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Resumen

Introduccién: El ADN es la molécula que contiene la informacién indispensable para el
desarrollo armdnico del organismo.

Objetivo: Describir los fundamentos moleculares implicados en la reparacién del ADN y
su transcendencia en la homeostasia celular.

Materiales y métodos: Se realizé una investigacién de tipo revisidén bibliografica. Para
identificar los documentos que se revisarian se consultd la base bibliografica
PubMed/Medline, incluyendo los trabajos de los ultimos diez afios.

Resultados: Los mecanismos de reparacion del ADN garantizan la estabilidad de esta
molécula, sin embargo, en la mayoria de las ocasiones existen brechas en este proceso
que con el paso del tiempo conllevan al desarrollo de entidades morbosas como las
enfermedades croénicas no trasmisibles y en Ultima instancia la transformacion
cancerosa.

Conclusiones: Se concluye que los mecanismos de reparacion del ADN aseguran en
gran medida la conservacion de la homeostasia celular, siendo prioritario dirigir el
espectro investigativo hacia aquellas areas que contemplen el dafio oxidativo al ADN
como uno de los mas trascendentales en el desarrollo de la patologia molecular y
celular.
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Introduccion

El ADN es la molécula que contiene la informacidon indispensable para el desarrollo
armonico del organismo. Este hecho capital en la evolucion humana se basa en los dos
destinos fundamentales hacia los que se dirige la informacion genética encerrada en la
doble hélice. La primera mision del ADN es replicarse para transmitir el mensaje
molecular hacia las células hijas y la segunda es expresar dicha informacién mediante
la sintesis proteica.!

Es oportuno sefalar como el dogma de la Biologia Celular y Molecular es compatible
con la transmisién de la informacion contenida en la secuencias de bases nitrogenadas
del ADN hacia la trascripcion y como ultimo peldafio de la escalera evolutiva, hacia la
traduccién o sintesis proteica, ascendiendo desde el genotipo hacia el fenotipo.?

De esta manera, un cambio en la secuencia de bases del ADN supondra no solo una
transformacién en la informacién que se transmitird a las células hijas en el préximo
ciclo celular, sino que, a la larga existira una repercusién en el proceso de traduccidon
genética. El ADN puede ser dafiado por numerosos tipos de sustancias enddgenas vy
exdgenas que causan modificaciones de nucledtidos, deleciones, inserciones,
inversiones de secuencia y transposiciones.?

Algunas de estas lesiones son secundarias a modificaciones quimicas por agentes
alquilantes, como numerosos carcindgenos, especies reactivas de oxigeno y radiaciones
ionizantes. Tanto el azlcar como las bases del ADN pueden sufrir modificaciones,
contabilizando alrededor de 10.000-100.000 cambios en el ADN por célula y dia. La
naturaleza de estas es muy variable: modificacidn de bases aisladas, roturas de una o
dos hebras y formacién de enlaces transversales entre las bases o entre las bases y las
proteinas.! 2

Probablemente, el tipo mas frecuente de dafio al ADN es por oxidacién. Este tipo de
lesiones aumentan en la inflamacion, el tabaquismo, el envejecimiento y enfermedades
relacionadas como la aterosclerosis, la diabetes y las del tipo neurodegenerativas. De
no existir el equilibrio necesario entre los mecanismos de reparacion y el nimero de
lesiones, estas pueden dar lugar a cambios permanentes en la estructura del ADN, lo
cual favorece la pérdida de la funcién celular.?

La maquinaria molecular de la célula ha desarrollado unos mecanismos muy eficientes

para reparar la molécula de ADN. No obstante, es preciso tener en cuenta las
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implicaciones del estrés oxidativo como un fuerte antagonista en el éxito que podrian
tener estos mecanismos.

Objetivo

El objetivo de la presente investigacién es describir los fundamentos moleculares
implicados en la reparacién del ADN y su transcendencia en la homeostasia celular.
Materiales y métodos

Se realiz6 una investigacion de tipo revisidon bibliografica. Para identificar los
documentos que se revisarian se consulté la base bibliografica PubMed/Medline, SciELO
y Scopus incluyendo los trabajos de los ultimos diez afios. A partir de ello se realizé un
analisis cualitativo, segun los propdsitos trazados en esta investigacion.

