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Swmmary

lonizing Radiation (IR) produces direct and indirect effects in the living matter. The first
one affects cells and produces the rupture of chemical bonds in molecules such as DNA
generating strand breaks. The indirect effects are produced by free radicals generated by
its interaction with the water present in cytoplasm. The organisms have systems of
defense, both enzymatic and no enzymatic to quench the reactive species, especially
reactive oxygen species (ROS). The Gluthatione (GSH), Thioredoxin (Trx) and

Glutaredoxin (Grx) systems protect cells from damage of free radicals and ROS.

Transcription factors like Nrf2 are involved in the modulation of Trx system and other
antioxidants proteins at the transcription level. The radiation-induced response is tissue-
specific and it might be different among organs with high cellular division rate compared

with those with lower cellular division rate.

Whole-body irradiation of 20 male Balb-C mice was performed with '*’Cs y-rays from a
Gammacell irradiator. Mice were divided in four groups: O (control), 0.5, 2.5 y 4.0 Gy.
Treated animals and sham-irradiated controls were killed 1h after irradiation by cervical
dislocation. Brain, heart, spleen and intestine were harvested to investigate the levels of
TrxI, GrxI y NrfZ mRNA expressed in those organs after irradiation using
semiquantitative PCR technique. We did not observed changes in 7rxI, GrxI and Nrf2
mRNA levels at all doses in brain and heart, while there was an increment of 7rx7 and
NrfZ in spleen in all treatments. Intestine showed an upregulation of Grx7 mRNA that
was dose-dependent. Western Blot analysis showed the translocation of Nrf2 into nucleus
in brain for high doses corroborating that Nrf2 pathway is active in this conditions. The
results obtained showed a tissue-dependent response that could be related to the different

levels of antioxidants and the cell proliferation rate of the different tissues.




Resumenv

La radiacion ionizante (RI) produce efectos directos e indirectos en la materia viva. Los
primeros afectan a las células y provocan la ruptura de uniones quimicas en moléculas
como las cadenas del ADN. Los efectos indirectos producen radicales libres o especies
reactivas como las de oxigeno (ROS) generados en su interaccion con el agua del
citoplasma. Los organismos poseen sistemas de defensa enzimaticos y no enzimaticos para
controlar los niveles de estas especies reactivas y ROS. Los sistemas Glutation (GSH),
Tiorredoxina (Trx) y Glutarredoxina (Grx) protegen a las células del dano de los
radicales libres y ROS producidos por la RI El factor de transcripcion Nrf2/Keap-1 esta
involucrados en la modulacién de la transcripcion del sistema Trx y otras proteinas
antioxidantes. La respuesta inducida por radiacion es tejido-especifica y puede ser
diferente entre érganos con alta tasa de division celular comparados con aquellos de baja

tasa.

Se irradiaron a cuerpo entero 20 ratones de la cepa Balb-C en un irradiador Gammacell

con una fuente de %7

Cs. Los ratones se dividieron en cuatro grupos: O (controles), 0.5, 2.5
y 4.0 Gy. Los animales tratados y los controles no irradiados se sacrificaron mediante
dislocacion cervical una hora después de la irradiacion. Se recolectaron el cerebro,
corazon, bazo e intestino para investigar los niveles de ARNm de 7rxI, Grx1y NrfZ2
expresados en los Organos después de la irradiacion utilizando la técnica PCR

semicuantitativa.

No se observaron cambios en los niveles de ARNm de 7rx7, GrxI and NrfZ para todas las
dosis en cerebro y corazén, mientras que hubo un incremento de 7rx1y NrfZ en bazo
para todos los tratamientos. El intestino mostré una sobre-regulacion del ARNm de Grx/
que es dosis-dependiente. La técnica Western Blot mostrd la translocacion de Nrf2 al
nucleo en cerebro para dosis altas corroborando que la via Nrf2 se encuentra activa bajo
estas condiciones. Los resultados obtenidos mostraron una respuesta tejido-dependiente
que puede estar relacionada a los diferentes niveles de antioxidantes y la tasa de

proliferacion celular de los diferentes tejidos.




INTRODUCCION

La célula como unidad principal en los sistemas bioldgicos es una maquinaria
perfectamente ensamblada y equipada para llevar a cabo las funciones necesarias para
mantener un ser vivo. Los organismos aerobios requieren oxigeno para obtener la energia
ATP (adenosina trifosfato) necesaria para mantener en funcionamiento a la c€lula. Sin
embargo; el producto de esas funciones genera desechos que con el paso del tiempo son

los que deterioran la célula y a su vez al organismo por completo.

Una consecuencia de la respiracion aerobia es la formacion de moléculas daninas
llamadas “especies reactivas de oxigeno (ROS)” generadas como resultado del metabolismo
intracelular normal principalmente en la mitocondria y vesiculas citoplasmaticas
llamadas peroxisomas. Estas especies son radicales libres altamente reactivos con otras

moléculas modificando su estructura o funcionalidad al interaccionar con ellas.

El organismo posee un sistema de defensa enzimatico y uno no enzimatico para regular
los niveles de ROS a fin de mantener la homeostasis celular. Al existir un aumento en los
niveles de ROS aparece una situacion conocida como estrés oxidante donde se pierde el
balance entre la aparicion de especies nocivas y la capacidad de la célula de evitar su

acumulacion.




La contaminacion del aire, la radiacion ionizante, los rayos UV, los metales pesados, 1os
pesticidas, etc. son agentes capaces de generar un aumento de estos niveles de ROS. Las
c¢lulas y los tejidos pueden modular de manera diferencial la respuesta antioxidante, para

hacer frente al estrés causado por las especies reactivas.

Al interaccionar la radiacion ionizante con la materia, se produce ionizacion, excitacion y
disociacion en las moléculas. En la materia viva, estas modificaciones tienen importantes
consecuencias a nivel bioldgico como la modificacion de la actividad quimica o la
funcionalidad especifica. Si el dafio es directamente sobre la molécula de ADN (Acido
desoxirribonucleico) rompiendo una o ambas cadenas de su estructura se denomina
efecto directo de la radiacion, pero ademas como la sustancia mas abundante en la célula
es el agua, su radidlisis provoca la formacion de radicales libres, que son altamente
reactivos y capaces de difundir lo suficiente para alcanzar y danar a los blancos criticos
como la molécula de ADN, iniciar reacciones quimicas no deseadas o participar en la

produccion de compuestos toxicos para la célula.

Ya en 1906 los médicos Jean Bergonié y Louis Tribondeau encontraron que las células
presentan diferente sensibilidad a la radiacion y con el paso del tiempo se ha encontrado
que esta sensibilidad esta relacionada con la capacidad de proliferacion del tejido

irradiado.




El dafio provocado por la radiacion ionizante induce una serie de eventos moleculares y
bioquimicos que pueden reparar el daio o culminar en cambios fisiologicos permanentes
o en muerte celular. Por ejemplo las proteinas tiorredoxina (Trx) y glutarredoxina (Grx)
son proteinas antioxidantes cuya expresion aumenta por la presencia de estrés oxidante
(Koharyova & Kollarova, 2008) y (Song y otros, 2002), mientras que el factor de
transcripcion “nuclear factor E2-related factor 27 (Nrf2) participa directamente en la

modulacion de la expresion de muchos otras proteinas antioxidantes (Ma, 2013).

El objetivo de este trabajo es investigar si existe un aumento en la transcripcion de los
genes de las proteinas Grx1, Trx1 y Nrf2 como respuesta al incremento de nivel de ROS

137Cs en diferentes

celular debido a la radiacion ionizante proveniente de una fuente de
organos: cerebro, corazon, bazo e intestino en ratones de la cepa Balb-C, asi como

determinar si existe una relacion dosis-dependiente y tejido-dependiente de la misma.







CAPITULO I

RADIACION IONIZANTE, INTERACCION CON LA MATERIA Y EFECTOS
BIOLOGICOS

1.1 Interaccion de la radiacidn ionizante con la materia (Attix, 1986)

La absorcion de energia por un material puede llevar a dos fendmenos: excitacion e
ionizacion. La excitacion ocurre cuando un electron atomico sube a un nivel energético
mas alto y la ionizacion ocurre cuando la energia absorbida es suficiente para expulsar

uno o mas electrones de sus Orbitas.

La radiacion ionizante (RI) es capaz de producir estos fenomenos al interaccionar con la
materia, por tanto debe llevar la energia suficiente para producirlos. Un aspecto
importante de la RI es que es capaz de liberar localmente grandes cantidades de energia.
La energia disipada por cada ionizacion es en promedio de 33 eV, lo cual es mas que

suficiente para romper enlaces quimicos en las moléculas.

Existen dos tipos de RI: radiacion no cargada (fotones y neutrones) y particulas cargadas.
Los fotones corresponden a los rayos X y rayos y cuyas longitudes de onda en el espectro
electromagnético se encuentran por debajo de 10™'* m y el intervalo practico de energias
emitidas por atomos radiactivos se encuentran entre 2.6 keV (rayos X caracteristicos de
32Ar )y 6.1-7.1 MeV (rayos y de SN ). La diferencia entre rayos X y y radica en su
naturaleza, los rayos y son emitidos por un nucleo o en reacciones de interaccion materia
anti-materia, mientras que los rayos X provienen de la desaceleracion de electrones
debido a su interaccion via Coulomb con algun nucleo lo que da lugar a la llamada
radiacion “Bremsstrahlung” o radiacion de frenado, o debido al cambio en los niveles

energéticos orbitales dando lugar a rayos caracteristicos o de fluorescencia.




La otra componente de la RI la conforman las particulas cargadas en las que se
encuentran las particulas cargadas ligeras (electrones y particulas betas) y las particulas

cargadas pesadas (protones, particulas alfa, deuterones, piones, etc.).

La forma de interaccionar de ambas componentes es diferente, llamandole radiacion
indirectamente ionizante a la primera ya que primero transfieren su energia a particulas
cargadas en el medio quienes a su vez depositan su energia a través de interacciones que
producen ionizacion o excitacion. Ya que este tipo de Rl son fotones que viajan a través de
un material, transfieren su energia a los electrones del medio mediante dos procesos:
absorcion o dispersion. En el primero el foton es totalmente absorbido por el medio y en el
segundo sufre una interaccion elastica con algun electron cediéndole parte de su energia

y es desviado de su trayectoria original.

Los tres principales procesos de interaccion de los fotones con la materia son el efecto
fotoeléctrico, el efecto Compton y la produccion de pares. Estos fendmenos son
predominantes en los materiales dependiendo de la energia del foton incidente y de la

composicion del material. (Figura 1.1)

Efecto fotoeléctrico. Un rayo X interacciona con un electron ligado en alguna de las capas

atomicas K, L o M cediéndole toda su energia, parte es utilizada para liberar al electron y
el resto se libera en forma de energia cinética del electron (Figura 1.2.a) Esta energia es
igual a la energia del foton incidente menos la energia de ligadura. Esta forma de
interaccion es predominante cuando los fotones son de baja energia (< 30 keV en tejido)

y la probabilidad de que ocurra depende del namero atémico Z del absorbedor (~ZS).
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Figura 1.1.- Regiones predominantes para interaccion fotoeléctrico, Compton y
produccion de pares de acuerdo a la energia del foton y el tipo de medio de interaccion

(nﬁmero atomico 7).

Efecto Compton: En este proceso el foton interacciona con un electron libre (v.g. un

electron poco ligado en capas exteriores del atomo). El foton cede parte de su energia en
forma de energia cinética al electron, y un nuevo fotodn, llamado foton disperso, se lleva la
energia restante (Figura 1.2.b). Las energias a las que es mas probable la interaccion
Compton en tejido se encuentran en el intervalo de 30 keV a 20 MeV y la probabilidad de

que ocurra es aproximadamente equivalente para todas las Z.

Produccion de pares: Un fotdn con energia mayor que 1.022 MeV al interaccionar con el

campo coulombiano del nucleo se convierte en un par de particulas: una es un electron y
la otra su antiparticula (positron) de la misma masa que el electron pero con carga del
mismo valor y de signo opuesto (Figura 1.2.c). Cuando el positron interacciona con un
electron, ambos se aniquilan creando un par de fotones de energia 0.511 MeV. La

probabilidad de que se produzca este efecto es proporcional a la Z del medio.
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Figura 1.2 — Esquemas de los proceso de interaccion de la RI con la materia. a) efecto

fotoeléctrico, b) efecto Compton y ¢) produccion de pares.

Las particulas cargadas se denominan radiacion directamente ionizante ya que
transfieren directamente su energia via interacciones coulombianas a lo largo de su
trayectoria. Al atravesar un medio, éstas van perdiendo su energia a través de pequenias

interacciones hasta que finalmente se detienen.

1.2 Transferencia lineal de energia (LET)

Cuando la RI interacciona con un material, las ionizaciones y excitaciones resultantes
tienden a estar localizadas a lo largo de las trayectorias individuales de las particulas

cargadas variando el patrén de la distribucion espacial para cada tipo de radiacion.




El patron resultante para eventos primarios de rayos X se encuentra bien definido y
separado en el espacio, llamandole asi “escasamente ionizante”. Por el contrario, el patron
debido a una particula cargada pesada posee ionizaciones poco separadas a lo largo de la

trayectoria llamada asi “densamente ionizante”.

La transferencia lineal de energia (LET por sus siglas en inglés Linear Energy Transfer) se
define como la energia transferida al medio por unidad de trayectoria. La LET de una
particula cargada es el cociente Z—f [keV/um], donde dE es la energia promedio impartida
localmente al medio por una particula cargada con una energia especifica al atravesar
una distancia dl. Las particulas cargadas se clasifican en cuanto a su LET en radiacion de
alta y baja LET. La radiacion de bajo LET comprende un patrén de ionizacion con LET

menor que 1 keV/ um y la de alto LET con valores entre 1y 1000 keV/ um.

Con base en esta definicion los electrones y las particulas beta son consideradas particulas
de bajo LET y las particulas cargadas pesadas (protones, particulas alfa, etc.) se consideran
de alto LET. Aunque el concepto de LET estad definido para particulas cargadas, suele
asociarse el término a los fotones ya que el patron de ionizacion que se observa es
comparable al de una particula cargada ligera, por tanto también se consideran los rayos

Xy y radiacion de bajo LET.

La LET de una particula no solo depende de la naturaleza de ésta, sino también de su

energia. La LET es inversamente proporcional a la energia de la particula.

1.3 Efectos biologicos de la radiacion (Hall, 1982)

Cuando la RI interacciona con un material biologico, existe la posibilidad de que
interaccione directamente con los blancos criticos de las células de los cuales el acido

desoxirribonucleico (ADN) es el principal de ellos.




Los efectos de la interaccion de la RI con el material biologico han sido descritos a nivel
molecular como directos e indirectos. Los directos se refieren a su accidn sobre la doble

hélice del ADN, generando cortes en ella o produciendo cambios tautoméricos.

Los indirectos se refieren a los efectos producidos por la radidlisis del agua que genera
numerosos radicales libres que a su vez pueden reaccionar con el ADN y generar
oxidaciones y reducciones en las bases del ADN. Sin embargo los productos de la radidlisis
del agua no necesariamente reaccionan con el ADN nuclear sino que lo pueden hacer con

otros componentes celulares como proteinas y membranas.

Los atomos del material bioldgico pueden ser excitados o ionizados iniciando asi una
cadena de eventos que pueden llevar a un cambio biologico. El dafio al ADN es dominante
cuando se tiene radiacion de alta LET y corresponde a la accion directa de la radiacion
ionizante. La accion indirecta ocurre cuando la RI interacciona con otros atomos o
moléculas de la c€lula (particularmente agua) para producir radicales libres que son

capaces de difundir lo suficiente para alcanzar y danar blancos criticos (Figura 1.3.a).

El dafo directo al ADN debido a radiacion de diferente LET produce diferentes efectos. La
radiacion de baja LET como rayos X produce una ionizacion en una de las cadenas del
ADN vy la radiacion con LET >100 keV/ um produce dafio en ambas cadenas de ADN
siendo éste un dafio con mayor dificultad para reparar y que puede llevar a la muerte

celular o inducir mutaciones (Figura 1.3.b).

Los mecanismos de reparacion del ADN, asi como los antioxidantes, resuelven el problema
de la exposicion a la Rl 'y al oxigeno, ya que la presencia de dafio activa de alguna manera
un conjunto de procesos que permiten remediar (si son exitosos) los cambios perjudiciales
producidos por la exposicion. Independientemente del tipo de accion de la Rl, a nivel

celular se activan mecanismos particulares de reparacion en los organismos.




