NGF es capaz de restaurar
los niveles de las enzimas SOD, GPx y CAT (mismos que decrecen en edades avanzadas) en
diferentes regiones del cerebro de ratas envejecidas (Nistico et al., 1992). También se ha
demostrado la accion de NGF en la respuesta antioxidante en modelos de

neurodegeneracién. En particular, en un modelo de parkinsonismo en el tdlamo, se
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demostrd que la adicidon de NGF puede restaurar los niveles de la SOD y la GPx una vez que
éstos han disminuido como consecuencia de la accién de la neurotoxina MPTP (Ninkovic¢ et
al., 2000). Del mismo modo, en un modelo murino de enfermedad de Huntington por acido
quinolinico, se demostré que NGF puede mantener el cociente 2GSH/GSSG en el cuerpo

estriado e hipocampo (Maksimovi¢ et al., 2001).

Aunado a las evidencias citadas en los pdrrafos anteriores, existen estudios que
prueban que NGF puede llevar a cabo su capacidad antioxidante en otros tejidos ademas
del SNC. Especificamente, en nuestro grupo de trabajo se demostré que diversos
promotores de estrés oxidante (arsénico, butionil sulfoximina y acetaminofén) modulan de
manera positiva la transcripcion de NGF en el higado. En este mismo modelo, esta NT induce
incrementos en los niveles de mMRNA de proteinas antioxidantes tales como la Trx a través
de un mecanismo autdcrino que involucra a la via de sefializacion NGF/TrkA/PI13k/Akt
(Valdovinos-Flores y Gonsebatt, 2013). Aunado a esto, se demostré que la transcripcion del
MRNA de NGF es inducida en cerebros de ratones expuestos a radiacién ionizante

(Albarran-Ponce, 2014).

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.
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JUSTIFICACION

La radiacién ionizante produce dafos en los seres vivos a través de la generacion de
especies reactivas tales como los radicales HOe. Si la produccidn de dichas especies no es
detenida, la exposicion a radiacién ionizante puede derivar en dafios a las biomoléculas.
NGF y Nrf2 son dos proteinas que destacan por su estrecha relacién en las vias de
sefializacion implicadas en la respuesta antioxidante. Ademas, las respuestas inducidas por
la radiacion dependen ampliamente de las caracteristicas proliferativas y de diferenciacién
de cada tejido irradiado. Es por ello, que resulta de interés estudiar los efectos que
radiaciones ionizantes con diferente tasa energética tienen en la generaciéon de
mecanismos de defensa contra el dafio oxidante en tejidos con diferentes

radiosensibilidades.
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HIPOTESIS
Ambos tipos de radiacion ionizante induciran los niveles de NGF en los tejidos mas
radioresistentes. Asimismo, la radiacidon y incrementara la expresion de Nrf2 de manera

diferencial en distintas regiones del cerebro.
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OBIJETIVOS
Objetivo General
* Investigar la modulacidn de proteinas involucradas en la respuesta antioxidante por

radiaciones ionizantes con diferente tasa energética en tejidos de raton.

Objetivos Particulares

* Desarrollar ensayos curso-temporales con dos tipos de radiaciones ionizantes: rayos
X'y radiacion y.

* Estimar en cada caso los niveles de proteina de NGF en cerebro, pulmdn, higado y
médula ésea roja de ratones Balb/c expuestos a una dosis de 0.5 Gy de radiacién
ionizante.

* Evaluar la expresion de Nrf2 en el cerebro de los ratones.

* Determinar si existe relacion entre los niveles de NGF y Nrf2 con el tipo de celular

irradiado.

18



MATERIALES Y METODOS

Protocolo de Irradiacion.

Los animales usados en este estudio fueron proporcionados por el bioterio del Instituto de
Investigaciones Biomédicas (IIB) de la UNAM. Se emplearon ratones machos de la cepa
BALB/c, con una edad de entre 5y 7 semanas y un peso promedio de 22.02 +£1.08 g. En
nuestro grupo de trabajo se demostrd previamente que la radiacién y puede generar
alteraciones en vias de sefalizacién antioxidante en exposiciones a dosis tan bajas como 0.5
Gy (Vazquez-Vazquez, 2011; Albarran-Ponce, 2014). Es por ello que en este trabajo, se
emplearon dos grupos de animales expuestos a una dosis de 0.5 Gy de radiacién ionizante.
El primer grupo se expuso a rayos X mientras que el segundo grupo se expuso a radiacion y.
Como fuente de rayos X se empled un tubo de rayos X marca XYLON modelo SMART 583
perteneciente al Instituto de Fisica de la UNAM. Para el segundo grupo, se empled un

137

irradiador Gamacell 1000 que emplea “*’Cs como fuente de radiacion y y que es propiedad

del 1IB. La energia emitida por el tubo de rayos X fue de aproximadamente 67 keV, mientras

que la energia emitida por el **’

Cs fue de aproximadamente 667 keV. Los calculos
correspondientes a la dosis absorbida y la distribucidn de la misma se llevaron a cabo
previamente tanto para la radiacién y (Fajardo-Miranda, 2013), como para los rayos X

(Salas-Lépez, 2016).

Antes de ser irradiados, los animales fueron sedados con pentobarbital (75 mg/kg i.
p.) y montados en soportes disefiados para mantenerlos inmovilizados y permitir una
irradiacion de cuerpo completo de la manera mas homogénea posible. El grupo expuesto a
rayos X se montd con las extremidades extendidas entre dos postes de madera y se
alinearon en el centro del campo de radiacién con ayuda de un laser dptico (Figura 4). Por
su parte, los animales tratados con radiacion y se colocaron dentro de un cilindro de cartdn
soportado por una base de madera que posteriormente se introdujo en el irradiador (Figura
5). Para obtener la dosis deseada, los individuos tratados con rayos X se expusieron a este
tipo de radiacidn durante = 5:12 min. En el caso del tratamiento con radiacion y se empled

un tiempo de exposicion de 12 segundos. Los animales empleados como controles fueron
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sometidos al mismo estrés que involucra la administracién del sedante y la manipulacion

gue implica el tratamiento, aunque se mantuvieron aislados de las areas de irradiacion.