Resultados y discusion

La reparacion directa del ADN es realizada por la accidon de una Unica enzima capaz de
reparar la lesién, sin necesidad de substituir la base dafiada. Asi, la estructura original
de la molécula del ADN revierte la lesién. Existen tres mecanismos en la reparacién
directa: fotorreactivacion, alquiltransferencia y desmetilacion oxidativa.*

La radiacion UV (longitud de onda entre 250 y 320 nm), puede ocasionar alteraciones
guimicas en las bases del ADN. Los fotoproductos de estas reacciones originan los
dimeros de pirimidinas ciclobutano (CPD), pirimidina y pirimidonina que causan efectos
deletéreos como la inhibicién de la replicacién y de la transcripcién, el aumento en la
aparicién de mutaciones, la detencion del ciclo celular y la muerte celular. %>

Los efectos mutagénicos generados por la radicacion UV son invertidos por un proceso
llamado fotorreactivacién, catalizado por una fotoliasa, que posee dos cromoéforos que
captan un fotén, cuya energia es utilizada para revertir el dimero, es decir quiebra el
enlace covalente entre las pirimidinas reparando el dafio en el ADN.®

Las fotoliasas han sido encontradas en bacterias, hongos, plantas y vertebrados,
excepto en mamiferos placentarios. EIl genoma humano tiene dos genes CRY (genes
gue codifican para la proteina cryptochroma) homodlogos a las fotoliasas, los cuales
codifican fotorreceptores de luz en la regulacidon del ritmo circadiano, pero no en la
fotorreactivacion de dafios al DNA.’

La alquiltransferencia es reconocida por la remocidon de aductos alquilo en las bases del
ADN. Generalmente estos grupos son incorporados al ADN como agentes quimicos

alquilantes (compuestos electrofilicos altamente reactivos con afinidad por centros
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nucleofilicos en macromoléculas organicas) como el metil-metano-sulfonato (MMS) o
enzimaticos (metilasas).®

Una de las alteraciones mas conocidas en el ADN es la metilaciéon de restos de guanina
para formar O 6 -metilguanina para lo cual la célula utiliza enzimas suicidas llamadas
alquitransferasas, que desplazan el grupo metilo desde la guanina al centro activo de la
cisteina, llevando a la inactivacién irreversible de la proteina O 6 -metilguanina-ADN
metiltransferasa (MGMT).?

Otro caso especial lo constituye la desmetilacién oxidativa. Este tipo de reparacion
remueve dafnos por metilaciones en el ADN que pueden ser citotéxicas y con frecuencia
presentan accién mutagénica, causada por compuestos nocivos que se producen de
forma enddgena como estrés oxidativo, inflamacion, peroxidacion de lipidos,
infecciones y otros procesos metabdlicos naturales como la alteracién de la microbiota
intestinal.”

Los sistemas de reparacion indirecta son aquellos que intervienen sobre el ADN,
durante la replicacion (fase S del ciclo celular), transcripcién o sobre hebras de ADN
fragmentadas. La ADN polimerasa y algunos de los componentes moleculares del
mecanismo de replicacion, llevan a cabo la supervision de la copia recién sintetizada.°
Puesto que el ADN se replica de una forma semiconservativa, cada hebra de esta
molécula genera una nueva, lo cual permite que los errores introducidos durante la
replicaciéon puedan ser corregidos por los mecanismos de reparacidn por escision de la
lesidn. Por lo tanto, si los nucledtidos en una hebra presentan un dafio, pueden ser
eliminados utilizando como molde a la cadena complementaria para la sintesis de la
reparacion.!!

Existen tres mecanismos en la reparacion indirecta: reparacion por escision de bases o
BER (Base Excision Repair), reparacién por escision de nucledtidos o NER (Nucleotide
Excision Repair) y reparacion por apareamiento erréneo (Mitsmach Repair). El principio
de los tres mecanismos de reparacion implica: corte, empalme de la region dafiada e
insercion de nuevas bases, seguido por la ligacion de la cadena.!?

En eucariotas existen dos alternativas de reparacion NER, global genome repair (GGR)
y transcription coupled repair (TCR). Estas vias son iniciadas de manera diferente
conforme al dafio del ADN. El GGR es un proceso aleatorio que se produce lentamente,

activado en regiones que no transcriben, mientras el TCR es un proceso que esta
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estrechamente relacionado con la RNA polimerasa II, altamente especifico y eficiente el
cual es activado en zonas de transcripcidén. La deficiencia de estas vias de reparacion
esta relacionada al sindrome de Cockayne (CS), xeroderma pigmentoso (XP), cancer e
inestabilidad gendémica.?