Cuando existe dafio directo se activan mecanismos de reparacion de ruptura de cadena
simple o doble en el ADN y cuando se tiene accion indirecta que genera radicales libres
que producen un estado de estrés oxidante y se activan mecanismos de defensa

antioxidante en la célula.
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Figura 1.3.- Esquema de la accion directa e indirecta de la radiacion ionizante en un blanco biologico. a) La
accion directa ioniza las moléculas que componen la molécula de ADN mientras que la indirecta ioniza
moléculas circundantes que alcanzan el blanco produciendo un dafio. b) Dafio directo en las cadenas de
ADN. La radiacion de baja LET produce rupturas de cadena simple y la radiacion de alta LET genera ruptura
de doble cadena. Tomado de (Hall, 1982).

A continuacion se describen las especies reactivas generadas durante la radiolisis del agua
cuyos componentes son comunes a numerosos eventos bioldgicos que generan estrés
oxidante, como veremos mas adelante. Ya que la mayor parte del cuerpo esta constituido
por agua, la interaccion de la radiacion con el agua es de las mas importantes. Sus efectos
son la ionizacion o hidrolisis de las moléculas de agua generando radicales reactivos que
son capaces de interaccionar con otras moléculas (efecto indirecto) produciendo
reacciones quimicas no deseadas que traen consigo la produccion de compuestos toxicos

para la célula que alteran su capacidad reproductiva o su funcionamiento.




Algunas reacciones producto de la radiolisis del agua son las siguientes:

a) H,0 & H* + HO™

Esta reaccion es la ionizacion del agua en un ion hidrégeno y un hidroxido que pueden

recombinarse sin generar una molécula toxica a la célula.

b) H,0 > H* + HO" H*+H' - H, HO® + HO" > H,0,

Esta reaccion produce radicales hidroxilo (HO') los cuales son muy reactivos. También se
generan radicales secundarios como el H, que no son perjudiciales pero otros como el

peroxido de hidrogeno (HzO;z) que son extremadamente toxicos para la célula.

c) H,0 - HOH* + ¢ HOH* -» H* + HO®

La RI puede ionizar al agua de tal forma que se separe produciendo un ion HOH™* que es
muy inestable y se descompone con facilidad dando lugar a un atomo de hidrogeno

ionizado y la formacion de un radical hidroxilo.

d) H,0 +& - H,0~ - H* + HO™

H*+0,- HO," HO + HOj - H,0,




El radical H puede combinarse con el oxigeno tal como se indica en esta reaccion y
producir el radical hidroperoxilo que se combina con otro igual y también produce agua
oxigenada. Existen varias enzimas antioxidantes que especificamente degradan el agua

oxigenada, lo que da idea de la importancia de esta especie reactiva en los seres vivos.

1.4 Efectos biologicos en el ser humano

Los efectos biologicos en un ser humano después de ser irradiado a cuerpo entero pueden
clasificarse en deterministas y estocasticos. Los efectos deterministas pueden apreciarse
desde las primeras horas y suelen presentar una sintomatologia ya estudiada (Figura 1.4).
Estos efectos dependen de la dosis, el tipo de tejido y poseen un umbral para ser
observados. Para dosis menores que 0.5 Gy no se tienen efectos perceptibles. Para dosis
entre 0.5 y 1 Gy se presentan dolor de cabeza, nauseas, falta de apetito, vomito, diarrea,
disminucion en la cuenta sanguinea. Si la dosis es mayor, la severidad de estas
alteraciones aumenta y la recuperacion del individuo se dificulta. La dosis letal media
DLs 60 (fallecimiento del 50% en 60 dias) en los individuos sanos se encuentra entre 3-
5 Gy y éstos mueren por alteraciones en la sangre, hemorragia e infeccion en una o dos

semanas.

Cuando la dosis recibida es de 10 Gy se puede producir la perforacion del intestino
ocasionando alteracion del equilibrio electrolitico, fiebre, peritonitis, etc. En estas
condiciones es facil que la infeccion pase a la sangre y cause septicemia. Ademas se
presenta inflamacion pulmonar y la muerte en unos dias. Cuando la dosis alcanza los 50
Gy hay choque nervioso, convulsiones, ataxia y hemorragia en el sistema nervioso

central.
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Figura 1.4.- Secuencia temporal de los principales efectos biologicos inmediatos en un ser humano,
causados por una irradiacion aguda y de cuerpo entero. Tomado de (Brandan, Diaz-Perchez, & Ostrosky,

1990).

Los efectos estocasticos se originan en las alteraciones a nivel genético, no poseen un
umbral para desarrollarse y la probabilidad de que se presenten depende de la dosis
recibida, la capacidad de las c¢lulas de reparar el dafio y la forma en que se administra la
dosis. Estos efectos conllevan a la formacion de células cancerosas o malformaciones

genéticas para el individuo o su descendencia.

1.5 Radiosensibilidad

La radiosensibilidad es la magnitud del efecto en las estructuras biologicas, provocada por
radiacion ionizante. Un tejido es mas sensible cuanto mayor es el efecto a una dosis

determinada de radiacion necesitando menor dosis para alcanzar un efecto determinado.

Al estudiar los efectos de la radiacion ionizante sobre ratones, los cientificos Jean Bergonié
y Louis Tribondeau concluyeron en 1906 que las cé¢lulas presentan diferente

radiosensibilidad de acuerdo a diversos factores:
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i) Las células que se encuentran en reproduccion son mas radiosensibles.
i) Las células menos diferenciadas presentan mayor radiosensibilidad.
i) Son mas radiosensibles aquellas células que se dividen rapidamente y continuian

dividiéndose por largos periodos.

Actualmente sabemos que la muerte celular después de la irradiacion ocurre
principalmente cuando las células tienden a dividirse. En tejidos con una alta tasa de
proliferacion (Figura 1.5), el dafo es apreciable rapidamente mientras que en tejidos con
baja tasa de proliferacion celular el dano permanece latente por un largo periodo de

tiempo.

Radiosensibles

Eritroblastos

Cel.espermatogonias

Osteoblastos

Ovocitos

Espermatocitos

Osteocitos, Ovulos, Espermatozoides
Células musculares

Células nerviosas

Radioresistentes

Figura 1.5.- Nivel de radiosensibilidad de diferentes células. Ley de Bergonié y Tribondeu, las células mas

radiosensibles son aquellas menos diferenciadas o con mayor actividad reproductiva.

La radiosensibilidad de los drganos es consecuencia de la sensibilidad del tipo de células
que los conforman, por tanto los 0rganos mas sensibles son la médula 6sea, el tracto

gastrointestinal, las mucosas y la piel.
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CAPITULO II

RADICALES LIBRES, ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO Y SISTEMAS DE
DEFENSA ANTIOXIDANTE

2.1 Radicales libres (Roberfroid, 1995)

Un radical libre es una especie quimica que contiene uno o mas electrones desapareados
lo que lo hace muy reactivo ya que tiende a capturar un electron de otra molécula. Con
base en esta definicion, son radicales libres la molécula de oxigeno, el atomo de hidroégeno

y los metales de transicion (en estado ionico).

2.1.1 Reacciones de radicales

Las reacciones de los radicales generalmente se dan en cadena donde pueden distinguirse

tres pasos: Iniciacion, propagacion y terminacion donde finalmente son eliminados.

Inicracion:

Los radicales se producen en las cé¢lulas debido a fision homolitica, fotolisis, radidlisis o
reacciones redox aunque algunas enzimas actian como catalizadores intermediarios y la
exposicion a especies moleculares muy reactivas también puede iniciar las reacciones de

radicales.

Cualquier molécula que posea un numero par de electrones de valencia puede separarse
en dos radicales cuando un enlace covalente se rompe y cada uno de los electrones

inicialmente apareados permanece con cada atomo (Ecuacion 2.1).

A:B - A+ B (2,1)
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La luz (UV en particular) puede romper enlaces quimicos como resultado de la absorcion

de energia por las moléculas (Ecuacion 2.2).
H,0, + hv - 2HO"® (2.2)

La radiacion ionizante, principalmente de baja LET, causa radidlisis la cual es el resultado
de la ruptura de uno o mas enlaces interatomicos. Cuando el agua (o las soluciones
acuosas) son irradiadas, se generan diferentes productos moleculares tales como radicales
que pueden reaccionar con solutos organicos que a su vez pueden producir una gran

cantidad de radicales secundarios.

La radiacion ionizante también produce directamente radicales organicos a partir de las
componentes celulares. Por ejemplo, puede iniciar auto-oxidacion de lipidos insaturados

que es un proceso importante del proceso de iniciacion de radicales libres en seres vivos.

Propagacion

En este tipo de reacciones, el numero de radicales se conserva. Los tipos principales de

propagacion de radicales son los siguientes:

a) Transferencia de atomo: Es la reaccion mas frecuente y consiste en la sustraccion del
atomo mas externo de la molécula por parte del radical siendo este atomo usualmente
un hidrégeno o un haldgeno. Los hidroperdxidos organicos son los mas susceptibles a

estos ataques.

b) Transferencia de electron: Consiste en la transferencia de un electron de un radical
(R) 0 un anién radical (R)” a un sustrato no radical. En los sistemas biologicos es de
mucha importancia ya que al irradiar soluciones acuosas los electrones reaccionan
con moléculas de oxigeno para formar superdxido (O.7). También se tienen
transferencias de electron de iones metalicos a peroxidos que juegan un papel

importante en la peroxidacion de lipidos.
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C) Adicidn de radicales: Se debe a la adicion de radicales a olefinas alifaticas, anillos

aromaticos u oxigeno molecular

Terminacion

Se puede terminar una cadena de reaccion de radicales si dos radicales ponen juntos el
electron desapareado para formar una nueva molécula con un par de electrones

apareados o con sustancias antioxidantes.

2.2 Oxigeno Yy especies reactivas de oxigeno (ROS) (Halliwell & Gutterridge,
2000)

La molécula de oxigeno diatomica (O;) posee dos electrones desapareados lo que hace que
actue como agente oxidante tomando el par de electrones faltantes de un atomo. Cuando
la molécula acepta un electron, se vuelve un radical superdxido (O,7) el cual al tener
solamente un electrén desapareado se vuelve menos reactivo que el oxigeno. Al afiadir un
electron al radical superoxido obtenemos el ion perdxido (022‘) que ya no pertenece al

grupo de radicales (ecuacion 2.3).

En los sistemas bioldgicos al reducir con 2 electrones al oxigeno obtenemos peroxido de
hidrogeno (ecuacion 2.4) y la reduccion con cuatro electrones produce agua (ecuacion
2.5).

0, +e— 03 (2.3)
03~ +2H* - H,0, (2.4)
20%" +4H* - 2H,0 (2.5)

Al grupo formado por los radicales libres del oxigeno asi como sus derivados se
denominan especies reactivas de oxigeno (ROS “reactive oxygen species”). En la tabla 2.1
se enlistan las ROS clasificadas en radicales y no radicales. Los radicales que forman este
grupo poseen un electron no apareado en su ultimo orbital, mientras que los demas
elementos de la tabla son moléculas precursoras de los radicales libres. Aunque todas son

toxicas para la célula, los radicales son mas reactivos y dificiles de eliminar.
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Tabla 2.1.- Especies reactivas del oxigeno (ROS).

Radicales No- radicales

Superoxido Oy Peroxido de hidrogeno H,O,
Hidroxilo OH' Acido hipocloroso HOCI
Peroxido RO, Ozono O3

Alkoxilo RO’ Oxigeno simple
Hidroperdxilo HO', Peroxinitrito ONOO

A nivel biologico, en formas de vida aerodbicas, estos radicales forman parte importante ya
que las células de estos organismos han tomado ventaja del potencial de reaccion de la
molécula de oxigeno y sus productos de reduccion. Debido a esto, las células tienen que
tolerar niveles de fondo de radicales producto de estas reacciones y debe existir un
equilibrio entre su produccion y destruccion. Dado que su presencia se asocia a tasas
metabolicas elevadas, muchas de estas especies reactivas se convierten en sefiales

quimicas para iniciar procesos de division, diferenciacion y hasta muerte celular.

2.2.1 Reaccion de Fenton

Todos los elementos clasificados como elementos de transicion posicionados en la primera
fila del bloque d (grupos 3 a 12) de la tabla periddica contienen pares de electrones
desapareados en el orbital d y por tanto se consideran radicales libres (a excepcion del

Zinc).

Los diferentes numeros de oxidacion de los metales de transicion los hacen catalizadores
efectivos en reacciones de oxidacion y reduccion; sin embargo, esta capacidad lleva a que

catalicen reacciones de radicales de libres.

La reaccion de Fenfon es un ejemplo ilustrativo de las reacciones de radicales libres
catalizadas por metales de transicion. Una mezcla de sales de hierro con agua oxigenada
oxida muchas moléculas organicas de las cuales se generaran radicales OH como se

muestra en las siguientes reacciones:
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Fe** + H,0, - Fe3* + OH* + OH~ (2.6)

Fe3* + H,0, - Fe** + OH* + H* (2.7)

El radical hidroxilo (OH) es un compuesto formado por un atomo de oxigeno unido de
forma covalente con un atomo de hidrogeno. Este radical puede ser formado por
diferentes reacciones como las reacciones de Fenton o la fision hemolitica del enlace O-O

en la molécula del agua (Ecuacion 2.8).

H-0-0-H- 20H" (2.8)

2.2.2 Biomoléculas blancos de radicales y ROS

Debido a su alta reactividad, los ROS reaccionan rapidamente con diferentes
biomoléculas como substratos, metabolitos o productos de procesos bioquimicos (glucosa,
ribosa, aminoacidos, colesterol, etc.); vitaminas (o tocoferol, acido ascorbico, carotenos);
péptidos (glutation) y lipidos; también con macromoléculas como las proteinas y acidos
nucleicos. Cuando reaccionan con biomoléculas organicas las dafian ya que modifican su

estructura y propiedades quimicas.

Estas reacciones pueden formar parte de la propagacion o terminacion de la cadena de
reaccion de radicales. Debido a la naturaleza de las biomoléculas organicas, este dafio

puede ser transitorio pero perjudicial.

Las biomoléculas de vitamina A, E y C, acido urico, carbohidratos, aminoacidos y
colesterol han sido clasificadas como agentes neutralizantes y por tanto como
antioxidantes naturales que ayudan al organismo a protegerse del deterioro de los efectos

de los radicales.
2.3 Sistemas de defensa antioxidantes
Durante el metabolismo aerobio se generan especies reactivas de oxigeno (ROS),

incluyendo radicales hidroxilo (OH’), aniones superoxido (O,"), y perdxido de hidrdgeno

(H203). Las ROS participan en muchos procesos celulares, como en la generacion de

16




sefiales relacionadas con procesos como la proliferacion celular y la apoptosis, la

inmunidad, y la defensa contra microorganismos.

Los organismos aerobios estan protegidos del ataque de especies reactivas de oxigeno y
radicales libres por un arreglo de sistemas de defensa. Los componentes responsables de
este sistema se llaman antioxidantes. Un antioxidante es una sustancia que retrasa o
previene la oxidacion de un sustrato. Los sistemas antioxidantes estan compuestos por

enzimas y por antioxidantes no enzimaticos.

Durante la evolucion, se han desarrollado mecanismos complejos de defensa en contra de
las ROS, pero a pesar de que los sistemas enzimaticos son muy efectivos en
metabolizarlos, es evidente que no pueden asegurar su eliminacion. Por ejemplo no existe
una enzima especifica que neutralice el radical OH’, como ocurre con el perdxido de

hidrogeno o con el radical superoxido.
Las moléculas antioxidantes pueden clasificarse de acuerdo a su mecanismo de accion:

i) Enzimas antioxidantes. Ejemplo de estos son. Superdxido dismutasa (SOD),
Catalasa, etc. Su mecanismo involucra una modificacion quimica de su
sustrato (v.g. O, es transformado en H,O, por la accidén de SOD). El agua
oxigenada a su vez es degradada por las enzimas catalasa, glutation peroxidasa

0 peroxirredoxinas.

ii) Moléculas antioxidantes no enzimaticas: Al reaccionar con un radical estos
componentes forman un radical aducto que puede ser estable. Sus reacciones
son estequiométricas que significa que la molécula antioxidante se consume y
debe ser regenerada a través de otras moléculas. Estan localizadas en diferentes
compartimentos intracelulares de acuerdo a su polaridad; las vitaminas A y E
se encuentran en la region hidrofobica (membranas) mientras que la vitamina

Cy el glutation (GSH) se encuentran en las zonas hidrofilicas (citosol).
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La figura 2.1 presenta un resumen de los antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos y su

funcionamiento dentro de la célula para la eliminacion de ROS en el organismo.