Figura 4. Montaje de los animales en las bases de madera empleadas para su posicionamiento frente al haz de Rayos X.

Figura 5. Montaje de los animales en las bases de cartéon empleadas para su posicionamiento dentro del irradiador de

radiacion y.

Sacrificio de los animales y extraccion de tejidos

Para el ensayo curso temporal, se estudié la respuesta a Rl en distintos tejidos y en
diferentes tiempos posteriores a la irradiacion. De manera concreta a 2, 4 y 6 h. Para ello,
los animales anestesiados fueron sacrificados por dislocacion cervical una vez transcurridos
los tiempos mencionados previamente. Se extrajeron el cerebro, el higado, la médula ésea
y los pulmones. A excepcion de la médula 6sea, cada érgano fue lavado con solucidn salina

(0.9 %, 4° C) y se obtuvo una fraccidn fresca de tejido con la que inmediatamente se llevo a
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cabo la extraccion de proteinas. El resto del tejido se congelé en nitrégeno liquido y se

almacend a -70° C.

Extraccion y determinacion de proteinas.

Con la finalidad de realizar ensayos de Western Blot, se homogenizaron los tejidos extraidos
conforme al protocolo establecido por Valdovinos-Flores y Gonsebatt (2013). En breve, se
homogenizé tejido fresco en solucion amortiguadora A (HEPES 10 mM, pH 7.9, KCI 10 mM,
DTT 1mM, IGEPAL 0.4% v/v, NasVO; 1 mM, PMSF 1 mM y 10 mg/mL de aprotinina y
leupeptina). El homogenado se incubd en hielo durante 10 min y se centrifugd a 4000 G por
15 min a 4° C. Se colecté el sobrenadante, correspondiente a la fraccidén citoplasmatica,
mismo que se almacend a -70° C. El pellet fue lavado con solucidn amortiguadora A, lisado
y resuspendido con solucién amortiguadora C (HEPES 20 mM, pH 7.9, NaCl 200 nM, EDTA 1
mM, glicerol 5% v/v, DTT 1 mM, NasVO; 1 mM, PMSF 1mM y 10 mg/mL de aprotinina y
leupeptina). Las muestras fueron incubadas en hielo durante 2 h. y centrifugadas a 35,000
G durante 15 min a 4° C. Al concluir la centrifugacion se recuperd la fraccién nuclear

contenida en el sobrenadante y se almacend a -70° C.

Para la determinacidn de la concentracion de proteinas en las muestras obtenidas,
se empled la técnica de micro-placa de Bradford (Bio-Rad, CA, USA) en la que se empled

una curva patrén de albumina de suero bovino con r’>0.99.

Ensayo de Western Blot
Para determinar los cambios de expresidn en las proteinas de interés, se empled la técnica
de Western Blot. Se utilizaron proteinas citoplasmaticas para investigar la expresion de

proNGF usando a GAPDH como control de carga.
Durante la irradiacion con rayos X, se presentaron dificultades en la manipulacién

de los animales, mismas que derivaron en una alta variabilidad individual en las respuestas

inicialmente observadas en este grupo. Para reducir dicha variacién, todas las muestras

21



correspondientes a un mismo tejido dentro de un mismo grupo fueron mezcladas en un
homogenado, e. g. todas las muestras de cerebro de los animales sacrificados a 2 h. Este
procedimiento, al igual que determinacion de la expresion de proteinas, se realizd de

manera independiente en tres ocasiones.

Las muestras de proteinas se separaron mediante electroforesis vertical en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se cargaron 40 ug de proteina en geles de
acrilamida a una concentracién de 12%. Una vez concluida la electroforesis, las proteinas
fueron electro-transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Bio—Rad® 162-0115; CA,
USA). Posteriormente, las membranas se bloquearon con leche baja en grasas (Santa Cruz
Biotechnology sc-2325; TX, USA) en una concentracién al 5% preparada con TBS 1X (Tris pH
7.6, NaCl y Tween 20 [0.1 %]). Después se llevd a cabo la incubacién con Anti-NGF (Abcam
ab52918; Cambridge, UK) diluido en solucién de bloqueo en una concentracién de 1:1500.
Al terminar la incubacion, se hicieron 3 lavados de 10 min con TBS-Tween. A continuacion,
las membranas se incubaron con anti-IgG de conejo acoplado a peroxidasa de rabano (Cell
Signaling Technology #7074; MA, USA) diluido también en solucién de bloqueo en una
concentracion de 1:2000. Al terminar la incubacién, las membranas se sometieron a 3
lavados de 15 min con TBS-Tween y 1 lavado de 15 min con TBS. Las proteinas fueron
detectadas a través de una reaccién quimioluminiscente en la que se empled el kit
Amersham™ ECL™ Advance Western Blotting Detection Kit (GE Life Sciences, RPN2232; IL,
USA) y se usaron placas fotograficas Amersham HyperfiImT'\’I ECL (GE Life Sciences, 28-9068-
40).

De igual manera, se llevd a cabo la deteccién de la proteina GAPDH que fue usada
como control de carga. Para ello, las membranas se sometieron a stripping con NaOH 0.2 M
durante 15 min Al concluir, las membranas se blogquearon de nuevo con Leche Blotto 5% vy
se incubaron con anti-GAPDH (Merck Millipore MAB374; MA, USA) diluido en solucion de

bloqueo a una concentracién de 1:5000. Como anticuerpo secundario, se utilizé anti-IgG de
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raton acoplado a peroxidasa de rdbano (Thermo-Fisher 61-6520; MA, USA) diluido a una

concentracion de 1:2000 en solucién de bloqueo.