Uno de los dafios mas severos al ADN, son los cortes en cadena doble (DSB), los cuales
surgen por multiples causas, tanto endégenas como exdgenas. Los DSB pueden inducir
inestabilidad gendmica por translocaciones y pérdida de material genético, entre otros.
En eucariotas un DSB no reparado puede provocar la inactivacion de un gen esencial, lo
cual es suficiente para inducir muerte celular por apoptosis. Las células contienen toda
una magquinaria enzimatica encargada de realizar con alta efectividad la reparaciéon de
DSB.13

Sin embargo, cuando este sistema falla o alguna proteina esencial no esta presente, el
corte puede persistir y provocar alteraciones importantes en el genoma. Existen dos
vias principales para la reparacion de DSB, la recombinacion homodloga y la
recombinacion de extremos no homdlogos, las cuales son libres y propensas a errores
respectivamente.4

Todos los organismos pueden sufrir ataques masivos en su material genético por
diversos agentes que pueden alterar la estructura quimica basica del ADN, como la luz
ultravioleta, metabolitos, especies reactivas de oxigeno, entre otras. Este tipo de dafos
dispara mecanismos de respuesta inmediata en el ADN, que se caracterizan por tener
niveles superiores de proteinas implicadas en reparacién y recombinacién. 1°

La induccion de la respuesta celular al dafio implica la activacion de los sistemas de
puntos de control del ciclo celular, reparacion del ADN, cambios en expresién génica,
reconstruccion de la cromatina y apoptosis. En procariotas una de estas opciones es la
respuesta SOS (por la sefal internacional de auxilio "Save Our Souls”) o sistema de
emergencia celular, que ante la deteccion de agentes genotdxicos incrementa la
expresion de un grupo de genes cuya funcidon es la de reparar el dano en el ADN, y
conferir a la célula mas oportunidades de sobreponerse y sobrevivir en condiciones de
estrés.®

SOS es una respuesta de emergencia celular, que consiste en inducir la expresion de
mas de 60 genes implicados en la reparacion del ADN, y mediada por el circuito

RecA/LexA encargado de regular y modular importantes funciones bacterianas en
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procesos de reparacion, con el objetivo de restaurar la division celular y con ello
garantizar su supervivencia.l’

La proteina LexA es un regulador negativo que reconoce una secuencia consenso en el
operador, causando una represidn transcripcional de todos los genes SOS, incluido su
propio gen. El represor LexA se proteoliza induciendo la expresién génica SOS gracias a
la presencia de RecA, el regulador positivo del circuito que es activado mediante la
union de las cadenas sencillas de ADN con ATP, después de la interaccién con
moléculas de sefalizacidn. Finalmente, una vez reparados los dafios, RecA se inactiva y
LexA reprime nuevamente los genes del operador.!®

La oxidacion de la desoxirribosa tiene un papel fundamental en el estrés oxidativo,
tanto como lesién individual como parte de una lesion mas compleja del ADN. Esta
puede ser oxidada en cualquiera de las cinco posiciones proporcionando como resultado
en multiples productos. Dicha alteracion puede conllevar la pérdida de una base
nitrogenada o la rotura de la cadena del ADN.®

La 8-oxoguanina (8-0x0-G) es una mutacién que puede sufrir la Guanina. Como se
puede ver en la Figura 7, la 8-0xo0-G se caracteriza por la oxidacidon del Unico carbond
del anillo que tiene un hidrogeno, el carbono 8 dela Guanina, y la hidrogenacién del
nitrdgeno contiguo formando un carbonilo con dos grupos amina adyacentes. Aun asi,
las alteraciones de la molécula, la aparicion de un grupo carbonilo y la adiciéon de un
hidrogeno a uno de los nitrégenos juega un rol en la replicacién del ADN, produciendo
substituciones Guanina-Timina y Adenina-Citosina.” 18