Enzimaticas

No- enzimaticas

Citocromo oxidasa
Superoxido dismutasa
Glutation peroxidasa
Catalasa

Peroxirredoxinas

Modificacion quimica del sustrato
Productos no radicales
Productos de menor toxicidad

Actividad catalitica

Vitaminas (A.CE)
Glutation
Acido Urico

Tiorredoxina

Formacion de radical aducto
Reaccion estequiométrica

Polaridad

Figura 2.1.- Mecanismos de accion enzimatica y no enzimatica de antioxidantes.

Una alta concentracion o una eliminacion inadecuada de ROS, dan lugar a un estrés

oxidante, que puede causar graves disfunciones metabodlicas y dafio a macromoléculas

biologicas. Se ha demostrado que cuando la capacidad antioxidante es superada, la célula

es capaz de responder aumentando la sintesis de antioxidantes y de proteinas de estrés, a

través de la activacion de vias de senalizacion especificas (Limon-Pacheco & Gonsebatt,

2009).
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Los niveles de defensas antioxidantes difieren de tejido a tejido y de tipo de célula a tipo de

c¢lula y estan generalmente asociados a su tasa metabodlica y consumo de oxigeno.

2.3.1 Antioxidantes no enzimaticos

Los antioxidantes no enzimaticos principales son el glutation (GSH), las tiorredoxinas

(Trx) y la glutarredoxinas (Grx).

2.3.1.1 Sistema GSH

El GSH es el antioxidante celular mas abundante y por lo tanto contribuye al
mantenimiento redox celular. In vitro el GSH reacciona con OH,, OHCI, ONOO", RO, RO,
CO3", NOy, etc. Dado la elevada concentracion intracelular del GSH (mM) es posible que

también in vivo reaccione con estos metabolitos reactivos.

El glutation oxidado (GSSG) es reducido por la enzima antioxidante glutation reductasa
(Deneke & Fanburg, 1989). Ya que la razdén GSH a GSSG determina el potencial redox
intracelular, en caso de estrés oxidante la célula tiene la capacidad de reducir GSSG en

GSH (Lu, 2013).

2.3.1.2 Sistema Tiorredoxina (TRX)

Las tiorredoxinas (Trx) son proteinas de bajo peso molecular que tienen un sitio activo
disulfuro redox y su funcidén principal es reducir los puentes disulfuro en las proteinas
blanco en una reaccion de dos pasos cuyo producto final es liberar el blanco reducido y

la proteina redoxina oxidada.
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Las Trx estan compuestas por Tiorredoxina Reductasa (TR), Tiorredoxina (Trx) y
Peroxirredoxina siendo importante en la regulacion del balance redox protegiendo

c¢lulas de tejido de dafio por H,O».

En los mamiferos existen dos genes que codifican para dos proteinas: la Trx1 que se
localiza en el citosol y la mitocondrial o Trx2. Estas proteinas son reducidas por las Trx

reductasas en el citosol (TrxR1) y en las mitocondrias (TrxR2).

En la figura 2.2 se muestra una reaccion antioxidante del sistema TRX. La tiorredoxina
reductasa (TrxR) reduce el sitio activo disulfido en tiorredoxina (Trx) y otros sustratos
directamente consumiento NAPDH. La tiorredoxina reducida es altamente eficiente en
reducir disulfidos en proteinas y péptidos incluyendo peroxirredoxinas (Prx) y glutation

disulfido (GSSQ).

Sustrato o NADPH + HY , Trx-5; Prieq/ Proteina-(SH; )/ Producto
TrxR X X

Producto red NADP" Tre-(SH;) ! \ Priy,/Proteina-S, [ Sustrato o

Figura 2.2.- Reacciones enzimaticas del sistema Trx (Nordberg & Arner, 2001 ).

2.3 1.3 Sistema Glutarredoxina (GRX)

Grx fue descubierta como un donador de hidrogeno GSH-dependiente para la
ribonucléotido reductasa en mutantes carentes de Trx como en la bacteria Escherichia
Coli. (Holgren, 1989) y es una oxirreductasa que al igual que Trx posee un sitio activo

disulfuro redox.
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Esta proteina comparte parcialmente la funcion sensora redox con Trx (Song y otros,
2002) y (Song & Lee, 2003), ademas de que muestra un rol importante en la proteccion
contra el estrés oxidante (Luikenhuis y otros, 1998). Al igual que Trx, también existen dos

Grxs: Grx1 que es una proteina en el citosol y Grx2 que es mitocondrial.

La Grx oxidada es reciclada por la forma reducida de GSH con la formacion de glutation
disulfido (GSSG) y la regeneracion de GSH acoplada con NADPH y GSSG reductasa. La
figura 2.3 es un ejemplo del proceso antioxidante de los sistemas GSH-GRX. El H,O, es
reducido por la glutation peroxidasa por oxidacion de dos moléculas de glutation (GSH)
formando glutation disulfido (GSSG) que posteriormente es reducido por glutation
reductasa (GR) consumiendo NAPDH. La glutation también reduce glutarredoxina (Grx)
que a su vez reduce diferentes sustratos. La glutation S-transferasa (GST) cataliza la
conjugacion de glutation con otras moléculas funcionando asi como un paso intermedio

para la detoxificacion de sustancias toxicas. (Figura 2.3)

Esta interaccion con el sistema GSH la distingue de la proteina Trx la cual favorece

sustratos disulfuros y es independiente de GSH a través de tiorredoxina reductasa.

=
2 Hy0 /ADPH + HX GSSG
XG{“@:

H,0, f NADP‘
» G5-conjugado + H*

—  GST
sustrato

Figura 2.3.- Principal sistema antioxidante asociado a glutation y glutarredoxina (GSH-Grx) (Nordberg &

Arner, 2001).
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2.3.2 Enzimas antioxidantes

Las células cuentan con diferentes enzimas antioxidantes especificas para una especie

reactiva de oxigeno particular que permiten de una manera especifica su eliminacion.

Su ausencia o baja actividad se asocia con enfermedad y a veces es incompatible con la

vida. Las mas comunes son:

a) Superoxido dismutasa (SOD). El descubrimiento de las enzimas SOD llevo a la teoria

“superoxido de la toxicidad del oxigeno”, la cual propone que O, es el mayor factor de
toxicidad y que los SOD son la mayor defensa contra ¢l. Siendo SOD un depurador
(scavenger) de O, , constituye la primera fase de defensa antioxidante ya que cataliza la
reaccion de destruccion de los radicales superodxido mediante su transformacion en H,O,
(ecuacion 2.11). Los ratones que no tienen la SOD mitocondrial mueren al poco tiempo de

nacer.

05 + 05 + 2H—H,0, + 0, (2.11)

b) Catalasa (CAT): Es una de las enzimas conocidas mas eficientes, tanto que no puede ser

saturada por H,O, a ninguna concentracion, catalizando su conversion en H,O y O,
(ecuaciones 2.12 y 2.13), para proteger a las c€lulas del H,O, que se genera en su

interior.
2H,0, - 2H,0 + 0, (2.12)

ROOH + AH, - H,0 + ROH + A (2.13)

Por lo tanto, el H,O, es catabolizado enzimaticamente en organismos aerobios por la
catalasa y otras peroxidasas. En animales, el peroxido de hidrdgeno se desintoxica
mediante las actividades de la catalasa y la glutation peroxidasa. Aunque la catalasa no es

esencial para algunos tipos de células en condiciones normales, tiene un papel importante
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en la adquisicion de tolerancia al estrés oxidante en la respuesta adaptativa de las células.
La catalasa captura el H,O, antes de que pueda escapar de la célula y lo convierte en
oxigeno molecular. Dado que existen varias enzimas que son capaces de degradar el
peroxido de hidrogeno, la ausencia o baja actividad de la catalasa no se asocia a

padecimientos severos.

C) Glutation peroxidasa (GFX).- La GPX comparte su sustrato con la catalasa, pero ademas

puede reaccionar de manera efectiva con lipidos y otros hidroperoxidos organicos,
catalizando la reduccion de diferentes hidroperoxidos (ROOH y H»O7) usando glutation
reducido (GSH) que es transformado en glutation oxidado (GSSG) tal como se muestra en

la ecuacion 2.14.

H,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0 (2.14)

d) Glutation reductasa (GR): La reduccion del GSSG a GSH es llevada a cabo por esta

enzima que utiliza el poder reductor del NADPH (nicotinamida adenina dinucledtido

fosfato reducida).

¢) Tiorredoxina reductasa (TR): La reduccion de las tiorredoxinas (Trx) oxidadas es

catalizada por esta enzima utilizando el NADPH.

f) Peroxirredoxinas (Prx). Son una familia de peroxidasas que reducen el peroxido de

hidrogeno y organicos. Junto con la catalasa y las glutation peroxidasas eliminan el H,O,

intracelular.
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2.4 Sintesis de proteinas: Transcripcion y Traduccion (Alberts y otros, 2008)

La informacion para construir una proteina especifica se almacena en el ADN de cada
organismo. Un segmento determinado de ADN llamado gen contiene el codigo para una
proteina especifica. El ADN almacena la informacion genética y las moléculas del acido
ribonucleico (ARN) transmiten dicha informacion a los componentes celulares llamados
ribosomas en donde se realiza la sintesis proteica. La c¢lula puede modular la cantidad de
proteina que sintetiza a través de factores de transcripcion como los que se describiran en

las secciones 2.5.1y 2.5.2.

Durante este proceso se construye primero una molécula de ARN llamada ARN mensajero
(ARNm) (transcripcion) que se forma en el nucleo de la c€lula transcribiendo la secuencia
de bases contenidas en el gen. Este ARNm migra del nacleo hacia el citoplasma celular, en
donde sintetiza la proteina con ayuda de los ribosomas. Los ARN denominados moléculas
ARN de transferencia (ARNt) se unen a los aminoacidos especificos codificados en la
secuencia del ARNm de manera que se genera la cadena peptidica (traduccion) tal como
se ilustra de manera general en la figura 2.4. A continuacion se describen estos procesos

con mas detalle.

ADN

3y dnllalalllclaalaaxlls

Transcripci6n

Sintesis de' ARN
ARN
S SIS IS ST

Traduccién
"~ Sintesis de Proteina

Proteina
HzN '\-—<'|7_‘\_1W_—v‘ COOH
Aminoicidos

Figura 2.4.- Sintesis de proteinas. La informacion genética es copiada a partir de un gen mediante el
proceso de transcripcion utilizando como molde una de las cadenas de ADN formando asi una molécula de
ARN. Posteriormente esta molécula se dirige al ribosoma para iniciar el proceso de traduccion donde
moléculas de ARNt reconocen los nucledtidos para formar el polipéptido que dara lugar a la proteina.

Tomado de (Alberts y otros, 2008).
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2.4.1 Transcripcion

El proceso de transcripcion consiste en copiar una porcion de ADN en una secuencia de
nucledtidos de ARN. Este proceso produce una molécula de ARN complementaria de una
cadena a partir de una molécula de ADN. La transcripcion comienza con la abertura y
desenrollamiento de una pequefia porcion de ADN. Una de estas cadenas sirve de molde

para la sintesis de una molécula de ARN (figura 2.5).

La secuencia de la cadena de ARN se determina por el aparcamiento base por base entre
los nucleodtidos que llegan a unirse y el molde de ADN. Las enzimas que permiten la
transcripcion de ARN se llaman ARN polimerasas que se mueven a través de la cadena
doble de ADN desenrollandola. Asi la cadena de ARN crece nucledtido por nucledtido en
la direccion 5’ a 3°. Se denomina ARNm a las moléculas formadas de secuencias de genes
que codifican aminoacidos de las proteinas y la lleva a cabo la enzima ARN polimerasa II
(Las ARN polimerasas 1 y III codifican ARN de transferencia (ARNt) y ARN ribosomal
(ARNT)).

La ARN polimerasa identifica la region inicial o promotora para comenzar a copiar y se
libera al reconocer la region final. Los ARNm deben ser encapsulados en la terminacion 5’
y poliadenilados en la terminacion 3’ que permite reconocer a la célula la presencia de
este ARNm y trasladarlo del nucleo al citoplasma para convertirlo en proteina afnadiendo

un transportador que exporta el ARNm fuera del nucleo.

ADN
5 L,[ = Lr 3
| | | | |1
1 | 11 [Nl N Tr ST i
B BN EEN "
Cadena molde
l Tanst_:ripci(').ﬂ

5 IF!T“W el
ARN
Figura 2.5.- El proceso de transcripcion produce una molécula de ARN de una sola cadena complementaria

a una cadena molde de ADN. Tomado de (Alberts, y otros, 2008).
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2.4.2 Traduccion

Una vez que se ha producido ARNm por el proceso de transcripcion, la informacion
contenida en la secuencia nucledtida se utiliza para sintetizar una proteina. Aunque
existen 4 nucledtidos se requieren 20 diferentes tipos de aminoacidos para formar las
proteinas. Por tanto las secuencias se leen de tres en tres nucledtidos llamados codones
formando asi 64 posibles combinaciones. Cada coddn especifica un aminoacido o detiene

el proceso de traduccion.

Los codones en una molécula de ARNm no traducen directamente los aminoacidos. Se
necesitan moléculas que reconocen por interacciones de pares de bases a los codones
denominadas moléculas de ARN de transferencia (ARNt). Un anticodon es

complementario a cada codon de ARNm (figura 2.6).
ARNt

RNAm

Figura 2.6.- Molécula de ARNt que se une a los codones del ARNm mediante el complemento de pares de

bases (anticodon). Tomado de (Alberts, y otros, 2008).

La sintesis de proteinas se lleva a cabo en el citoplasma dentro del ribosoma que es una
maquinaria compleja formada por 50 proteinas diferentes y moléculas de ARNr que
permiten que las moléculas de ARNt unan los codones de ARNm. Para iniciar la
traduccion, una unidad ribosomal se une al ARNm en el codon de inicio (AUG) que es
reconocido por una molécula iniciadora de ARNt. La molécula de ARNm entra codon por
codon en el ribosoma en la direccion 5’ a 3’ hasta llegar a un codon que finaliza la

traduccion y libera la cadena polipeptidica.
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Las moléculas de ARNr poseen un papel importante en el proceso de traduccion ya que no
solamente forman la estructura del ribosoma, también forman los sitios para los ARNt
uniéndolos con los codones en el ARNm y creando el sitio activo para la enzima peptidil

transferasa que liga los aminoacidos durante la traduccion.

2.5 Vias de sefializacion en respuesta a estrés oxidante.

El estrés oxidante celular causado por radiacion ionizante u otros factores quimicos y
biologicos activa vias de sefializacion involucradas en la respuesta antioxidante. Las
especies reactivas como los perdxidos también participan en sefiales asociadas a la
proliferacion celular y mecanismos anti-apoptéticos, incluyendo receptores de factores de
crecimiento, cambios en los niveles de Ca** citoplasmicos y cinasas que responden a estrés

(Mikkelsen & Wardman, 2003).

La induccidon de enzimas citoprotectoras en respuesta al estrés quimico es regulada
fundamentalmente a nivel de transcripcion. Esta modulacidon ocurre a través de la
presencia de una secuencia o elemento de modulacion llamado “elemento de respuesta
antioxidante” (ARE. antioxidant response element) encontrado inicialmente en las
regiones promotoras de los genes que codifican enzimas de desentoxicacion como la
GSTAZ (Glutation S-transferasa AZ), NQO1 (NADPH:quinona oxidoreductasa 1), (HO-1)

hemoxigenasa y otras.

A la region ARE se unen factores de transcripcion que son activados por compuestos
quimicos con la capacidad de reciclarse en forma redox, por tanto la alteracion del
estado redox celular debido a niveles altos de ROS o0 a la reduccion de la capacidad

antioxidante es una sefial importante para activar la respuesta antioxidante.
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2.5.1 Regulacion Redox a través de Trx.

Trx regula negativamente a la senal de apoptosis a cargo de la cinasa -1 (ASK-1). Trx en
su forma reducida se une a Ask-1 e inhibe su activacion. Cuando Trx es oxidada por ROS,
la union entre Trx y Ask-1 se rompe y ASK-1 es activada para iniciar la sefnal de

apoptosis (Saitoh y otros, 1998).