Posteriormente, se hizo un andlisis de densitometria de las placas con el software
Image J 1.49 (W. Rasband, NIH, USA). La expresiéon de la proteina problema se expresé en
% respecto al control de carga empleado en cada corrida electroforética y revelado para

cada membrana.

Ensayo de Inmunofluorescencia

En un grupo adicional de animales expuestos a una dosis de 0.5 Gy de radiacion se evalué
el montaje de la respuesta antioxidante mediante ensayos de inmunofluorescencia contra
el factor de transcripcién Nrf2. Tomando en cuenta la alta heterogeneidad de tipos celulares
en el cerebro, se decidi6 emplear a NeuN como marcador especifico de neuronas para
evaluar de manera general la distribucion de Nrf2 dentro de este drgano. La evaluacion se
llevd a cabo en el cerebro a un unico tiempo de 2 h posteriores a la irradiacion de los
individuos. Para ello, los ratones fueron perfundidos por via trans-cardiaca con solucién
salina (0.9%, 4° C) seguida por paraformaldehido (4%, 4° C) (PFA) disuelto en una solucion
amortiguadora de fosfatos (pH 7.4). Posteriormente se extrajo el cerebro y fue post-fijado
con la misma solucién de paraformaldehido. Los tejidos fueron sumergidos por 24 h en una
solucién amortiguadora de crio-proteccidn consistente en una solucidn de sacarosa al 20%
y posteriormente al 30%. Se hicieron cortes de 40 um con criostato y se sumergieron en
PFA 4%. Los cortes se sometieron a 3 lavados con PBS + Triton X-100 (0.3%) (PBST),
bloqueados con una solucion de suero de caballo 10% (Vector Laboratories Y0124; CA, USA).
Posteriormente, los cortes se incubaron con Anti-Nrf2 1:200 (Abcam ab31163) y el
marcador especifico para neuronas Anti-NeuN 1:400 (Merck Millipore MAB377) a 4°C
durante una noche. Después, se hicieron 3 lavados con PBS y se llevd a cabo la incubacién
con anticuerpos secundarios acoplados a AlexaFluor: Burro Anti-Conejo AF546 (Thermo
Fisher A10040) y Burro Anti-Ratén AF488 (Thermo Fisher A21202) por 2 horas a

temperatura ambiente. Asimismo, se llevd a cabo una contra-tincion de los nucleos con 4,
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6 diamino-fenilidol (DAPI) (Thermo Fisher D21490) por 10 min a temperatura ambiente.
Finalmente, los cortes se montaron en laminillas con medio de montaje fluorescente
(Agilent Technologies S3023, CA, USA) y se analizaron en microscopio. Se obtuvieron
microfotografias por medio de un microscopio confocal Nikon A1R+ (Nikon Instruments,

TYO, JAP).

Empleando el software Image J se llevé a cabo el conteo de las células positivas para
la marca de Nrf2. Dicho andlisis se hizo de manera independiente para cada una de las
siguientes regiones: corteza, hipocampo, estriado, tdlamo y cerebelo. De igual forma, el

conteo se llevo a cabo considerando todo el cerebro.

5.10 Andlisis Estadistico

El andlisis estadistico se realizé con el software GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc.,
CA, USA). Los datos fueron expresados como media + desviacion estandar (D. E.). Para
determinar las diferencias en los niveles de expresidn, se hicieron pruebas de t de dos colas
comparando los controles contra los tratamientos de cada hora. Se consideraron

significativas las diferencias en donde p < 0.05.

Etica

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

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

24



RESULTADOS

En el grupo de animales expuestos a rayos X se presentaron cambios significativos en los
niveles de pro NGF en todos los tejidos. Particularmente, se observd un incremento en los
niveles de la proteina en el pulmdn (7%) 4 horas posteriores a la irradiacién. Asimismo, se
registro el aumento a las 6 horas en el cerebro (15%), el higado (26%) y el pulmén (12%).
Por el contrario, en la médula se puede apreciar una baja en los niveles de la proteina 2 h

después de que los animales fueron expuestos a la irradiacién (Figura 6).

En lo que respecta al grupo expuesto a radiacion vy, se registraron aumentos en los
niveles de la proteina Unicamente a 2 h en el cerebro (14%) y a 6 h en el pulmén (11%). En
cambio, en los tejidos restantes se aprecia una disminucién a 2 h en el higado (14%) y en la
médula a 2 (9%), 4 (22%) y 6 (29%) horas. Ademas, las disminuciones en los niveles de la
proteina en este uUltimo tejido presentan un comportamiento de tipo tiempo-dependiente

(Figura 7).

Debido a que el incremento en NGF observado en el cerebro de los ratones
expuestos a radiacidn y a las 2 h sugiere la activacion de una respuesta antioxidante, se
decidio corroborar la activacion de esta respuesta a través de inmunofluorescencias contra
Nrf2 en este tejido. Ademads, evaluar la respuesta a la radiacion en un drgano tan

heterogéneo celularmente, permite obtener una mejor estimacién de la radiosensibilidad.

En los ensayos de inmunofluorescencia también se presentd un incremento en los
niveles de expresion de Nrf2 en el cerebro de los animales expuestos a radiacidn y: se
observaron aumentos en la corteza (97%), el tdlamo (56%) y el cerebelo (60%). Un andlisis
considerando al cerebro en su totalidad también arrojé un aumento significativo en el
numero de células Nrf2-positivas en el grupo tratado (70%) (Figuras 10 - 12). Con excepcién
del cerebelo, la marca del factor de transcripcion se observo principalmente en neuronas,

siendo practicamente nula la expresién en glia (Figuras 13 y 14).
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Figura 6. Modulacién de la expresidon de NGF en cerebro, higado, médula y pulmén de ratones Balb/c expuestos a 0.5 Gy
de rayos X. Los valores representan la media D. E. El andlisis de los datos se hizo mediante una prueba de t de dos colas.