El motivo por el cual la 8-oxoguanina provoca substituciones Citosina-Adenina cuando
los atomos encargados del enlace Watson y Crick no han sido alterados se debe a que
esta substitucion se produce en base a otro emparejamiento conocido como el
emparejamiento Hoogsteen. En el emparejamiento Watson y Crick ambas bases
nitrogenadas se enlazan por la llamada cara anti, pero mediante la rotacién del enlace
N-glucosidico una base nitrogenada puede enlazar por otra cara, la cara syn. °

Un emparejamiento Hoogsteen se produce entre una base nitrogenada en posicion anti
y otra en posicién syn. En el caso del emparejamiento Hoogsten la 8-0xoG si es distinta
a la guanina, pudiendo enlazar con la adenina. La proteina polimerasa II puede

introducir erréneamente una adenina debido a este tipo de emparejamientos y este



error de replicacidn cominmente evade los mecanismos de correccion de errores
habituales del ADN.2°

La 8-oxoguanina es una lesidon que se produce 103 veces al dia en células normales de
nuestro organismo y hasta 10°> en células cancerosas. Es la responsable de
substituciones de la citosina por adenina y en una posterior replicaciéon la guanina es
substituida por una timina, debido primero al emparejamiento Hoogsten mencionado en
el apartado anterior y posteriormente debido a la replicacion normal de la hebra
complementaria formada. *°

Dicha substitucion es relativamente frecuente, pudiendo variar del 10% al 75% el
porcentaje de 8-oxo-G que dan lugar a una substitucion de citosina por guanina
convirtiéndose en una abundante fuente de mutaciones para la célula. En la bacteria
Escherichia coli, la 8-oxo-G también parece causar substituciones de adenina por
citosina al incorporarse 8-0xo-G en la replicacion por medio de la enzima 8-oxo-dGTP
difosfatasa delante de la timina. Por suerte, dicha substitucién no ocurre en los
mamiferos.?°

Estudios realizados con ratones descubrieron que al inhibirse las enzimas encargadas
de corregir dichas mutaciones (OGG1, MUTYH y MTH1) la incidencia de carcinogénesis
podia aumentar en varios érdenes de magnitud, dependiendo de la enzima inhibida. La
inhibicién de las tres enzimas reparadoras resultd en una esperanza de vida muy corta,
muriendo el 50% de los ratones en 57 semanas, con un 35% de estos con tumores
visibles macroscépicamente.?!

Los estudios muestran que se requiere la actividad del MTH1 para la supervivencia de
las células cancerigenas pero no para las células normales. Esto es debido a que las
células cancerigenas se ven sometidas a elevados niveles de estrés oxidativo,
especialmente en los precursores de los nucledtidos. La MTH1 previene la incorporacion
de dichos nucleétidos al ADN evitando que esta muera por acumulacion de 8-oxo-G. De
esta forma, previniendo la actividad del MTH1, se puede lograr provocar la muerte
celular de las células cancerigenas, evitando que formen tumores. ! 20 2!

Ademas de la carcinogénesis, el estrés oxidativo es considerado importante en la
etiologia de diversas enfermedades neurodegenerativas, como puedan ser el Parkinson,
el Alzheimer o el Huntington. Se han encontrado niveles de 8-o0xoG anormalmente altos

en el ADN mitocondrial y nuclear del cerebro de dichos pacientes. En estudios con
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ratones se encontré una elevada vulnerabilidad a dicha degeneracidn con doble
deficiencia en OGG1 y MTH.??

Las células han desarrollado multiples estrategias para prevenir los efectos perniciosos
de la oxidacidn de sus bases nitrogenadas siendo la 8-oxo-G la mas controlada al ser el
producto mas estable del dafio oxidativo. La 8-oxoguanina glicosilasa 1 (OGG1) corrige
los emparejamientos 8-oxo-G-Citosina, la MUTYH se encarga de las adeninas que han
sido incorrectamente colocadas debido a la 8-o0xo0-G y la enzima MTH1 hidroliza el 8-
oxodGTP (8-oxoguaninosin trifosfato) para evitar que se incorpore 8-oxo0-G al ADN.?%!
Conclusiones

Se concluye que los mecanismos de reparacién del ADN aseguran en gran medida la
conservacion de la homeostasia celular, siendo prioritario dirigir el espectro
investigativo hacia aquellas areas que contemplen el dafio oxidativo al ADN como uno
de los mas trascendentales en el desarrollo de la patologia molecular y celular.
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Anexos
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Figura 1. Mecanismos de reparacién del ADN y estrés oxidativo.
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