La union a ADN del activador de proteina -1 (AP-1) es modificada por el factor redox-1
(Ref-1) y a su vez la actividad de (Ref-1) es modulada por Trx. Por tanto podemos asociar
Trx directamente con el nucleo. Trx y Ref-1 promueven la reparacion de ADN mediante
la activacion de p53 dependiente de p21 (Ueno y otros, 1999). En el caso de la union
factor nuclear —B (NF-kB), la cisteina 62 de NF-«B es el sitio blanco para ser reducido

por Trx que es importante para la union de NF-xB al ADN.

Una sobre-expresion de Trx en el citoplasma suprime la activacion de NF-xB mientras
que una sobre-expresion en el ntucleo promueve la union de NF-xB con ADN (Hirota y

otros, 1999).

La sintesis de Trx1 puede ser inducida por estrés oxidante. Ello ocurre porque la
secuencia promotora del gen Trx1 contiene elementos de respuesta antioxidante (ARE)
(Kim y otros, 2001). La sobre-expresion de Trx1 en c€lulas HT-1080 aumento la
capacidad de neutralizar ROS inducidos por radiacion vy, y la sensibilidad a la muerte por

apoptosis (Byun & Cho, 2005).

2.5.2 Nrf2

La activacion de la transcripcion de genes a través de ARE estd mediada principalmente
por el factor de transcripcion Nrf2 (nuclear factor E2-related factor 2). La actividad de
Nrf2 es regulada por la proteina Keap-1, la cual actiia por union y amarre al factor de

transcripcion dentro del citoplasma. La activacion de Nrf2 en respuesta a senales de estrés
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resulta en la ruptura de esta asociacion, liberando a Nrf2 el cual transloca al nucleo para

modificar la actividad de transcripcion (Maher & Yamamoto, 2010).

Nrf2 pertenece a una familia de Nrf (Nrf1, NrfZ y Nrf3) que son proteinas basicas con un
cierre de leucinas (bZip) en la region C-terminal. La region basica corriente arriba de

bZip es la responsable de la union al ADN (Konigsberg, 2007).

Nrf2 es una proteina inestable (t;,~15 min), con peso molecular de 68 kDa sujeta a
degradacion proteolitica via ubiquitinacion. Nrf2 es constantemente degradada en células
no estresadas lo que implica que keap-1 es una proteina activa que promueve la
ubiquitinacion de Nrf2 para su degradacion. Cuando los niveles de ROS aumentan se
oxidan cisteinas claves de keap-1, liberando a Nrf2 que puede trasladarse al nucleo
celular y unirse a las regiones ARE de los genes antioxidantes (Nguyen, 2003) y (Stewart,

2003).

Esto indica que la interaccion de las dos proteinas es un proceso dinamico que permite a
Nrf2 controlar la expresion de sus propios genes tanto a nivel basal como inducidos

(Figura 2.7) (Nguyen, 2005).

El Nrf2 endogeno interacciona con ARE en ausencia de estrés celular localizandose
predominantemente en el nucleo bajo estas condiciones. La translocacion de Nrf2 en el
nucleo seguida de su biosintesis en los ribosomas no es un proceso regulado sino un

proceso de estabilizacion mediado por mecanismos que decrecen su tasa de degradacion.
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Figura 2.7 - Via de sefializacion propuesta para Nrf2-ARE. Tomado de (Maher & Yamamoto, 2010).

En resumen, Nrf2 esta expresado constitutivamente en la célula y transloca al nucleo en
donde se une a la region ARE para inducir la transcripcion de genes como tiorredoxina,
glutarredoxina, hemo-oxigenasa, etc. y de si mismo. Seguido de la transactivacion de sus
genes, Nrf2 es blanco para degradacion por Keapl en el nucleo. En estado de estrés
oxidante, la estabilizacion de Nrf2 es dependiente de mecanismos que tanto previenen

como reducen el acceso de Keap1 a Nrf2.
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CAPITULO III

JUSTIFICACION DEL PROYECTO, OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1 JUSTIFICACION

De acuerdo a la Ley de Bergonié—Tribondeau, los tejidos responden de forma diferente a la
RI dependiendo de su actividad reproductiva y diferenciacion; y congruente a esto se ha
encontrado sobre-expresion de diferentes genes que lleva a apoptosis en 6rganos como
intestino y bazo y en menor proporcion en pulmon, corazon y cerebro para dosis bajas de

0.2 Gy (Lee y otros, 2006).

Existe la posibilidad de que las alteraciones en la expresion de genes inducidas por RI sean
especificas para cada 6érgano. Se conoce una gran diversidad de estudios enfocados en los
efectos producidos en el cerebro tras ser irradiados (Kojima, 1998), (Kojima, 1999),
(Todorovic, 2006), etc.) pero poco se conoce de la respuesta antioxidante en organos

como el corazdn, bazo e intestino.

Se han realizado estudios en los que se identifican en la célula proteinas de sefnalizacion
tras estar expuesta a radiacion ionizante, que modulan la activacion de sistemas
antioxidantes para proteger a la célula. Algunas de las proteinas sobre-expresadas
encontradas son  GSTP, citrocromo C y Peroxirredoxina (Prx) que son proteinas
relacionadas con ROS (Jeung, 2004). Proteinas como la Tiorredoxina (Trx), la y-Glutamil
sintetasa y la Glutarredoxina (Grx) han sido poco estudiadas en su participacion en el
estrés oxidante por radiacion ionizante asi como el factor de transcripcion Nrf2 que

modula la respuesta antioxidante, asi como la de si mismo (Nguyen, 2009) .

Ante un modelo Senal-Detector/Transductor-Activador-Respuesta como el mostrado en la
figura 3.1 es posible identificar los participantes en la via de sefializacion con las
proteinas especificas para cada paso. La radiacion ionizante produce principalmente

radiodlisis del agua cuyo resultado es un incremento de nivel de ROS celular que
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reaccionan quimicamente (reduccion- oxidacion) con moléculas como Keap-1 o Trx que
sirven como transductores de la presencia de ROS. Este tipo de moléculas modulan la
actividad de otro tipo de moléculas que funcionan como activadores (ASK-1, Nrf2) de la
sefial incidente provocando una accidn de respuesta que conduce principalmente a la

sintesis de proteinas antioxidantes para reparar dao o induccion a apoptosis.

Por tanto el presente trabajo permitira obtener informacion de la expresion de las
principales proteinas antioxidantes modulada por radiacion ionizante en 6rganos poco
estudiados, encontrar si existe diferencia en esta respuesta de acuerdo a la
radiosensibilidad asociada a cada 6rgano y finalmente ajustar estos resultados con los
efectos ya conocidos de la interaccion de la RI con la célula en modelo que ademas
permitird generalizar el modelo a situaciones de estrés oxidante donde la produccion de

radicales libres sea mediante otro tipo de agentes toxicos.

Transducter »| Activador »| Eespuesta
Transcripcién de
rCS * | Feap-1, [ ™| wrf2, ASKF-1 *| genes anticxidantes,
LLES induccién de
apcpicsis

Figura 3.1.- Esquema sefal- detector/transductor- activador-respuesta
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo General

® Encontrar si existe un aumento en la transcripcion de genes de las proteinas Grx1,
Trx1 y Nrf2 como respuesta al incremento de nivel de ROS celular debido a

radiacion ionizante en diferentes érganos de ratdn de la cepa Balb-C.

3.2.2 Objetivos Particulares
® Verificar la tasa de dosis y distribucion espacial de dosis del irradiador Gammacell

1000-Elite del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

® Determinar los niveles de ARNm de 7rx/y GrxI en diferentes drganos con tejidos
de baja (cerebro y corazén) y alta (intestino delgado y bazo) tasa de division

celular.

® Estudiar la respuesta en la expresion de genes antioxidantes debido a radiacion

ionizante a cuerpo entero para dosis baja (0.5 Gy), intermedia (2.5 Gy) y alta (4

Gy).

® Determinar la proporcion de la proteina Nrf2 en nucleo y citoplasma en cerebro

tras recibir diferentes dosis de radiacion.

3.3 HIPOTESIS

* La radiacion ionizante induce la transcripcion de Grx1, Trx1y la translocacion
de Nrf2 a nucleo en un modelo senal-detector-activador-respuesta en ratones
sometidos a irradiacion de cuerpo entero, siendo la respuesta diferente

dependiendo del 6rgano irradiado y mayor conforme aumenta la dosis recibida.
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Para esto se propone un modelo de esquema de sefial-detector-activador-respuesta que se
muestra en la figura 3.2. La sefnal que activa los mecanismos es la radiacion ionizante, la
principal especie reactiva generada por la Rl en la célula es el radical hidroxilo (OH'), éste
oxida a Keap-1 que sirve como detector provocando que la unidén entre Keap-1 y Nrf2
desaparezca. Esto conlleva a la liberacion de Nrf2 que funciona como transductor
metiéndose al nucleo y pegandose en la region de elemento de respuesta antioxidante

(ARE) la cual promueve la transcripcion de genes antioxidantes.

Figura 3.2.- Esquema de sefializacion en la transcripcion de genes como respuesta a la radiacion ionizante.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOLOGIA EMPLEADOS

4.1 Dosimetria

4.1.1 Descripcion y calibracion del irradiador

El dispositivo empleado como fuente de radiacion fue un irradiador Gammacell 1000
Elite localizado en la antigua sede del Instituto de Investigaciones Biomédicas. Esta unidad
cuenta con una sola fuente de '* Cs (decaimeinto 7, emite y de 662 keV, 112 30 afios),
la cual se encuentra doblemente encapsulada en acero inoxidable. Las caracteristicas de

decaimiento del radionuclido se muestran en la Figura 4.1.

137 s 1.756 MeV

0.6617 MeV

0.2835 MeV

/W

137 Ba

137

Figura 4.1.- Esquema de decaimiento del radionuclido "*‘Cs localizado dentro del irradiador Gammacell

1000-Elite.

El irradiador Gammacell 1000 Elite cuenta con un cilindro de 16.5 cm de altura y 8.1
cm de diametro interno en el cual se introduce el objeto de interés a irradiar (Figura 4.2).
Los parametros que deben ingresarse para poner en marcha el equipo son la fecha y el
tiempo de irradiacion (en min y s). Una vez cerrada la puerta el rotor de la muestra se
mueve a la posicion de irradiacion. En modo automatico el reloj funciona en cuenta
regresiva y una vez transcurrido el tiempo de exposicion, la muestra rota hacia afuera

para poder ser extraida del contenedor.

35




Figura 4.2.- Fotografia del irradiador Gammacel 1000-Elite donde se muestra el contenedor de acero

inoxidable donde se colocan las muestras a irradiar.

4.1.2 Medicion de la tasa de dosis

Para medir la tasa de dosis del irradiador se utilizd un dosimetro absoluto acuoso
(dosimetro Fricke, Apéndice A.1). Se prepararon dos muestras con 10 ml de solucion
Fricke cada una en un tubo de ensaye y se colocaron en el centro del contenedor a una

altura de 3 cm desde el fondo del contenedor como se muestra en la figura 4.3.

Punto de medicida de ia taza de doss

Figura 4.3.- Dispositivo experimental utilizado para la determinacion de la tasa de dosis usando solucion

Fricke.

Los tiempos de irradiacion de las muestras se calcularon a partir de la tasa de dosis
reportada por el fabricante para obtener dosis aproximadas de 50 y 70 Gy, siendo estos
tiempos de 18.18 y 25.45 min, respectivamente. Una vez irradiados se trasladaron al

Instituto de Ciencias Nucleares, UNAM (ICN) para ser leidos. Las soluciones se leyeron en
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un espectrofotometro UV-visible marca Varian modelo Cary 100 utilizando solucion sin

irradiar como referencia.

Los resultados de la lectura del cambio en la densidad oOptica (ADO) obtenidos del
espectrofotdmetro aparecen en la tabla 4.1 y la dosis absorbida fue calculada mediante la
ecuacion 4.1 (Attix, 1986) que relaciona la dosis absorbida dentro de la solucion respecto

al cambio en la densidad oOptica (A1.1).

D(Gy) = 278(ADO) (4.1)

Tabla 4.1.- Valores de cambio en densidad Optica de las muestras de solucioén Fricke.

Se utilizod solucidn sin irradiar como blanco.

Tiempo (min) ADO Dosis (Gy)
0 :0.08 0.057 + 0.006 0019
18.18 :0.08 0.2417+0.0014 | 51517
25.45 +0.08 0.3098 + 0.0009 | 70+ 2

Con los valores calculados de dosis absorbida se construye la curva de calibracion 4.1.
Esta muestra la dosis como funcién del tiempo de irradiacion de la cual es posible obtener
el valor de tasa de dosis a partir de la pendiente del ajuste debido a que la relacion es

lineal.

37




80

Dosis (Gy)

O T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (min)

Grafica 4.1.- Dosis como funcion del tiempo medida con solucion Fricke.

A partir de la grafica 4.1 se obtiene la ecuacion de la recta 4.2 donde D es la dosis medida

en Gy y t es el tiempo medido en minutos.
D=28t+024" (4.2)

con R? = 0.9997. La pendiente de la ecuacion 4.2 da el valor de la tasa de dosis en agua.
Tasa de Dosis (08/6/2011) - Dy = (2.78 + 0.10)Gy/min

Para obtener la tasa de dosis actual D(Gy). se calcula mediante la ecuacion 4.3

D ()= Dye " P15 (4.3)

min

"El ajuste de los puntos de la grafica se realiza permitiendo que la recta pase por el origen, pero la ecuacion
obtenida solamente puede emplearse para dosis entre 40-400 Gy que es el intervalo de validez del dosimetro
Fricke.
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Donde D, es el valor de tasa de dosis medido con la solucién Fricke, t es el tiempo
transcurrido en dias desde la medicidon de este valor hasta el dia de irradiacidén. Esta

ecuacion representa cuantitativamente el decaimiento de la fuente a través del tiempo.

4.1.3 Distribucion espacial de la dosis

Ya que el dosimetro Fricke proporciona el valor de la tasa de dosis en un punto dentro del
contenedor, se utilizo pelicula de tinte radiocromico (PTR, Apéndice A.2) HD-810 para
medir la distribucion espacial de la dosis dentro del contenedor. Para poder calibrar la
pelicula se cortaron cuadrados de 1 cm de lado y se irradiaron con una fuente de “°Co
(E, = 1.25 MeV) con tasa de dosis conocida ((30/04/2010)= 0.327 Gy/min) en un
intervalo de dosis 0-13 Gy. Posteriormente se digitalizaron en un escaner HP G4050 y se
procesaron con el software Image J (version 1.41) para poder descomponer la imagen en

cada color RGB.

Con la imagen resultante en rojo se midio el tono de intensidad promedio de cada trozo de

pelicula para poder obtener la respuesta de 1la misma definida como

R = log (%) (44)

i

Donde Ty es el tono de color de la pelicula sin irradiar y T el de la pelicula irradiada.

Ya que la grafica de calibracion se construyo para una energia de 1.25 MeV y este tipo de
dosimetro posee una respuesta dependiente de la energia de la radiacion, se realizd una
comparacion entre las respuestas medidas para energias de 1.25 MeV y 0.662 MeV
(Niroomand-Rad y otros, 1998) siendo €sta 3% mayor para 137Cs, por tanto se realizo una

correccion del mismo porcentaje en la respuesta de la PTR procesada (Tabla 4.2).
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Tabla 4.2.-Datos de calibracion de la pelicula HD-810 (canal rojo) con una fuente de %Co.
Posteriormente se realizd una correccion en la respuesta del 3% debido a la dependencia

en energia para llevarla a '*’Cs.

Dosis (Gy) Tono de Respuesta Respuesta
gris (Correccion E)
Blanco (Ref) 255

0 237 0 0

3 230 0.0120 0.0126
5 225 0.0229 0.0219
7 220 0.0326 0.0313
9 214 0.0432 0.0430
10 213 0.0466 0.0449
11 210 0.0523 0.0509
13 203 0.0662 0.0652

Se realiza la grafica 4.2 de la respuesta corregida por la dependencia en energia vs dosis y

se realiza un ajuste lineal de los puntos.
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Grafica 4.2.- Calibracion de la pelicula HD-810 en dosis.
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La ecuacion de la curva de calibracion indica la relacion entre la respuesta (R) de la

pelicula y la dosis D(Gy).