* = p <0.05. C = controles; X = expuestos a rayos X.
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Figura 7. Modulacién de la expresidon de NGF en cerebro, higado, médula y pulmén de ratones Balb/c expuestos a 0.5 Gy
de radiacion . Los valores representan la media  D. E. El anélisis de los datos se hizo mediante una prueba de t de dos

colas. * = p <0.05. C = controles; y = expuestos a radiacion y.
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Figura 8. Fotomicrografia compuesta representativa de inmunofluorescencia en cerebro de ratones Balb/c. La imagen corresponde al grupo control. Se observan las
marcas de Nrf2 en rojo, el marcador neuronal NeuN en verde y la marca de nucleos con DAPI en azul.
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Figura 9. Fotomicrografia compuesta representativa de inmunofluorescencia en cerebro de ratones Balb/c. La imagen corresponde al grupo expuesto a una dosis de 0.5
Gy de radiacion y. Se observan las marcas de Nrf2 en rojo, el marcador neuronal NeuN en verde y la marca de nucleos con DAPI en azul.
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Figura 10. Fotomicrografia compuesta representativa de inmunofluorescencia en cerebro de ratones Balb/c. La imagen corresponde al grupo control. Se observa
Unicamente la marca de Nrf2 con fines de evidenciar los cambios de expresion en esta proteina. Las areas delimitadas con lineas amarillas corresponden a las regiones
analizadas: corteza (1), hipocampo (2), estriado (3), talamo (4) y cerebelo (5).
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Figura 11. Fotomicrografia compuesta representativa de inmunofluorescencia en cerebro de ratones Balb/c. La imagen corresponde al grupo expuesto a una dosis de 0.5
Gy de radiacion v.. Se observa Unicamente la marca de Nrf2 con fines de evidenciar los cambios de expresion en esta proteina. Las dreas delimitadas con lineas amarillas
corresponden a las regiones analizadas: corteza (1), hipocampo (2), estriado (3), tadlamo (4) y cerebelo (5).
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Figura 12. Modulacion de la expresién de Nrf2 en diferentes regiones de cerebro de ratones Balb/c tratados con 0.5 Gy
de radiacion y. Los datos se presentan como media * D. E. El andlisis de los datos se hizo mediante una prueba de t de
dos colas. * = p <0.05.
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¢
Figura 13. Microfotografias representativas de inmunofluorescencia contra Nrf2 en corteza (A), hipocampo (B), estriado

(C), talamo (D) y cerebelo (E) de ratones Balb/c pertenecientes al grupo control.
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Figura 14. Microfotografias representativas de inmunofluorescencia contra Nrf2 en corteza (A), hipocampo (B), estriado
(C), tdlamo (D) y cerebelo (E) de ratones Balb/c pertenecientes al grupo tratado con 0.5 Gy de radiacién y.
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DISCUSION

La radiacién ionizante dafa a los organismos principalmente a través de la generacién de
radicales HOe (Halliwell, 1994, 2001; Azzam, 2012). Partiendo del hecho anterior, la
capacidad para montar una respuesta antioxidante es importante en individuos
involucrados en este tipo de interacciones. En este sentido, el GSH juega un papel
importante en la proteccion contra la radiacién ionizante, pues cuenta con una alta
eficiencia para reducir al radical HOe (Yadav y Mishra, 2013). Considerando ademas que
NGF es capaz de modular la sintesis y los niveles de GSH (Pan y Pérez-Polo, 1993), resultaria
importante entender la participacién de esta neurotrofina en la respuesta a la radiacion
ionizante. Aunado a estos hechos, los efectos producidos por la radiacién ionizante en los
sistemas biolodgicos pueden variar dependiendo del nivel de radio-sensibilidad del tejido

irradiado (Bergonié y Tribondeau, 2003; Alcaraz-Bafios, 2003).

Con base en lo anterior, es probable que la modulacién de NGF observada en los
grupos expuestos tanto a rayos X como a radiacion y pudiera estar involucrada en el
montaje de una respuesta antioxidante por parte de los tejidos estudiados. Cabe resaltar
gue proNGF es la forma en que esta neurotrofina se encuentra de manera predominante
en el SNC (Fahnestock et al., 2001). Es por ello que en este trabajo, las estimaciones de los

niveles de este factor de crecimiento se hicieron a través de la forma inmadura.

De manera particular, en el grupo expuesto a rayos X se pudo observar un
incremento en los niveles de proNGF en todos los tejidos excepto en la médula. Este hecho
estaria relacionado con la radiosensibilidad especifica de cada tejido. De esta manera, es
posible que en el cerebro, el higado y el pulmdén se esté montando una respuesta
antioxidante en respuesta al daifo oxidante generado por los radicales HOe producidos por

la radiacion.

Dicha respuesta se presenta preferentemente a las 6 h post-irradiacién

probablemente porque los dafios oxidantes podrian acumularse en tiempos mas
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prolongados. Aunque Yamaoka et al. (1991) no observaron cambios en los niveles de SOD
en cerebro e higado de ratones a 4 h post-irradiacidon con 0.5 Gy de rayos X, si observaron
una tendencia a incrementar en los niveles de la enzima. En este trabajo tampoco se
observaron cambios en proNGF a 4 h en estos mismos tejidos, no obstante, se presenté un
aumento en los niveles de la proteina a 6 h. Es posible que en animales expuestos
especificamente a rayos X, la cinética de la generacién de dano sea diferente porque la
emision de energia es menory el tejido puede requerir de un mayor tiempo post-irradiacion
para que el dafo se “acumule” y se pueda evidenciar la activacién de una respuesta

antioxidante.