R = 0.0049D — 0.0018 (4.5)

o bien en términos de la respuesta

D(Gy) = 204.08R + 0.37 (4.6)

Para medir la distribucion espacial de la dosis dentro del contenedor, se introdujo
verticalmente en el centro geométrico del mismo, una tira de pelicula de 15 cm de largo y
3 cm de ancho cubierta por ambos lados con lucita de 1 cm de espesor y posteriormente
se colocd en forma diametral otra pelicula con dimensiones de 15 x 8 cm? sin cubrir. Las
peliculas se expusieron a la radiacion durante 3.63 min para obtener una dosis

aproximada de 10 Gy.

Se realiz6 la digitalizacion y el procesamiento de la pelicula utilizando la ecuacion 4.6
obtenida de la calibracion para determinar la dosis para cada punto de la pelicula. Se
graficaron las curvas de isodosis empleando el programa Surfer 7 para obtener la
distribucion del porcentaje de dosis a lo largo del cilindro contenedor (Figura 4.4). El
valor correspondiente al 100% es el valor de dosis calculado a partir de la tasa de dosis
medida con la solucion Fricke, que en este caso corresponderia a 10 Gy dado que el

tiempo de irradiacion fue de aproximadamente 3.63 min.
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120%
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Figura 4.4.- Distribucion espacial de la dosis dentro del contenedor. A la izquierda, distribucion central en
un ancho de 3 cm y a la derecha distribucion completa dentro del cilindro. El porcentaje correspondiente
al 100% representa la dosis esperada calculada a partir del tiempo de exposicion con base en la tasa de dosis

actual.
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4.2 Irradiaciéon de Ratones y Dosimetria a Organos

4.2.1 Condiciones de irradiacion a los ratones

Se irradiaron a cuerpo entero 20 ratones machos de la cepa Balb-C con un peso
promedio de 24 g, los cuales fueron anestesiados con pentobarbital via intraperitoneal a
una dosis de 90 mg/kgw (1.4 pl/gw) adicionando 5 ul de solucion salina estéril por
inyeccion. Estos se dividieron en 4 grupos de 5 ratones (series 1 a 5) para ser irradiados a

dosis de O (Control), 0.5, 2.5y 4.0 Gy.

Los ratones se recogieron en el bioterio del 1IB (Antigua sede) y dentro de las salas se
manipularon para pesarlos e inyectarlos. Una vez sedados se trasladaron al irradiador
GammaCell 1000-Elite. Ahi se colocaron en forma vertical en un cilindro de cartdn con
una base de madera de 3 cm y se pusieron en el centro del cilindro contenedor para ser
introducidos en el irradiador como se muestra en la figura 4.5. Los ratones controles

fueron sometidos anestesiados al mismo procedimiento sin ser irradiados.

(=]

Figura 4.5.- Dispositivo para colocar en forma vertical a los ratones dentro del irradador. A la izquierda se
observa la base de madera de 3 cm de base, en el centro la manera en la que se acopla con el tubo de carton.
Por ultimo a la derecha se observa la posicion del dispositivo dentro del contenedor del Gammacell 1000-

Elite simulando un raton en su interior.
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Una vez irradiados, los ratones se trasladaron al edificio del Instituto en Investigaciones
Biomédicas (Laboratorio de Toxicologia y Genomica Ambiental) y después de una hora de
la irradiacion se sacrificaron via dislocacion cervical siguiendo el protocolo de diseccion
para principios de biologia (Ward & Parsoneault). Se obtuvieron de cada raton el cerebro,
el corazon, el bazo y el intestino delgado (yeyuno) y se lavaron con solucion salina estéril

a 4°C.

Cada organo se dividid simétricamente en tres partes, una de ellas se utilizd para
extraccion y determinacion de proteinas (Nrf2) y los otros fueron congelados a una
temperatura de -70°C para el analisis de cuantificacion de ARNm de las proteinas Grx1,
Trx1 y Nrf2. En el caso de cerebro la division se realizd conservando una porcion de

todas las regiones en las tres secciones.

4.2.2 Estimacion de la dosis para los 6rganos.

Se realizaron medidas de la longitud y ancho de diferentes ratones anestesiados en
posicion supina considerando el origen en las extremidades inferiores del roedor. El
promedio de la altura de los ratones fue de 8 cm y el ancho de 3.5 cm. De igual forma se
realizaron medidas de la localizacion de los 6rganos de interés en diferentes ratones
(Tabla 4.3 a). El promedio de estas medidas se utilizo para localizar al raton dentro del
contenedor del irradiador y estimar el porcentaje de dosis que recibid de acuerdo al

esquema obtenido de la distribucion de dosis medida con la PTR HD-810 (Tabla 4.3 b).

Tabla 4.3.- a) Posicion vertical de cada drgano. b) Tabla de estimacion de la dosis dentro del irradiador para

cada érgano de raton

a) b)

Organo Posicion Organo Posicion vertical en el | Porcentaje  Dosis
(cm) contenedor (cm) Absorbida %

Cabeza 7-8 Cabeza 10-11 100-105%

Corazon 5-6 Corazoéon 8-9 100-105%

Bazo 3-4 Bazo 6-7 95-100%

Intestino 2-3 Intestino 5-6 90-95%
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4.3 Extraccion y cuantificacion de ARNm de Grx1, Trx1 Y Nrf2

Para poder determinar la cantidad de ARNm de un gen para los diferentes drganos es
necesario extraer y cuantificar el ARN de los mismos, producir ADN complementando la
doble cadena (ADNc) a partir del ARN y llevar a cabo una reaccion especifica de PCR

para el gen de interés.

4.3.1 Extraccion de ARN: Cuantificacion, Pureza e Integridad

Se cortd un trozo pequefio de cada 6rgano congelado para extraer y cuantificar el ARN. El
ARN se aislo utilizando el protocolo Trizol ® Reagent, Invitrogen® de acuerdo al

protocolo del fabricante (Apéndice AZ.1).

La pureza del ARN se determina por espectrofotometria midiendo la absorbancia a 260
nm (A260) y 280 nm (A280) de las muestras de ARN. El cociente A260/A280 indica la
pureza del mismo y el intervalo aceptado es de 1.7 a 2.0. Este valor fue medido con un
espectrofotometro Nanodrop ® ND-1000 con muestras de 2.5 ul de ARNm. Se utilizod

agua inyectable como blanco comparativo.

Las muestras de ARN se sometieron a electroforesis durante 30 minutos a 80 V para
determinar su integridad. El gel era de agarosa al 1.0% utilizando TAE 1x (del inglés:
(Tris-Acetate-EDTA) como solucion amortiguadora. El tenido se llevo a cabo mediante
bromuro de etidio. El ARN se observo en un transiluminador con luz ultravioleta a 260

nm tras haber sido tenido con bromuro de etidio.
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La radiacion UV es absorbida por el ARN y emitida al bromuro de etidio, que a su vez
reemite la radiacion a 590 nm en la region rojo-naranja del espectro visible. Mediante un
fotodocumentador (Gel Logic 200, Imaging System Kodak®), se tomaron fotografias para
observar la integridad de las bandas con los coeficientes de sedimentacion 18S y 28S de

ARNm para descartar presencia de contaminacion.

4.3.2 Sintesis de ADNc

Para poder cuantificar los niveles de ARNm se copian a ADN. La sintesis de ADN
complementario (ADNc) se obtuvo utilizando como iniciador oligo dT (Promega®) y la
enzima Transcriptasa Reversa M-MLV RT (Promega ®) de acuerdo al protocolo descrito

en el Apéndice A2.2.

4.4 PCR Cuantitativo

La amplificacion del ADNc se llevo a cabo mediante la técnica PCR cuantitativo (q-PCR)
(Apéndice A3.1), utilizando el kit comercial Syber ®Green (Quiagen) para cuantificar la
cantidad de copias de ARNm de 7rx1y GAPDH,y el kit comercial Syber ®Green (Kappa)
para los genes GrxIy NrfZ. La tabla 4.4 muestra la secuencia de los oligonucléotidos

(direccién 5'> 3’) tanto en direccion “forward” o “reverse”.

Se 1llevo a cabo una curva de calibracion con una mezcla de ADNc de cerebro de todos los
tratamientos utilizando seis diluciones 1.5, 1.25, 1:.125, 1.625, 1.3125 y 1.15625 para
cada gen (7rx, Grx, NrtZ y GAPDH) para verificar la eficiencia de amplificacion. Todas las
reacciones de q-PCR se llevaron a cabo para 20 ul (8 ul de muestra de ADNc, 1ul de Oligo
F, 1ul de Oligo Ry 10 ul de Mastermix de Syber ® Green) por triplicado para cada

muestra.
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Tabla 4.4.- Secuencia de los oligonucléotidos empleados en la técnica PCR tiempo real para cada gen

estudiado.
Gen Secuencia OLIGOS Tamafio Marca
Amplicon (pb)

GAPDH F 5 ACCACCAACTGCTTAGCCCC 940 Invitrogen
R 5° CAGCTCTGGGATGACCTTGC

Trx1 F 5 CGCCAGCAACACTGTGTTAAATTCGCCCT 160 Invitrogen
R 5° GGTCGGCATGCATTTGACTTCACAGTC

Grxl1 F 5 TGCAGSSSGACCCAAGAAATCCTCAGTCA 190 Sigma
R 5° TGGAGATTAGATCACTGCATCCGCCTATG

Nrt2 F 5 CACCAGTGGATCCGCCAGCTA Sigma
R 5 TATCCAGGGCAAGCGACTCA

Las corridas de PCR cuantitativo para cada gen se realizaron con 40 ciclos de
amplificacion con una activacion inicial de la enzima (Hold) de 15 minutos a 95°C. Cada
ciclo consto de dos partes: una de 10 s a 95 °C y otra de 20 s a 60 °C siendo esta la parte
de ciclo de adquisicion de datos. El punto de fusion se registrdé en el intervalo de

temperaturas de 60° a 95°C.

4.5 Extraccion y Cuantificacion de Proteinas

Se obtuvieron proteinas citoplasmicas y nucleares del cerebro mediante el protocolo
detallado en el Apéndice A2.3. Mediante la técnica de Bradford se cuantificé la
concentracion de estas proteinas y finalmente se midio la concentracion relativa de Nrf2
presente en las muestras tratadas respecto a los controles mediante la técnica de Western

Blot (WB).
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4.5.1 Método de Bradford

La cuantificacion de proteinas tanto para nucleos como para citoplasma se llevo a cabo
mediante la técnica de Bradford (Apéndice A3.2) con diluciones de 1:10 para ntcleo y
1.80 para citoplasma. A partir de la curva estandar se cuantifico el resto de las muestras
de cerebro de todos los tratamientos mediante la técnica de microplaca que emplea 10 pl
por duplicado de cada muestra y 200 ul de solucion filtrada de Bradford. La mezcla se lee

en un espectrofotometro y se mide la absorbancia a 595 nm.

4.5.2 Western Blot

La cuantificacion de proteinas de Nrf2 se llevo a cabo mediante la técnica de Western Blot
(Apéndice A3.3) llevando a cabo la electroforesis en un gel de acrilamida por 2 horas a
100 V. Se cargaron dentro del gel 30 pg de proteina para citoplasma y 40 ug para nucleo.
Se empled la técnica de electrotransferencia para transferir las proteinas a una membrana

de nitrocelulosa (Trans-Blot Transfer Medium Pure Nitrocellulose Membrane, BIO-RAD).

Se emplearon como controles de carga las proteinas GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa) para la fraccion citoplasmica y la proteina NPM (Nucleo Fosfomina) para

la fraccion nuclear.

Las membranas fueron bloqueadas con leche Blotto (non-fat dry milk, Santa Cruz) al 5% ¢
incubadas una hora con anticuerpo primario en leche (salvo NPM que fue disuelto en BSA
(albumina de suero bovino)), posteriormente fueron incubados una hora con anticuerpo
secundario en leche (Tabla 4.5) y reveladas con ECL Prime Western Blotting Detection
Reagent (GE Healthcare) en placas. Las membranas fueron reutilizadas para diferentes
proteinas eliminando los anticuerpos utilizados previamente con NaOH al 0.2 M por 15

minutos.
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Las imagenes resultantes en las placas fueron adquiridas mediante el fotodocumentador
(Gel Logic 200, Imaging System (Kodak®)) en imagenes en escala de grises de 16 bits.
Para su analisis se realizd una densitometria de la banda referente al gen de interés con la

aplicacion de “analisis de geles” del software Image J (version 1.41).

Tabla 4.5.- Marcas comerciales y diluciones empleadas con la tecnica WB para las proteinas Nrf2, GAPDH,

NPM y NF-kB. También se muestran los pesos moleculares medidos en la densitometria para cada gen.

Gen Anticuerpo Dilucion | Peso Anticuerpo Dilucion
Primario (Marca) Molecular | secundario (Marca)

Nrf2 Anti-Nrf2, abcam | 1.2000 68 kDa Goat anti-rabbit | 1.3000
#31163 HRP-linked, Cell

Signaling.

GAPDH | Anti-GAPDH, 1.8000 36 kDa HRP Rabbit anti- | 1.3000
Millipore #6¢5 mouse, Invitrogen

NPM Anti- NPM, 1.2000 38 kDa Goat anti-rabbit | 1.3000

HRP-linked,  Cell
Cell Signaling

Signalin
Technology 8 s
#3542
NF-kB Anti- NF-kB, | 1.2000 | 65kDa Goat anti-rabbit | 1.3000
Santa Cruz HRP-linked, Cell
Biotechnology Signaling

#109
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CAPITULO V

RESULTADOS

5.1 Cuantificacion de ARNm de Trx1, Grx1 y Nrf2.

5.1.1 Aislamiento ARN

Los resultados obtenidos para el cociente de absorbancias A260/A280 medido para
determinar la pureza de ARNm de las 80 muestras se presentan en la tabla 5.1 donde se
muestra que todos los valores se encuentran dentro del intervalo 1.7-2.0 asegurando la

pureza Optima para su uso en PCR tiempo real.

Tabla 5.1 Valores del cociente A260/A280 de ARNm de todos los tratamientos para cerebro, corazon, bazo e intestino.

Organo Cerebro Corazén
Dosis Control | 0.5Gy | 25Gy | 40Gy | Control | 05Gy | 25Gy | 40Gy
Serie 1 1.90 1.87 1.88 1.78 1.93 1.90 1.88 1.88
Serie 2 1.71 1.86 1.90 2.00 1.91 1.56 1.85 1.76
Serie 3 1.69 1.86 1.84 1.87 1.81 1.82 1.77 1.87
Serie 4 1.95 1.89 1.80 1.87 1.90 1.85 1.85 1.91
Serie 5 1.94 1.90 1.87 1.92 1.86 1.83 1.81 1.83
Organo Bazo Intestino
Dosis Control 05Gy | 25Gy | 40Gy Control 05Gy | 25Gy | 40Gy
Serie 1 1.75 1.79 1.85 1.88 2.00 1.89 1.92 1.89
Serie 2 1.87 2.02 2.00 1.89 2.03 1.91 2.03 2.00
Serie 3 1.86 1.87 1.88 1.88 1.91 1.90 1.83 1.97
Serie 4 1.90 1.86 1.92 1.82 1.93 1.89 1.89 1.86
Serie 5 1.93 1.88 1.91 1.93 1.88 1.85 1.74 1.83
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La integridad del ARN aislado también fue verificada mediante las bandas 18S y 28S.
Aquellas muestras contaminadas o carentes de ARN se sometieron nuevamente al
protocolo de extraccion descrito en las secciones 4.3.1 y 4.3.2 hasta observar los

parametros necesarios para su uso en PCR.

5.1.2 Curvas calibracién PCR cuantitativo

Las curvas de calibracion para cada gen se obtuvieron a partir de una mezcla de seis
diluciones de ADNc. El umbral se determind automaticamente con el programa Rotor
Gene Q Series Software 1.7 e inmediatamente arrojo la eficiencia de la reaccion. En la
tabla 5.2 se muestran los valores de umbral, la ecuacion del ajuste lineal para el valor
umbral de ciclos (Ct) respecto a la concentracion (a partir de la cual es posible obtener los
valores de la eficiencia de la reaccion), el valor de la pendiente, el valor de R*y la

temperatura de desnaturalizacion del amplicon.

Para ser consistentes con los requerimientos del procedimiento de PCR tiempo real
(Bustin, y otros, 2010) es necesario comprobar que la eficiencia de reaccion es cercana a
uno y que solamente se tiene un producto de amplificacion. También es necesario emplear
controles sin ADN llamados NTC (del ingl¢s: No Template Control) y verificar que €stos no
aumentan de sefal (no amplifican) tras someterse a multiples ciclos. A partir de la tabla
5.2 se puede corroborar que las eficiencias de reaccion para todos los genes se encuentran
dentro del intervalo 1.00 + 0.05 y que el ajuste lineal se encuentra dentro de los limites

requeridos con valores de R* cercanos a 1.

En la figura 5.2 se muestran las curvas de calibracion considerando las tres repeticiones
por dilucion y las curvas de temperatura de desnaturalizacion (melting point) que
asegura para cada gen, un unico producto de amplificacion correspondiente al gen de

interés.
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Para realizar el analisis de ARNm se obtuvo la cuantificacion del mismo a partir del valor
Ct correspondiente en la reaccion propia de PCR con base en la ecuacion obtenida en la

curva calibracion de dicho gen.

5.1.3 Cuantificacion de ARNm mediante Método AA Ct.

La curva de calibracion obtenida para cada gen (figura 5.2) cumple con los criterios
necesarios para poder emplear la técnica AACt: eficiencia de reaccidén cercana a 1, un solo
producto de amplificacion y un porcentaje de diferencia entre eficiencias mayor que el
5%. Este método permite realizar una cuantificacion relativa que implica comparar un
acido nucleico blanco respecto a una muestra referencia o calibrador (Livak &

Schmittgen, 2001).

Se obtiene el primer ACt al restar los valores de Ct del control enddgeno a los del blanco
(5.1)

ACt =(Ct _blanco) —(Ct _endogeno)

El segundo A se obtiene al restar el valor de ACt del calibrador al ACt al de la muestra

tratada.

AACt = (ACt _tratamiento) —(ACt _ calibrador) (5.2)

Por tanto el numero de veces que un ARNm se expresa en una muestra con respecto al

calibrador queda determinado por la ecuacion 5.3.
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27AAC[

(5.3)

Tras llevar a cabo la reaccion de PCR para los diferentes tratamientos en cada 6rgano, se

utilizé el programa Rotor Gene Q para calcular el nivel de ARNm mediante el analisis por

AACt utilizando como Ct del gen enddgeno los valores Ct de GAPDHy como el calibrador

una mezcla de ADNc de controles de las series 1, 2y 3.

Tabla 5.2.- Datos obtenidos de las curvas de calibracion de PCR tiempo real para los genes Trx1, Grx1 Nrf2

y GAPDH. umbral de deteccion, ecuacion de la curva, eficiencia de la reaccion y temperatura de

desnaturalizacion o melting point.

Gen Trx1 Grx1 Nrf2 GAPDH

Umbral 0.0276 0.0168 0.0104 0.045

Curva Ct - -3.405log(conc) + Ct - 3.23log(conc) | Ct - 3.34log(conc) | Ct- -

Estandar 15.131 +20.61 + 1741 3.28log(conc) +
12.12

R” 0.99604 0.97737 0.99136 0.97956

Melting Point | 82.5 82.5 83.5 87

(9
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Figura 5.2) Curvas de calibracion de los genes 7rx1, Grx1, Nrf2y GAFPDH (izquierda). A la derecha se
presenta la curva de desnaturalizacion que muestra que solo existe un amplicon y asegura que los NTC no

estan contaminados con ADN.
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5.2 Niveles de expresion de ARNm de cada 6rgano

Los valores relativos de ARNm para cada gen se graficaron de acuerdo a la dosis recibida
en comparacion con el control de cada serie de ratones irradiados. Se obtuvo el promedio
de estos valores y se grafico en formato de columnas junto con una desviacion estandar
(barras de error). Para cada gen (7rx1, Grx1 y Nrf2) se aplicO una prueba estadistica
ANOVA de una via y en caso de resultar positiva se aplico una post prueba (Dunett) para
determinar diferencias estadisticas con respecto al control. Se tomo positiva la prueba

para un valor de p<0.05.

5.2.1 Niveles de expresion de ARNm de Cerebro

El ARNm de 7rxI/ en cerebro se mantiene practicamente constante a través de los
tratamientos con un incremento promedio maximo del 10% para la dosis de 2.44 Gy. Por
otro lado la expresion del factor de transcripcion NrfZ presenta un aumento promedio
maximo en la dosis de 0.49 Gy del 30% y se mantiene constante para las dosis restantes.
Finalmente los niveles correspondientes a Grx [ muestran un incremento para la dosis de

0.49 Gy y presentan una tendencia a decrecer para las dosis siguientes (Figura 5.3).

CEREBRO

Nivel de ARNm
respecto al control

Control 049+0.01 244+0.06 39%0.1
Dosis (Gy)

Figura 5.3) Niveles de expresion de ARNm de los genes 7rx 1, Grx1y NrfZobtenidos mediante la técnica

AACt con respecto al control en cerebro para diferentes dosis de radiacion.
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5.2.2 Niveles de expresion de ARNm de Corazédn

Las muestras de tejido de corazon se sometieron a cuantificacion de ARNm solamente
para la expresion de los genes GrxI y Trx1. El ARNm de ambas proteinas se mantiene

constante para todas las dosis tal como se observa en la figura 5.4.

CORAZON

=
[}
=

Bl Trx1
Bl Grx1

=
ia
Ul

=
=
=)

Nivel de ARNm
=
[#) ]

respecto al control
=
=1

Control  0.49:0.01Gy 244:0.06 Gy 3.9:0.1Gy
Dosis (Gy)

Figura 5.4) Niveles de expresion de ARNm de los genes 7rx/y Grx1 obtenidos mediante la técnica AACt con

respecto al control en corazén para diferentes dosis de radiacion.

5.2.3 Niveles de expresion de ARNm de Bazo

El bazo presenta un claro aumento de los niveles de expresion de los genes antioxidantes
Trx1y Grx1, e igualmente del factor de transcripcion NrfZpara todas las dosis. El nivel de
ARNm de 7rx1 es el que presenta mayor incremento (>200%) para las tres dosis de
radiacion obteniendo diferencias significativas respecto al control tras realizar la prueba
estadistica. Se obtiene un incremento similar del nivel de expresion de esta proteina para
las dosis de 0.46 y 3.7 Gy (p<0.5) y un mayor aumento en la dosis intermedia de 2.31 Gy
(p<0.001).
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En el caso del factor de transcripcion Nrf2, también se visualiza un incremento para las
tres dosis (>30%) obteniendo una diferencia significativa con p<0.05 para 2.31 Gy. Por
ultimo, la expresion de ARNm de Grx/ presenta un ligero aumento para las dosis de
0.46 y 3.7 Gy (alrededor del 25%) y para la dosis de 2.31 Gy alrededor del 50% pero no
presenta un cambio estadisticamente significativo respecto al control observandose
unicamente una tendencia a aumentar la transcripcion de esta proteina antioxidante para

fortalecer el sistema de defensa antioxidante en conjunto con el sistema Trx.

Ya que la sintesis de Trx1 esta modulada por Nrf2, podemos inferir entonces que el factor
de transcripcion transloco al nucleo para promover en la region ARE la sintesis de dicho
gen como respuesta a los radicales libres generados en el bazo a dosis bajas, intermedias y
altas. En particular, para la dosis de 2.31 Gy la sintesis de Nrf2 es evidente la forma en la
que los sistemas antioxidantes se encuentran funcionando a lo maximo incluyendo

sistemas alternos como el de Grx.

BAZO

Nivel de ARNm

respecto al control
ol el el i al ol il
nownononoinno

Control 0.46 £ 0.01 2.31+£0.06 3.7x01
Dosis (Gy)

Figura 5.5) Niveles de expresion de ARNm de los genes 7rx1, Grx1y NrfZobtenidos mediante la técnica

AACt con respecto al control en bazo para diferentes dosis de radiacion. *#*p<0.001, *p<0.05
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5.2.4 Niveles de expresion de ARNm de Intestino

El intestino muestra un comportamiento constante de la expresion del gen 7rx1 para las
tres dosis. En el caso de Grx [ existe un incremento de su expresion conforme aumenta la
dosis recibida siendo maxima para 3.5 Gy. Finalmente el gen del factor NrfZ muestra un
decremento en su expresion respecto al nivel basal conforme aumenta la dosis de
radiacion recibida. En los tres genes para las tres dosis recibidas la prueba ANOVA no
arrojo diferencia significativa, pero los datos sugieren una tendencia a incrementar la
expresion de Grx1 principalmente (Sistema GRX) en comparacion con el sistema TRX en

este 0rgano.

INTESTINO

Bl Nrf2
B8 G

Nivel de ARNm
ecto al control

Control  0.44:0.01Gy 2192006 Gy 35:01Gy
Dosis (Gy)

Figura 5.6) Niveles de expresion de ARNm de los genes 7rx 1, Grx1y NrtZobtenidos mediante la técnica

AACt con respecto al control en intestino delgado (Yeyuno) para diferentes dosis de radiacion.
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5.3 Western Blot

5.3.1 Curva patrén y cuantificacién de proteinas de Cerebro (Bradford)

Las muestras de proteina de cerebro fueron diluidas en 1.10 para el nucleo y 1.80 para el
citoplasma a partir de la concentracion inicial obtenida de la extraccidon de proteinas.
Estas diluciones permiten tener un valor de concentracion de proteinas dentro del
intervalo de concentraciones de la curva estandar con el cual son cuantificadas. Se realizo
dicha cuantificacion a través de la técnica de Bradford mediante la curva patron con
cinco diluciones de proteina con concentracion conocida (0-0.5 mg/ml) y a una longitud
de onda de 595 nm. Esta curva se muestra en la figura 5.7 junto con el ajuste lineal

(ecuacidn 5.5) entre la absorbancia medida y la concentracion.

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5

/U
0.4

/"

0.3 s
0.2

0.1
0

Absorbancia

0 01 02 03 04 05 06
Concentracion (mg/ml)

Curva patron de proteinas para las muestras de cerebro obtenidas mediante la técnica de Bradford.

Absorbancia =1.045(concentracion) + 0.2785 (5.5)

con R? = 0.9857.
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Al despejar la ecuacion 5.5 obtenemos la concentracion (mg/ml) de proteinas como
funcion de la absorbancia medida (ecuacion 5.6). Esta relacion se aplica al promedio de la
absorbancia medida en las dos réplicas por muestra colocadas en la microplaca para obtener el
valor de la concentracion (mg/ml) de proteinas totales para las 40 muestras de cerebro

(Tabla 5.3).

Concentracion = 0.957* Absorbancia —0.2665 (5.6)

A partir de los valores de la tabla 5.3 se calculd el volumen necesario para cargar el gel
empleado para la técnica de Western Blot. Una vez realizado el WB y revelado las placas,
éstas se escanearon para realizar un analisis de densitometria que determina la relacion
relativa de concentracion de la proteina Nrf2 en el cerebro para las diferentes dosis de

radiacion gamma.
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Tabla 5.3.- Valores de la concentracion de cada muestra (nucleo y citoplasma) calculadas a partir de la

ecuacion 5.6.

Muestras Muestras

. . . | Concentracion . . .| Concentracion
Citoplasma Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Niicleo Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia

1 2| Promedio (mg/ml) 1 2| Promedio (mgfml)
1.80 1.10
Control 1 0.4334 0.435 0.4342 0.149 | Control1 0.561 0.556 0.5585 0.2679
Control 2 04172 0.4224 0.4198 0.1352 | Control2 0473 0.4705 0.4718 0.1849
Control 3 0.5098 0.5001 0.505 0.2167 | Control3 0.5621 0.5514 0.5568 0.2662
Control 4 0.4928 0.4872 0.49 0.2024 | Control4 0.6516 0.652 0.6518 0.3572
Control 5 0.5183 0.5162 0.5173 0.2284 | Control5 0.5302 0.5456 0.5379 0.2482
05Gy1 04757 0.4686 04722 0.1853 105Gy 1 0.5784 0.57 0.5742 0.2829
0.5Gy2 0.4827 0.4798 0.4813 0.194 | 0.5 Gy 2 0.5636 0.5785 0.5711 0.2799
0.5Gy3 0.5229 0.5213 0.5221 0.2331 105Gy 3 0.5967 0.5883 0.5925 0.3004
0.5 Gy 4 0.5136 0.4667 0.4902 0.2025 0.5 Gy 4 0.578 0.5963 0.5872 0.2953
0.5Gy5 0.5152 0.5066 0.5109 0.2224 1 0.5 Gy 5 0.5621 0.5549 0.5585 0.2679
255Gyl 0.4556 0.4444 0.45 0.1641 125Gy 1 0.4793 0.4721 0.4757 0.1887
25Gy 2 0.4396 0.4206 0.4301 0.1451 125Gy 2 0.6176 0.6084 0.613 0.3201
25Gy3 0.4959 0.4878 0.4919 0.2041 125Gy 3 0.6327 0.6274 0.6301 0.3364
25Gy4 0.5026 0.4948 0.4987 0.2107 |25 Gy 4 0.6204 0.632 0.6262 0.3327
25Gy 5 0.5034 0.5037 0.5036 0.2153 125Gy 5 0.6194 0.5994 0.6094 0.3166
40Gy 1 0.2678 0.5376 0.4027 0.1188]14.0Gy 1 0.6864 0.6989 0.6927 0.3963
40Gy?2 0.4398 0.4416 0.4407 0.155214.0Gy 2 0.611 0.6072 0.6091 0.3163
40Gy3 0.5062 0.5067 0.5065 0.2181 140Gy 3 0.6305 0.6249 0.6277 0.3341
40Gy 4 0.5315 0.537 0.5343 0.2447 140Gy 4 0.6274 0.6154 0.6214 0.3281
40Gy5 0.5352 0.5308 0.533 0.243514.0Gy 5 0.5559 0.5494 0.5527 0.2623
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5.3.2 Cuantificacion de la proteina Nrf2 en el nucleo y el citoplasma

El control de carga empleado para el citoplasma fue GAPDH mientras que en la fraccion
nuclear se utilizo NPM. Las placas escaneadas muestran en la parte citoplasmica (Figura
5.8a) una tendencia a disminuir la concentracion del factor de transcripcion Nrf2
conforme aumenta la dosis de radiacion recibida. Por el contrario, en la fraccion nuclear

(figura 5.8b) se muestra una acumulacion para las dosis de 2.44 y 3.9 Gy.

a) Citoplasma by Nucleo

Contred 049 Gy 244 Gy 5.9 Gy Contred 0,40 Gy 2,44 Gy 3.9 Gy

iz wir - - - -
Chrpy v e D il

Figura 5.8) Placas escaneadas de WB para las muestras de cerebro para Nrf2 y su control de carga GAPDH
(citoplasma) y NPM (nucleo). a) Muestras de citoplasma para diferentes dosis de radiacion gamma.
Conforme aumenta la dosis disminuye la concentracion del factor de transcripcion. b) Muestras de nucleo

donde se observa una acumulacion de Nrf2 para las dosis de 2.44 y 3.9 Gy.

La densitometria de las placas de WB para todas las muestras nucleares y citoplasmicas de
cerebro se muestra en la figura 5.9. La densitometria se normalizo respecto al control de
carga y para cada dosis se expresd en términos relativos al control. Los resultados se
muestran en columnas que representan el promedio de las medidas y una desviacion
estandar. Se realizO una prueba estadistica (ANOVA de una via) y una post prueba

(Dunett) para determinar las diferencias entre poblaciones.

Los resultados presentados en la figura 5.9 muestran una ligera tendencia a disminuir la

concentracion de NrfZ en el citoplasma, encontrando una diferencia significativa
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(p<0.05) en la dosis de 3.9 Gy. En cuanto al promedio encontrado en nucleo se encuentra
una tendencia a aumentar para la dosis de 2.44 Gy pero no se exhibe un cambio

estadisticamente significativo.

La grafica 5.9 al estar en forma agrupada para citoplasma y nucleo, permite comparar el
promedio de la concentracion de Nrf2 en cada fraccion celular para las diferentes dosis.
En el caso de la dosis baja (0.49 Gy) la proporcion global de la concentracion de Nrf2 es
mayor en el citoplasma mientras que para las dosis de 2.44 y 3.9 Gy existe mayor
concentracion del factor de transcripcion en el nucleo. Sin embargo; esta comparacion no
exhibe la translocacion de Nrf2 al nucleo debido a la radiacion ionizante ya que para esto
se requiere relacionar la concentracion Nrf2 nucleo-citoplasma para cada individuo

(Figura 5.10).