En lo que respecta al pulmdn, ya se ha demostrado que es un tejido mas radio-
sensible que el cerebro (Lee et al., 2006). Ademas, en los resultados obtenidos por
Mohamed et al. (2014) se observo que la exposicion a 100 uGy de rayos X produce una baja
en los niveles de GSH en los pulmones, a la vez que en el cerebro se inicia una respuesta
antioxidante. Aunado a esto, Yamaoka et al. (1991) tampoco observaron diferencias en los
niveles de enzimas antioxidantes en este mismo tejido ni siquiera en animales expuestos a
dosis muy altas de radiacidn (> 5 Gy). Si bien el incremento observado a 4 h es modesto
(7%), es interesante que en este tejido la respuesta a la radiacion se inicié en un menor
tiempo que en el cerebro y el higado. Hasta donde tenemos conocimiento, nuestro trabajo
es el primero en presentar evidencias de la posible activacién de una respuesta antioxidante

en pulmones expuestos a rayos X.

En el caso de la médula, la baja en los niveles de la neurotrofina podria relacionarse
la alta radiosensibilidad de este tejido (Suciu, 1983). En un modelo in vitro, Braunstein et al.
(2009) demostraron que los mecanismos de sintesis de proteinas se encuentran inhibidos
en células radio-sensibles expuestas a radiacidn ionizante. Por lo tanto, es posible que en la
médula, la exposicidn a radiacién ionizante también induzca dafios en estos mismos

mecanismos, razon por la cual se observa la baja en los niveles de NGF en este tejido.
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Es importante mencionar que no se observaron cambios en los niveles de mRNA de
NGF en ninguno de los tejidos estudiados (Salas-Lépez, 2016). Por lo tanto, existe la
posibilidad de que la regulacion de NGF por radiacién ionizante sea a través de un

mecanismo traduccional.

Por otro lado, en el grupo expuesto a radiacion vy, se observé que los niveles de
proNGF sélo se incrementan en el cerebro a 2 h, mientras que los niveles de la proteina
bajan a este mismo tiempo en el higado. Previamente, se ha demostrado que la exposicién
a 0.5 Gy de radiacidén y puede inducir aumentos en los niveles de GSH tanto en el cerebro
como en el higado. Estos efectos se han estudiado con mayor profundidad y se ha
demostrado que la Rl induce la expresion de la y-GCS entre 0.5 y 2 h posteriores a la
irradiacion con una baja a 3 h y un posterior incremento a las 6 h en cerebro (Kojima et al.,
1998b). En el higado, esta misma enzima presenta una baja a 1 horay un incremento tiempo

dependiente a las 3y 6 h (Kojima et al., 1998a).

Aunado a lo anterior, también hay publicaciones en las que NGF tiene la capacidad
de inducir a las enzimas involucradas en la sintesis de GSH (Pan y Pérez-Polo, 1993). Es
posible que, en nuestro trabajo, la induccién de proNGF a 2 h en el cerebro esté relacionada
con la iniciacidn de una respuesta antioxidante a través de la induccion de la sintesis del
glutatién, misma que se perderiaa 4 hy 6 h. En el caso del higado, es posible que la baja en
proNGF esté relacionada con la inhibicién de los mecanismos de sintesis de GSH, mismos
qgue posteriormente se podrian iniciar como indican la recuperacion de los niveles de pro

NGF a niveles del controla 4y 6 h.

La radiacion y también fue capaz de inducir un aumento en los niveles de proNGF en
el pulmodn, especificamente a 6 h. En otros trabajos se ha demostrado que el pulmén tiene
una menor capacidad para activar una respuesta antioxidante contra la radiaciéon en
comparacion con el cerebro y el higado (Yamaoka et al., 1991; Avti et al., 2005). Esta

aparente incapacidad podria estar relacionada con la respuesta retrasada del pulmén en
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comparacion con el cerebro y el higado. A pesar de que no podemos determinar por qué
este tejido parece responder mas lentamente, es importante resaltar que nuevamente se

presentan evidencias de una respuesta antioxidante ante un estimulo por RI.

Finalmente, en la médula, de nuevo se aprecia evidencia de la radio-sensibilidad del
tejido, pues los niveles de proNGF bajan de manera tiempo-dependiente. Nomura et al.
(1992) demostraron que en tejidos radio-sensibles que forman parte del sistema linfatico
como el bazoy el timo, la exposicion a Rl induce una baja en la sobrevivencia celular, misma
gue incrementa conforme avanza el tiempo. Es posible entonces, que las bajas en los niveles
de proNGF observadas en la médula, se deban a que en este tejido se estan iniciando
mecanismos de muerte celular conforme el tiempo post-irradiacion se vuelve mas

prolongado.

Tomando en consideracion que el cerebro mostré evidencias de una posible
respuesta antioxidante 2 horas después del tratamiento de radiacion vy, se decidio llevar a
cabo ensayos de inmunofluorescencia para otra proteina que participa en esta via en este
tejido. La decisidn anterior también surgié debido a que el cerebro es un tejido compuesto
por tipos celulares bastante heterogéneos y al estudiarlo, se podrian generar mejores

impresiones sobre el concepto de radiosensibilidad.

Los resultados obtenidos en los ensayos de inmunofluorescencia en cerebro de
ratones parecen confirmar la activacion de la respuesta antioxidante como consecuencia
de la exposicidn a radiacién ionizante. Esta aseveracion parte del hecho de que el factor de
transcripcidon Nrf2 es considerado como el mayor mecanismo antioxidante presente en las
células (Kobayashi y Yamamoto, 2006). Ya se ha demostrado que la exposicién a Rl puede
inducir la respuesta antioxidante a través de la via de Nrf2 en un modelo in vitro (McDonald
et al., 2010). Incluso se ha sugerido que Nrf2 puede promover la sobrevivencia en distintos
tipos celulares irradiados ya sea por medio de vias antioxidantes o por la regulacién de vias

inflamatorias (Revisado por Sekhar y Freeman, 2015). Por consiguiente, se podria concluir
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gue Nrf2 podria jugar un papel fundamental en los mecanismos de proteccién contra la

radiacion ionizante.