WB CEREBRO (CITOPLASMA- NUCLEQ)

2.0~ ;
Bl Citoplasma
EE Nucleo
1.5
1.0+

0.5+

Expresion de la proteina
Nrf2/gen endogeno respecto a control

Control 0.4%10.012 2.44%0.06 3.9%0.1
Dosis (Gy)

Figura 5.9) Densitometria de la proteina Nrf2 de muestras de cerebro para el citoplasma y el ntcleo. En el
citoplasma existe una tendencia a disminuir el factor conforme aumenta la dosis de radiacion siendo
significativo (p<0.05) el cambio para 3.9 Gy. La dosis intermedia de radiacion (2.44 Gy) muestra una

acumulacién del factor de transcripcion Nrf2 en nucleo.

La relacion de la expresion de la proteina NRF2 nucleo/citoplasma muestra la tendencia
de translocacion de Nrf2 del citoplasma al nucleo. En la figura 5.10 se presentan los datos

de esta relacion de las muestras conservadas para el analisis anterior. Los resultados se
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presentan en una grafica donde el promedio se representa con una linea horizontal. De
estos datos podemos ver que para las dosis intermedias y altas se ve una tendencia de
migracion del factor de transcripcion al nicleo como accion de defensa antioxidante para

dosis intermedias y altas.

TRANSLOCACION NRF2 A NUCLEO
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5B = L i
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Figura 5.10) Relacion de la expresion de la proteina NRF2 nucleo/citoplasma para las muestras irradiadas de
cerebro. Cada punto de la grafica representa el cociente de la concentracioén de Nrf2 en nucleo y citoplasma
para cada animal tratado y la linea horizontal representa el promedio por grupo. El promedio obtenido para
2.44y 3.9 Gy respecto al control sugiere la translocacion de Nrf2 del citoplasma al ntuicleo como accién de

defensa antioxidante para dosis intermedias y altas.
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CAPITULO VI

DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Para investigar la respuesta 6rgano especifica inducida por la radiacion ionizante en los
sistemas TRX, GRX, y el factor de transcripcion Nrf2, se irradiaron roedores machos de la
cepa BALB/c a cuerpo entero en un irradiador GammacCell 1000 Elite con rayos gamma
provenientes de '*'Cs (0.662 MeV) a 0, 0.5, 2.5 y 4 Gy consideradas dosis baja, intermedia

y alta, respectivamente.

La tasa de dosis del irradiador se determind en el centro geométrico del contenedor
empleando soluciéon Fricke y la distribucion espacial de dosis se estimd con pelicula de
tinte radiocromico (PTR HD-810) que permitio realizar la dosimetria respectiva para cada

organo de acuerdo a su localizacion espacial.

La transcripcion de los genes de las proteinas 7rx7 y GrxI asi como la del factor de
transcripcion NrfZ se cuantifico en cuatro organos de interés. cerebro, corazon, bazo e
intestino delgado mediante la técnica PCR cuantitativo empleando la transcripcion del gen

de la enzima GAPDH como control interno para el analisis semicuantitativo AAC,.

Los resultados encontrados para el cerebro mediante PCR indican que a una hora de
irradiacion no existe sobre-expresion significativa de la transcripcion de los genes 7rx/,
Grx1 o NrfZ. Sin embargo a la dosis mas baja parece haber una tendencia al aumento de
la transcripcion de NrfZy Grx1 como proteinas de defensa para el cerebro. A las dosis
mas altas Nrf2 se mantiene constante y Grx/ tiende a disminuir dentro del intervalo de

tiempo estudiado.

Existe evidencia de que para dosis bajas de radiacion (0.5 Gy), la concentracion de la
proteina Trx1 en el cerebro disminuye la primera hora y posteriormente aumenta a las
tres horas. (Kojima y otros, 1999). Esto indicaria que la proteina Trx1 probablemente se

esta utilizando para censar dafio en el tejido. Por ejemplo, una disminucion de Trx1
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promoveria la activacion de NF-xB (Nuclear Factor Kappa Beta) desencadenando otras
vias de respuesta temprana a la radiacion como la de inflamacion (Lee y otros, 2010). Ya
que Trx1 aumenta a las tres horas, entonces es posible encontrar una sobre-expresion del
ARNm de esta proteina en un intervalo de tiempo mayor al estudiado en este trabajo por
lo menos para dosis bajas. De igual forma, siendo TRX y GRX los principales sistemas de
defensa antioxidante para ROS, seria factible que éstos se activaran en un tiempo mayor
que 1 hora y habria que estudiar si existe sobre-expresion de los genes 7rx1y GrxI en

tiempos mayores.

Por otro lado, la técnica WB de Nrf2 para cerebro muestra una tendencia de translocacion
de este factor al nucleo para dosis intermedias y altas. Esto indicaria que aunque la via de
Nrf2 esta activa, 7rx7 no es modulado por la radiacion dentro del intervalo de tiempo
examinado. Asi, seria conveniente estudiar otros genes modulados por Nrf2 para verificar
que la via Nrf2 efectivamente esta activando otros mecanismos de defensa, o seria
conveniente estudiar vias de respuesta diferentes observando otros factores de
transcripcion tales como NF-kB (Lee y otros, 2010) o NGF (Nerve Growth Factor que es
una neurotrofina involucrada en el desarrollo, sobrevivencia, diferenciacion de neuronas
sensoriales y en la respuesta antioxidante del sistema nervioso central), para el cual un
estudio muestra una sobre-expresion de ARNm en el cerebro mediante PCR tiempo real
para dosis de 2.5 y 4.0 Gy una hora después de la irradiacion del raton con rayos gamma

(Albarran-Ponce y otros, datos aun no publicados).

Otro punto a considerar para este 6rgano, es que se presupone que la respuesta a
diferentes agentes toxicos es especifica para cada region. Para ratas, el estudio de las
regiones hipocampo y corteza irradiadas a 3 Gy mostraron diferencias en la
radioinduccion de MnSOD (Super Oxido dismutasa manganeso) para diferentes horas,
siendo regulada por diferencias en la transcripcion de la sintesis de la proteina (Todorovi
y otros, 2006). Por tanto, aunque €l cerebro es considerado un 6rgano radio-resistente, las
diferentes regiones del mismo se ven perjudicadas en diferente medida y las acciones de
respuesta al dafio activa diferentes mecanismos, por tanto deberian ser tratadas y
estudiadas en forma particular. Existe un estudio donde se demuestra que el giro dentado

del hipocampo podria ser un evaluador mas efectivo y sensible a radiacion que la cripta
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intestinal para estimar el grado de exposicion a la radiacion, ya que esta region del
cerebro exhibe curvas de apoptosis con pendientes mas altas que la del intestino,
mostrando asi que las regiones del cerebro poseen diferente radiosensibilidad. (Kim y
otros, 2012). Ya que la técnica PCR para cerebro se realizo del tejido completo sin
diferenciar la region de estudio, es posible que la falta de visualizacion de la activacion de
estos sistemas se deba al estudio no especifico de regiones que nuevamente indica que,

como un todo, el cerebro no es un 6rgano radiosensible.

Otro drgano clasificado como radiorresistente al estar conformado mayoritariamente por
tejido muscular es el corazon. El estrés oxidante y la inflamacion son factores que se
encuentran relacionados con enfermedades cardiovasculares como ateroesclerosis,
hipertension y falla de corazon. El aumento de los niveles de ROS que lleva al estrés
oxidante en el corazon contribuye a la disfuncion endotelial y contractil, la apoptsis y la
necrosis de miocitos (Ichihara, 2012). Estas especies reactivas activan diferentes factores
de transcripcion redox que juegan un papel importante en la fisiologia y patologia de las

enfermedades cardiovasculares.

La exposicion a la radiacion ionizante produce formacion de ROS y por tanto conlleva a
un estado de estrés oxidante en el corazon que puede desencadenar estas enfermedades
cardiovasculares a largo plazo. Los resultados obtenidos mediante PCR tiempo real
revelaron que no existe sobre-expresion de ARNm de 7rx/y Grx1 para ninguna dosis de
radiacion. Esto podria indicar que los sistemas TRX y GRX no actiian como defensa del
organo ante la formacion de ROS dentro de la primera hora tras la exposicion a radiacion.
Tal pareceria que las enfermedades asociadas al corazon se generan debido al constante
ataque de ROS que va afectando y degenerando el tejido y su funcionalidad conforme

pasa el tiempo.

Un analisis del dafo debido a la RI se observd en tejido cardiaco en un modelo murino
(C57BL/6) irradiado a una dosis de 3 Gy observado 5 y 24 horas tras la exposicion.
(Azimzadeh y otros, 2011). El analisis de las vias metabdlicas indico que inmediatamente
se inducen respuestas Dbioldgicas como inflamacion, defensa antioxidante vy

reorganizacion de la estructura de las proteinas. En particular, el analisis muestra que de
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las proteinas sobre-reguladas, aquellas correspondientes a los procesos de oxidacion-
reduccion exhiben un incremento del 18% a las 5 h y del 23% a las 24 h. Dentro de estas
proteinas positivamente reguladas se encuentran la ferritina (proteina de captura de
metales) y el glutation S transferasa 2 (captura nucleofilica) que son proteinas moduladas

por Nrf2.

A partir de esta informacion, es posible determinar de las proteinas sobre-expresadas
encontradas previamente y de la falta de activacion de los principales sistemas de defensa
antioxidante (TRX y GRX) encontrada en el presente trabajo, que la funcion principal de
defensa del corazén ante la RI no esta ligada a contrarrestar el aumento de ROS sino a
proteger la movilidad, integridad y correcta funcion del tejido muscular. Sin embargo; ya
que Nrf2 se encuentra activa, es posible determinar para un trabajo posterior un intervalo
de tiempo de observacion y estudio de la modulacion en la transcripcion de genes
antioxidantes como 7rx7 en el corazdn tras la exposicion a la radiacion ionizante dentro

de 4-24 h.

Contrastando los resultados obtenidos para cerebro y corazon, el presente trabajo de
investigacion indica que la via de respuesta de Nrf2 y del sistema TRX forma parte de los
sistemas de defensa antioxidante en el bazo ante los efectos producidos por la radiacion
ionizante en una fase casi inmediata. El analisis de los resultados reveld una correlacion
clara entre los niveles de expresion de ARNm de los genes de 7rx1y NrfZy la dosis
absorbida, encontrando un aumento de dichos niveles en todos los tratamientos pero
teniendo una clara diferencia de la respuesta del drgano al recibir dosis bajas, intermedias

o altas.

Ya que se encontrd una alta sobre-expresion del gen 7rx1 para las tres dosis recibidas y
debido a que esta proteina se encuentra modulada por Nrf2, es posible que también se
encuentre positivamente modulada la transcripcion de genes como hemo-oxigenasa 1
(HO-1), superoxido dismutasa 3 (SOD 3), peroxirredoxina, etc. que también son regulados
por este factor de transcripcion (Ma, 2013) y son proteinas que mantienen el estado redox
de la célula claramente afectado por la exposicion del tejido a la radiacion ionizante. El

ARNm para Nrf2 también se encontrd ligeramente sobre-expresado para la dosis baja
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(0.46 Gy) y aumentado aproximadamente en un 200% para las dosis media (2.31 Gy) y
alta (3.7 Gy), lo cual corrobora que ante situaciones de estrés oxidante celular, este factor

tiene la capacidad de autorregularse.

En cuanto a Grx1, no se encontré6 modulada de forma alguna, manteniéndose en niveles
comparables con el control. Por tanto el sistema GRX no parece estar involucrado como
sistema de defensa inicial en el bazo para la exposicion a la radiacion ionizante (aunque
podria estar modulada a tiempos mayores) y sustenta la hipotesis de que Grx1 no se

encuentra modulada por Nrf2.

Entonces el bazo, siendo un 6rgano radiosensible, posee la capacidad de disparar en gran
escala sistemas de defensa antioxidante como los encontrados aqui y en otros estudios v.g.
catalasa, Mn-SOD, etc. (Otsuka y otros, 2006), para contrarrestar las ROS formadas por
la radidlisis del agua; sin embargo, también se demostrd en el trabajo antes mencionado,
que el dafo al nucleo es dosis dependiente en este 6rgano aun para dosis bajas y tasa de
dosis bajas por tanto el sistema de defensa activado no es suficiente para proteger al tejido
por completo como en el resultado aqui encontrado para la dosis alta de 3.7 Gy donde los
niveles de ARN mensajero de 7rx1 y NrfZ tienden a disminuir en comparacion a los
encontrados para la dosis media (2.31 Gy). Esto supondria que se ha superado ya la
capacidad de neutralizar las ROS circundantes y por consiguiente se observaria un

aumento en el nivel de apoptosis que depende de la dosis.

El intestino es considerado un organo altamente radiosensible. El tracto intestinal esta
formado por una capa delgada de c€lulas epiteliales que se regeneran rapidamente (4-5
dias) siendo el 6rgano mas proliferativo del organismo. Esta capacidad de regeneracion le
sirve como barrera de defensa pero a su vez lo hace vulnerable ante la radiacion.

Los sistemas redox correspondientes a tioles-disulfuros son los encargados de preservar la
homeostasis de este tejido asi como de mantener funciones metabolicas y la integridad de
la c€lula. Los sistemas principales involucrados son tres: Sistema GSH/GSSG (glutation-
glutation disulfido), Trx/TrxSS (tiorredoxina reducida y oxidada) y Cys/Cyss (cisteina-

cistina) (Circu & Aw, 2011) .
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En este trabajo se encontrd que 7rx7 no es modulada en el intestino delgado después de
la exposicion a rayos gamma para ninguna dosis dentro de un intervalo de tiempo corto
(1 h), por lo que el conjunto TRX pudiera no estar involucrado inicialmente como sistema

de defensa contra la radiacion ionizante.

En cuanto a GrxI, se encontrd una tendencia a aumentar su sintesis conforme aumenta la
dosis de radiacion recibida y por tanto el dafio al tejido. Esto indicaria que el sistema de

defensa GSH/GRX es el primero en actuar en este 6rgano.

El estudio del ARNm de Nrf2 para este drgano indica que existe una tendencia a disminuir
su sintesis conforme la dosis recibida es incrementada. Esto admitiria la idea de que la
sintesis de la proteina del factor, que a su vez desencadenaria nuevamente la produccion
de genes antioxidantes, ya no es de utilidad dentro de la célula, dando asi lugar a otros
sistemas de defensa como GRX (que corroboran los resultados encontrados en la respuesta
dosis-dependiente de Grx1), o dirigiéndose hacia vias metabolicas como inflamacion o
apoptosis. Por tanto seria de relevancia investigar si el factor de transcripcion NF-xB se
encuentra aumentado en las células desencadenando vias de proteccion ante inflamacion
en el tejido y estudiar proteinas relacionadas con muerte celular o apoptosis tal como la

catalasa 3.

La ley de Bergonie-Tribondeau establece la diferente respuesta de los tejidos ante RI
(radiosensibilidad) en términos del dafio sufrido por las c€lulas que lo componen; sin
embargo, este trabajo muestra que la respuesta en términos de proteccion antioxidante
también es diferente segun la naturaleza del tejido (tejido-dependiente) y responde segun

la dosis recibida (nivel de dafio producido).

Los resultados obtenidos en este trabajo mediante PCR para los diferentes niveles de ARNm
de TrxI, GrxIy NrfZ muestran una dependencia del tejido a la respuesta a la radiacion
gamma, para diferentes dosis. Esto queda manifestado al no encontrar sobre-expresion en
el ARNm de las principales proteinas antioxidantes Trx1 y Grx1 en corazon y cerebro
considerados como 6rganos radio-resistentes, a diferencia del bazo que mostro una clara

y rapida respuesta a la radiacion aumentando la expresion de ARNm de Trx1 para las
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dosis baja, intermedia y alta; sin embargo, el aumento de la expresion de Trx1 para la
dosis alta parece ser menor que para la dosis de 2.31 Gy sugiriendo asi que tal vez el daio
al tejido ha sobrepasado la capacidad de defensa antioxidante del tejido en particular.
Segun la ley de Bergonié-Tribondeau, el intestino delgado es un oOrgano altamente
radiosensible y no presentd evidencia de un aumento de los principales sistemas de

defensa antioxidante a la primera hora de ser irradiado.

La concentracidon a nivel basal de las proteinas antioxidantes cambia respecto al tejido
estudiado, debido a que los cuatro érganos estudiados estan formados por diferentes tipos
de células que les confieren una respuesta diferente. El nivel de Trx1 basal es mayor en
rifidn, seguido de pulmoén, higado, bazo, corazon y en menor medida el cerebro. En cuanto
a Grx1 la concentracion en forma descendente lo conforman rifidn, higado, bazo,

corazén, cerebro y pulmon. (Jurado, Prieto-Alamo, Madrid-Risquez, & Pueyo, 2003).

El nivel basal de transcripcion de los genes 77x1y GrxI para los 6rganos estudiados es
mayor en bazo respecto a corazdn y cerebro, y puesto que en condiciones sin estrés
oxidante los diferentes tejidos poseen sistemas preferenciales de defensa antioxidante para
los niveles de ROS producidos durante la respiracion celular y el metabolismo, es posible
especular que las proteinas antioxidantes mas abundantes sean las principalmente
activadas para situaciones de estrés oxidante. Tal seria el caso del bazo donde el sistema
TRX funciona como defensa al registrar un evidente aumento en la transcripcion de la
proteina Trx1 en todas las dosis. El corazdn posee niveles bajos de estas proteinas ya que
la contractibilidad adecuada del musculo es primordial para este tejido sobre la
proteccion inmediata de las ROS formadas por RI. En el caso del intestino el primer
sistema en activarse parece ser el de GRX/GSH sobre el sistema TRX y la via de respuesta

Nrf2.

Finalmente se puede decir que el modelo sefial-detector-activador- respuesta propuesto
en la seccion 3.3 nos sirve para explicar los resultados obtenidos en este trabajo mediante
la técnica PCR semicuantitativo para el bazo tal como se muestra en la figura 6.1. lLa
formacion del radical OH® tras la radiolisis de agua sirve como disparador de la sefial

dentro de la célula, la union de las moléculas Keap-1 y Nrf2 funciona como un
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transductor de la sefial recibida dando lugar a la translocacion de Nrf2 al nucleo siendo

¢éste el activador de la sobre-expresion del gen antioxidante Trx1 y del mismo Nrf2

(respuesta).
~ Detector -
Senal Transductor Activador Respuesta
HO® » Keap-1 — | Translocacién Aumento del
NIrf2 de NI'f2 al ADRNmM de la
nucleo proteina
Trx1 YyNIrf2

Figura 6.1) Modelo sefial-detector-activador-respuesta ajustado a los resultados obtenidos para bazo.

En el caso de cerebro, donde se pudo aplicar la técnica de Western Blot para analizar la
translocacion de Nrf2 a nucleo, se observd que algunas muestras presentan un aumento
de la concentracion de la proteina en nucleo corroborando que la via Nrf2 también esta
activa dentro de algunas regiones del cerebro, tal vez junto con otras vias de sefializacion
que actuan simultaneamente dentro de la célula pero validando también el modelo

propuesto dentro del intervalo de tiempo estudiado dentro del presente trabajo.
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PERSPECTIVAS A FUTURO

a)

Debido a que no observamos la modulacion de las principales proteinas de defensa
en cerebro y corazodn, seria conveniente estudiar la expresion de las proteinas Trx1
y Grx1 en un curso temporal a partir de 1 h, incluyendo a otros factores de
transcripcion diferentes de Nrf2 como NF—kB, etc. en cerebro y para corazon otras

proteinas moduladas por Nrf2.

Asimismo seria importante aumentar el numero de animales estudiados ya que en
el caso de bazo e intestino por ejemplo, se observd una tendencia al aumento de los

niveles de ARNm de Grx1

El curso temporal serviria para verificar la respuesta temprana en bazo y observar
su duracion, ya que comprobamos la activacion de Nrf2 una hora después de la
irradiacion. Asimismo se podria investigar los cambios de expresion de otras
enzimas antioxidantes como peroxirredoxina (Prx1), hemo-oxigenasa (HO-1),
gamma-glutamil-cistein-sintetasa (yGCS) para investigar si €stas también estan

presentes para defender el érgano ante la exposicion de RI.

Para el intestino, seria de interés estudiar proteinas relacionadas con apoptosis
como la activacion de la Caspasa 3 para identificar muerte celular y corroborar lo
encontrado con la falta de activacion de sistemas de defensa. De igual forma, un
estudio del factor de transcripcion NF-kB brindaria informacion de la respuesta

inflamatoria del 6rgano ante RI.
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APENDICES

A1 Fundamento fisico de dosimetros

A1.1 Dosimetro Fricke (Attix, 1986)

El dosimetro Fricke de sulfato ferroso es un dosimetro absoluto quimico para las
aplicaciones de dosis en el rango de 40 a 400 Gy. Asi un cambio quimico dentro de la
solucion permite medir la dosis promedio absorbida. Esta basado en el cambio de valencia
(oxidacion, Fe?t — Fe3*) que se produce en una solucion acida de sal ferrosa por accién
de la radiacion ionizante. La cantidad de ion férrico (Fe3*) producido es proporcional a la

dosis de radiacion recibida por la muestra.

La espectroscopia de absorcion empleada para medir el cambio de longitud producido
requiere una muestra pequena (~1 cmg) donde una celda de absorcion de 1 cm de
trayectoria es utilizada a una longitud de onda de 304 nm en una camara de temperatura

constante.

Por tanto, la medida del cambio en densidad Optica de la muestra irradiada respecto a la
no irradiada nos permite conocer la dosis absorbida en la solucion mediante la férmula

A 1.1

D = 278A(D0)Gy (A1.1)
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A2.2 Peliculas de tinte radiocrémico (PTR) (Attix, 1986)

Las peliculas de tinte radiocrémico al estar compuestas por un mondémero de diacetileno
que posee la propiedad de polimerizarse si es expuesto a un niveles altos de energia (en
este caso a radiacion ionizante), presentan un cambio de color ya que la sustancia activa

de la pelicula es un gel de cristales.

La respuesta de las peliculas a la radiacion ionizantes esta definida como el cambio en su
densidad optica (DO), leida a una longitud de onda especifica. Si se comparan respuestas

de peliculas de diferentes espesores ¢éstas deben normalizarse por su espesor.

Cuando se mide el cambio en la densidad Optica con un espectrofotometro o densitémetro,

la respuesta esta definida como:

Donde DO; y Dog son las densidades Opticas de la pelicula irradiada y sin irradiar

respectivamente.

Cuando se digitaliza la imagen con un escaner de cama plana, la respuesta se define en
términos de tono de gris (cuando se digitaliza en blanco y negro) y en tonos de color
(cuando se digitaliza en color) y la imagen se descompone en los tres colores componente

(rojo, verde y azul, RGB por sus siglas en inglés).
Para los tonos de color se tiene:
R =log(TC,; — TC;) (A.2.2)

Donde TCg y TC; es el tono de color de la pelicula sin irradiar e irradiada respectivamente.
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A2 Protocolos empleados en laboratorio

A2.1 Protocolo de extraccion de ARN Invitrogen ®

Este procedimiento consta de cinco pasos para su extraccion:

a) Homogenizacion: Se homogenizan las muestras de tejido en 1ml de Trizol ®
Reagent. Se Incuban las muestras homogenadas por 5 minutos a 15-30 °C y se
remueve el material insoluble del homogenado después de centrifugarlas a 12000

x g por 10 minutos a 4 °C.

b) Separacion de fase: Se anaden 0.2 ml de cloroformo e incuban por 5 minutos a

temperatura ambiente. Las muestras se centrifugan a 12000 x g por 15 minutos.

c) Precipitacion de ARN: El ARN es precipitado mezclandolo con 0.5 ml de alcohol
isopropileno. Se incuban las muestras a temperatura ambiente por 10 minutos y

centrifugan a 12000 x g por 10 minutos.

d) Lavado de ARN: Se remueve el sobrenadante y se lava el pellet de ARN con 1 ml de

etanol al 75%. Finalmente se centrifuga a 7500 x g por 5 minutos.

A2.2 Protocolo de sintesis de ADNc

La sintesis de ADNc a partir de ARN se realiza de acuerdo al siguiente protocolo:

a) Se realiza una mezcla de 1 ul de oligo (dT), 1 ug de ARN y H,0 inyectable para

llevar a un volumen de 15 pl.
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b) La mezcla se calienta a 67 °C por 5 minutos para su desnaturalizacion y
rapidamente se colocan en hielo para evitar que se formen estructuras

secundarias.

) Se anade una mezcla de 5 pl de buffer de primera cadena (5x), 1 ul de ANTP (10

mM)+1 pl de enzima retrotranscriptasa a cada muestra.

d) Se incuban las muestras 50 minutos a 37 °C para llevar a cabo la sintesis y
posteriormente 10 minutos a 70 °C para la correcta desnaturalizacion de la
enzima. Las muestras se diluyen hasta 40 ul y el ADNc se guarda a una

temperatura de -20 °C.

A2.3 Protocolo de extraccion de proteinas nucleares y citoplasmicas.

Las células de las muestras recién disectadas son homogenizadas en buffer A (10mM
HEPES (pH7.9), 10mM KCI, 10mM EDTA, 1mM DTT, 0.4% v/v IGEPAL, 1mM NagVOy,
ImM PMSF y 10 mg/ml aprotinina y leupeptina) por 10 min en hielo. Se centrifugan por
15 min a 4000 x g. Las fracciones sobrenadantes (proteinas citoplasmicas solubles) son

colectadas y almacenadas en congelacion a -70°C.

El pellet nuclear se lava con buffer A y se centrifuga a 5000 x g por 5 minutos (4°C).
Posteriormente se homogeniza en buffer C (20mM HEPES (pH7.9), 200mM NaCl, ImM
EDTA, 5% v/v glicerol, ImM DTT, ImM NazVO,, ImM PMSF y 10 mg/ml aprotinina y
leupeptina). Los lisados deben ser incubados en hielo por dos horas y centrifugados a

20000 x g por 10 min (4°C).
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A3 Técnicas de laboratorio

A3.1 PCR Cuantitativo (Walker, 2001)

La técnica PCR (Polimerase Chain Reaction) es un método in-vifro de la sintesis de ADN
que permite que un segmento particular de ADN sea copiado y amplificado. La muestra
de ADN es desnaturalizada con alta temperatura. La temperatura es disminuida y dos
primers de oligonucledtidos que rodean el fragmento de ADN que se requiere amplificar
son alineados a las secuencias complementarias en los extremos opuestos de la secuencia
blanco. Mediante una solucidon con polimerasa ADN, la temperatura se incrementa
ligeramente para activarla y la doble cadena de ADN desalineadas, los primers son
extendidos y la region entre ellos sintetizada. Las cadenas son de nuevo desnaturalizadas y
el proceso repetido entre 20 y 50 veces siendo asi amplificado el segmento de ADN

necesitado.

La modificacion de la PCR convencional en un sistema de cuantificacion en tiempo real
aprovecha la combinacion de tecnologias de fluorescencia (reactivo SYBR Green) y
amplificacion en ciclos rapidos. Durante la reaccion de la PCR la cantidad de producto
aumenta de forma exponencial unicamente en unos pocos ciclos de amplificacion, y es
durante esta fase logaritmica lineal del proceso cuando la cuantificacion de los productos

€s mas precisa.

En la fase final de la reaccion la cuantificacion del producto acumulado no permite
realizar valoraciones concluyentes de las concentraciones de partida. El monitoreo de la
reaccion de PCR se realiza anadiendo al amortiguador de reaccion el colorante SYBR
Green, que emite su maximo de fluorescencia cuando se encuentra unido al ADN de doble

cadena.
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El SYBR Creen se une al ADN a través del surco menor de la doble hélice. Durante las
distintas fases de la PCR se detectan diferentes intensidades de fluorescencia dependiendo
de la cantidad de ADN de doble cadena que esta presente en la mezcla de reaccion.
Después de la desnaturalizacion, el ADN es de banda simple y el SYBR Green no se

encuentra unido al mismo siendo baja la intensidad de la fluorescencia detectable.

Durante la hibridacion de los "primers", se producen pequefios fragmentos de ADN de
doble cadena en las secuencias reconocidas por "primers", con el consiguiente aumento de
la intensidad de la sefal fluorescente. En la fase de elongacion aumenta paulatinamente la
cantidad de ADN de doble cadena de nueva sintesis, incrementandose la fluorescencia
cuantificable. El seguimiento ciclo a ciclo del proceso, permite la valoracion cuando el
producto se duplica en cada ciclo, dando lugar a la fase logaritmica lineal. El inicio de la
fase se produce a partir de n determinado numero de ciclos, lo que dependera

directamente de la cantidad inicial de molde.

El seguimiento del proceso permite observar la cinética de desnaturalizacion de la
poblacion de los ADN de doble cadena, ya que el SYBR Green es liberado del ADN
produciéndose un descenso paulatino de la fluorescencia. Esto nos permite conocer la
homogeneidad de la poblacion de ADN generados durante la reaccion y la temperatura de

desnaturalizacion.

El "baseline” o linea base son los ciclos iniciales de la PCR en donde el cambio en la sefial
de fluorescencia es minimo. Para efectuar los ensayos de cuantificacion, dentro de la fase
geométrica es necesario definir el punto de intensidad de fluorescencia o umbral de
deteccion (Threshold), en el cual todas las muestras pueden ser comparadas entre si. Este
umbral de deteccion se establece basandose en la fluorescencia del fondo y equivale a 10

veces la desviacion estandar de la media de emision de la linea base.
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Al ciclo en el cual cada muestra consigue llegar a este umbral de deteccion, se le conoce
como Ct (threshold cycle, ciclo de umbral de deteccion). De esta forma, el Ct es el numero
fraccional que indica cuantos ciclos le tomo a cada muestra generar una cantidad

suficiente de fluorescencia para llegar al umbral de deteccion.

A3.2 Técnica de Bradford (Bradford, 1976)

El método de ensayo para proteinas de Bradford es un procedimiento para la
determinacion de proteinas solubles que se basa en el cambio diferencial de color de un
colorante acido en respuesta a varias concentraciones de proteina. El colorante empleado
es el azul brillante de Coomassie® (G-250) el cual presenta el cambio de color de café-
rojizo (465 nm) a azul (595 nm) indicando la union de la proteina al colorante. El
colorante se enlaza principalmente a residuos de aminoacidos basicos y aromaticos,

especialmente a la Arginina

El coeficiente de extincion del complejo Albumina-colorante en solucion es constante por
encima hasta de un intervalo de concentraciones de 10 veces. Con ello, 1a ley de Beer's
puede ser aplicada para la cuantificacion precisa de la proteina por la seleccion de un

apropiado volumen del colorante y la concentracion de la muestra.

La concentracion de proteina se expresa como mg/ml de proteina total. A partir de las
absorbancias de la microplaca (Figura A3.2), se grafican los datos de absorbancia de la

curva estandar y se calcula la ecuacion de la curva
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Figura A3.2) Disposicion de los estandares de la curva y de las muestras en la

microplaca. S. estandares; B. blanco; M. muestras.

A3.3 Técnica Western Blot (WB) (Barker, 1998)

Este procedimiento hace uso de técnicas electroforéticas e inmunoquimicas para

identificar una proteina especifica en una mezcla compleja y ademas determinar la

cantidad relativa de ésta en una preparacion bioldgica y estimar su peso molecular.

La figura A3.3 ilustra el procedimiento de la técnica WB.

1)

Las muestras a estudiar son sometidas a electroforesis en geles de poliacrimalida
dodecil-sulfato-sodio  (SDS-PAGE). SDS es un detergente anionico que
desnaturaliza las proteinas y les confiere una carga negativa. Si se corre en
condiciones desnaturalizantes, la carga no es un factor determinante y la

migracion solo depende del peso molecular de la proteina.

El gel es una matriz delgada que dificulta su manejo dentro del laboratorio o
incubacion, por tanto las proteinas separadas se transfieren a un pedazo de
membrana de nylon o nitrocelulosa. La transferencia electroforética requiere una
fuente de poder de voltaje con gran amperaje, ya que utiliza la corriente para

mover las moléculas del gel en direccion del anodo hacia la membrana.

81




Las sitios activos dentro de la membrana son boqueados para prevenir uniones no
especificas de los anticuerpos en la membrana lo cual se logra al incubarla en

soluciones con alta concentracion de proteinas.

La membrana se incuba en un anticuerpo primario (antigeno y anticuerpo).

5) Posteriormente se incuba con un anticuerpo secundario.
6) El inmuno-complejo puede ser visualizado con procedimientos apropiados como
fluorescencia.
1. Electroforesis 2. Tranferencia 3. Bloqueo
- -
: -_— : -lj
C T Gel Membrana |
Membrana Solucién de lcc]_le
4. Incubacion 5. Incubacién
con anticuerpo con anticuerpo 6. Deteccién
primario secundario
Anticuerpos
Pﬂ'ma'rm_s Anticuerpos
¥ Secundarios
<_/ —— — -_
& Proteina
(@]
K Membrana \ Membrana
C T

Figura A3.3 Diagrama que representa el procedimiento de la técnica Western Blot
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