Lo anterior adquiere relevancia al considerar que 2/3 partes del dafio producido por
la Rl es consecuencia directa de la accién de radicales HOs, cuya generacién deriva en estrés
oxidante. En el presente trabajo, se observé un incremento en la expresion de Nrf2 en el
cerebro de ratones Balb/c como consecuencia de la exposicién a 0.5 Gy de radiacién v, lo
gue sugiere su participacion en la defensa contra las ROS producidas por la Rl. A pesar de
este aumento general en la expresion, es importante notar que no todas las regiones del
cerebro mostraron el mismo comportamiento ante el estimulo producido por la exposicion
a la radiacién. La amplia diversidad en las formas y funciones de las neuronas presentes en
el cerebro resulta en variaciones en la vulnerabilidad entre las diferentes regiones

cerebrales (Revisado por Wang y Michaelis, 2010).

Lo anterior ya ha sido demostrado en diversos trabajos, en los que se ha estudiado
la capacidad de respuesta de diferentes regiones ante diversos estimulos pro-oxidantes.
Dentro de dichos estudios, se ha evidenciado que el hipocampo y el cuerpo estriado
responden de manera menos favorable ante el incremento de pro-oxidantes derivado del
envejecimiento (Hussain et al., 1995; Siqueira et al., 2005) o eventos de isquemia-
reperfusion (Candelario-Jalil et al., 2001). A su vez, la corteza y el cerebelo también pueden
ser afectados por agentes oxidantes, aunque también suelen combatir de manera mas
eficiente este tipo de retos. Esta aseveracidon queda demostrada en diferentes modelos que
incluyen induccidn de dafio oxidante por envejecimiento (Hussain et al., 1995; Siqueria et
al., 2005) o por exposicion a tolueno (Kodavanti et al., 2011) y tungstato de sodio (Sachdeva
et al., 2015). Igualmente, el tdlamo y el hipotalamo tienen una alta capacidad para combatir
el dafo producido por diferentes inductores de estrés oxidante (Pang et al., 2013; Mitra et

al., 2014).
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Si bien, este es el comportamiento general de estas regiones ante este tipo de estrés,
también se han observado respuestas mas homogéneas ante un mismo estimulo. Un
ejemplo de ello se observa en un modelo de exposicidn a cadmio, en el que se incrementan
los niveles de Nrf2 en la corteza, el hipocampo, el estriado y el cerebelo, siendo este ultimo

el que muestra la mejor respuesta ante el estimulo (Montes et al., 2015).

Por ultimo, también existen estudios que prueban que se pueden observar
comportamientos diferentes a los antes mencionados. Como prueba, se ha demostrado que
el hipocampo tiene una menor cantidad de oxidaciones en el DNA, mientras que la corteza
y el cerebelo no sdélo desarrollan mas lesiones, sino que también tienen una menor tasa de

reparacion de las mismas (Cardozo-Peldez et al., 1999; 2000).

En nuestro trabajo, las diferencias en la respuesta a Rl entre las distintas regiones se
presentaron como incrementos evidentes en la expresidon de Nrf2 en la corteza, el talamo y
el cerebelo, mientras que el hipocampo y el cuerpo estriado no mostraron cambios

significativos.

Aunque estas ultimas dos regiones no mostraron cambios, ya ha quedado de
manifiesto que son consideradas como sensibles al dafio por oxidantes. El grupo de
Cardozo-Peldez et al. (1999) demostré que el estriado es una de las regiones mas
susceptibles a acumular lesiones oxidantes en el DNA como consecuencia del
envejecimiento. De igual forma, el cuerpo estriado suele ser gravemente afectado por el
cloruro de tributilina en comparacién con otras regiones como el cerebelo o el hipotdlamo
(Mitra et al., 2014). Del mismo modo, el hipocampo se considera como una de las regiones
mas susceptibles a dafio oxidante (Hussain et al., 1995; Candelario-lalil et al., 2001) y al
dafio generado por Rl (Nagai et al., 2000). De no ser reparado, el dafio oxidante puede
resultar en la induccién de la respuesta apoptética (Chandra et al., 2000). En consecuencia,

tanto el hipocampo como el estriado podrian ser consideradas como regiones

40



relativamente radiosensibles, pues la ausencia de una respuesta por parte de Nrf2

implicaria un mayor dafio oxidante asociado a la posibilidad de muerte celular.

Por el contrario, los aumentos de Nrf2 observados en corteza, tdlamo y cerebelo
denotarian una mayor resistencia a los oxidantes producidos especificamente por la RI, lo
cual podria traducirse en una mayor radiorresistencia. En diversos estudios, se ha
demostrado que estas regiones suelen contar con una mejor respuesta ante el estrés
oxidante. En un estudio realizado por Kodavanti et al. (2011), se demostré que tanto la
corteza como el cerebelo cuentan con una mayor capacidad antioxidante contra el estrés
oxidante producido por tolueno. De manera similar, se ha propuesto que el talamo cuenta
con un mayor potencial antioxidante basal en comparacidn con las demds regiones (Pang
et al., 2013). Por lo tanto, no resulta sorprendente que estas tres regiones muestren
evidencias de una respuesta antioxidante ante la exposicidn a radiacién y. Mas aun, dentro
de estas mismas regiones también se presentan diferencias que sugieren que la corteza
seria la regién mas resistente, considerando que su cambio en los niveles de Nrf2 se

encontraron por encima del tdlamo y el cerebelo.

Tomando en consideracidn las evidencias de este trabajo y trabajos anteriores, se
podria concluir que: i) cada una de las regiones del cerebro responde de manera diferente
a insultos oxidantes; ii) dichas respuestas también varian dependiendo del mecanismo a
través del cual se produjo el estrés oxidante; iii) de manera general el hipocampo vy el
estriado son las regiones mas susceptibles al dafio oxidante. Asi pues, las diferencias
presentes en estas respuestas se podrian considerar como una prueba de que también se

pueden presentar variaciones en la radiosensibilidad dentro un mismo tejido.

Por su parte, el analisis cualitativo de la distribucidn celular en la expresion de Nrf2
arrojo resultados interesantes. Se ha documentado que, en el cerebro, este factor de
transcripcidn se expresa principalmente en los astrocitos, mientras que la expresion en

neuronas suele ser muy baja (Revisado por Baxter y Hardingham, 2016). Este hecho
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contrasta con los resultados obtenidos en este trabajo en donde se observé que la marca
de Nrf2 se presenta principalmente en tipos celulares neuronales. A pesar de este hecho,
Tanaka et al. (2011) evaluaron la localizacion del factor de transcripcién en astrocitos,
microglia y neuronas de ratones, y observaron su expresidon Unicamente en el ultimo de
estos tipos celulares. De igual modo, el grupo de Yan et al. (2009) demostrd la expresion de
Nrf2 tanto en astrocitos como en neuronas de ratones sometidos a lesiones por trauma
cerebral. Por lo tanto, es factible que pudiéramos mostrar que la exposicion a radiacién y
induce la expresién de Nrf2 Unicamente en las neuronas. Ello, como un mecanismo de
proteccion especifico para un tipo celular particularmente susceptible al estrés oxidante. Es
importante mencionar que las microfotografias obtenidas se obtuvieron superponiendo
cerca de 250 imagenes obtenidas en un aumento de 20X, un poder de resolucién que se
podria considerar relativamente bajo. Ademas, en nuestro estudio no se emplearon
marcadores para identificar células de la neuroglia. Por lo anterior, es posible que se esté
llevando a cabo una subestimacion de la expresion de Nrf2 en la astroglia y una

sobrestimacion de la expresidn en neuronas.

Previamente se ha observado que una exposicidon a 0.5 Gy de rayos X no induce
cambios en los niveles de mMRNA de NGF ni de Nrf2 en el cerebro (Salas-Lépez, 2016). Por lo
tanto, es posible que la modulacion de la via antioxidante antes mencionada no implique
directamente aumentos en la transcripcidn de estas proteinas sino mas bien una interaccion

entre las vias de sefializacidon de ambas.

Analizando de manera integral nuestros resultados, resulta interesante que, en el
cerebro, se presenten incrementos en la expresidon tanto de NGF como de Nrf2 a un tiempo
de 2 h post-irradiacién. Este hecho podria sugerir que, al menos en el cerebro, existe una
respuesta antioxidante que combate los dafios producidos por la exposicidén a radiacién
ionizante. El hecho de que tanto NGF como Nrf2 se encuentren aumentados podria implicar
gue ambas proteinas participan en la misma via de sefializacion a través de la cual se activa

dicha respuesta.
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La aseveracion anterior también se ve respaldada por diversos estudios en los que
se ha evidenciado la relacién entre NGF y Nrf2 como parte de una misma cascada de
sefializacion para combatir los dafios oxidantes en las células. Especificamente, en modelos
in vitro se ha demostrado que Nrf2 participa en la induccion de NGF ante la administracion
de 4cido carnésico (Mimura et al., 2011). Del mismo modo, se ha observado que NGF es
capaz de inducir los niveles de Nrf2 en células PC12 (Kosaka et al., 2009). Aunado a lo
anterior, la actividad de Nrf2 puede ser inducida por medio de fosforilaciones producidas
por diversas cinasas tales como: Erk, PKC, PI3K o Akt (Konigsberg-Fainstein, 2007; Li et al.,
2012; Turpaev, 2013). Cabe indicar que NGF puede inducir la activacidon de vias de
sefializacion en las que participan todas estas cinasas (Sofroniew, 2001; Reichardt, 2006).
Mads aun, existen evidencias que demuestran que la respuesta antioxidante de NGF se
alcanza a través de la sefializacién por Akt (Valdovinos-Flores y Gonsebatt, 2013). También
se ha indicado que Akt también juega un rol importante en la induccion de la via
antioxidante por parte de Nrf2 (Salazar et al., 2006; Xia et al., 2015; Yoo et al., 2017). Por
ultimo, existen estudios que han probado que NGF puede inducir tanto la expresién como
la actividad de la enzima HO-1 por una via de sefializacidn en la que Nrf2 esta involucrado

(Sun et al., 2017), especificamente a través de la via de PI3K/Akt (Salinas et al., 2003).

A pesar de todas las evidencias enumeradas anteriormente, es importante resaltar
que la relacién entre estas dos proteinas y la regulacidn de la via de sefalizacién en la que
participarian no ha sido dilucidada por completo y practicamente no existen trabajos acerca
de este tema. Por lo tanto, con base en una revision bibliografica sobre los efectos de la Rl,

se propone un posible mecanismo para la sefializacién de NGF y Nrf2.

Dentro de las sefiales que pueden modular los niveles de NGF, la familia de factores
de transcripcidon AP-1, el factor de transcripcion NF-xB y la familia de receptores parecidos
a Toll (TLR por sus siglas en inglés) podrian jugar un papel importante en la induccién de

esta neurotrofina por la radiacidn. Estas observaciones surgen del hecho de que proteinas
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de la familia AP-1, tales como c-Jun o c-Fos, son capaces de inducir la transcripcién de NGF
(Hengerer et al., 1990; Jehan et al., 1993) mediante su interaccion con un sitio especifico
para AP-1 presente rio arriba en el promotor de este factor de crecimiento (Colangelo et al.
1996). Asimismo, se ha demostrado que la activacién del receptor TLR2 puede inducir la
expresion de NGF a través de un mecanismo que implica la participaciéon de NF-xB (Krock

etal., 2016).

Los hechos anteriores adquieren relevancia debido a que se ha observado que la
exposicion a la radiacion es capaz de inducir la actividad de los receptores de tipo TLR,
misma que deriva en la activacién de NF-kB (Ratikan et al., 2015). De igual manera, la
exposicion a la Rl puede promover la activacion de NF-kB y de miembros de AP-1 a dosis
tan bajas como 0.5 Gy y en tiempos tan cortos como 30 minutos (Criswell, et al., 2003).
Todas estas sefiales tienen como resultado la iniciacidén de una respuesta inflamatoria como
consecuencia de la exposicion a la radiacion (Criswell et al., 2003). Por tanto, es posible que,
en nuestro modelo, la exposicion a Rl induzca una respuesta pro-inflamatoria a tiempos
cortos post-irradiacion que tengan como consecuencia un incremento en los niveles de NGF

modulados por la accion de NF-xB y AP-1.

En lo que se refiere al aumento en los niveles de Nrf2 que se observo en este trabajo,
es posible que una vez que la inflamacién ha inducido la expresion de NGF, sea éste, quien
a su vez promueva la actividad de Nrf2. No obstante, es posible que la respuesta
antioxidante iniciada por Nrf2 también sea resultado de la actividad de NF-xB. Esta
aseveracion parte del hecho de que existen evidencias que prueban que Nrf2 cuenta con
propiedades anti-inflamatorias a través de la inhibicion de la actividad de NF-xB (Cuadrado
et al., 2014). Ya se ha sugerido antes que Nrf2 y NF-kB interactian de manera antagdnicay
qgue cuando ambas sefiales se activan, generalmente NF-kB tiene prioridad en la sefal
(Wardyn et al., 2015). Este hecho tiene sentido tomando en cuenta que existe un sitio de
union para NF-kB en la secuencia del promotor y el exdn 1 del gen de nrf2 (Rushworth et

al, 2012). Ademds, se ha sugerido que la activacion de Nrf2 por parte de NF-kB es parte de
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un asa de retroalimentacion negativa inducida por la propia actividad de NF-kB como parte

del control de la respuesta inflamatoria (Cuadrado et al., 2014; Wardyn et al., 2015).

Finalmente, se ha propuesto que la exposicion a Rl induce la generacién de moléculas

nocivas conocidas como DAMPs (damage-associated molecular patterns) que fungen como

sefiales para activar a los receptores TLR, que a su vez inducen la via de NF-xB, la cual

finalmente deriva en la activacion de Nrf2 (Ratikan et al., 2015).

Asi pues, existe la posibilidad de que, en nuestro modelo, las respuestas iniciadas

por la exposicion a radiacidn ionizante se presenten de la siguiente manera en el cerebro

(Figura 15):

1.

La exposicidon a Rl induce la generacion de ROS y DAMPs. Estas ultimas,
estimularan la activacién de receptores de tipo TLR.

Los receptores TLR promoveran la generacion de una respuesta inflamatoria a
través de NF-kB. Al mismo tiempo, los receptores TLR también induciran la
expresion de miembros de la familia AP-1 como c-Fos y c-Jun.

A través de la actividad de NF-kB y de AP-1, se incrementara la transcripcidn de
NGF.

Al mismo tiempo, NF-kB promovera la transcripcion de Nrf2 como parte del asa
de retroalimentacion negativa para su propia regulacion.

Las ROS producidas por la Rl permitiran la degradacién de Keap1 y la activacion
de Nrf2.

NGF iniciara su actividad antioxidante por medio de la activacion de Nrf2 a través
de la via PI3K/Akt.

Nrf2 promovera la transcripcién de genes antioxidantes para combatir el dafio

generado por las ROS producidas por la RI.

De este modo, nuestros resultados apuntan a la induccion de una via antioxidante

como respuesta ante los dafios producidos por la exposicidn a radiaciéon vy.
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Figura 15. Posible mecanismo de interaccion entre NGF y Nrf2. La radiacidn ionizante (RI) genera ROS y DAMPs, las ultimas
promoveran la activacidn de receptores TLR. Dichos receptores activardn a los factores de transcripcién AP-1y NF-kB, que
de manera conjunta inducirdn la transcripcién de NGF. Al mismo tiempo, NF-kB favorecerd la transcripcidon de Nrf2. La
presencia de ROS provocard la degradacion de Keap 1, facilitando asi la actividad de Nrf2. NGF a través de la via
TrkA/PI3K/Akt, potenciara la actividad de Nrf2 por medio de la fosforilacion de éste. Nrf2 inducira la transcripcidn de genes

antioxidantes que combatiran el dafio oxidante producido por la RI.
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CONCLUSIONES
La Rl es capaz de modular vias de sefializacion antioxidante a través de NGF y Nrf2, la

magnitud de esta modulacion es dependiente del tipo celular irradiado.

A excepcidn del pulmédn, las respuestas a Rl corresponden con el grado de radiosensibilidad

previamente reportado para cada tejido.

Nuevamente exceptuando al pulmdn, en general, la capacidad de respuesta antioxidante
ante la radiacion corresponde con el grado de radiosensibilidad de cada tejido: los tejidos

mas sensibles son menos capaces de iniciar una respuesta.

Las respuestas ante la exposicion a rayos X se tomaron mas tiempo en presentarse en el
cerebro y en el higado. Por su parte, la radiacidn y indujo respuestas en tiempos mas

tempranos.
Las respuestas observadas demuestran que ley de radiosensibilidad se cumple también

dentro de diferentes tipos celulares pertenecientes a un mismo tejido y no solamente para

tejidos diferentes.
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