" DE REPARACION DE DANOS
EN LA MOLECULA DE ADN




Principales mecanismos de reparacion de dafios en la molécula de ADN

Los dafios en el ADN pueden generar cambios en la expresion de genes, crecimiento
celular e incluso tumores . Estos dafos pueden ser atribuidos a diversos procesos
metabolicos endogenos, que producen radicales libres de oxigeno (RLO) y nitrogeno
(RLN) altamente reactivos, que alteran bases y atacan directamente el ADN . Ademas
de estos agentes generados enddgenamente encontramos los agentes genotoxicos
exogenos, tales como la luz ultravioleta y otros tipos de radiacion (X, y, rayos
coésmicos), aminas aromaticas, hidrocarburo de arilo, cloruro de vinilo y ciertos
metales que generan, directamente o indirectamente, dafios en la molécula de ADN (.
Se ha estimado que cada célula puede experimentar hasta 105 lesiones espontaneas en
un dia, lo cual indica que la molécula de ADN es constantemente agredida y alterada
por distintos factores.

MECANISMO POR REVERSION DE LA LESION: REPARACION DIRECTA
La reparacion directa es realizada por la accidon de una Gnica enzima capaz de reparar
la lesion, sin necesidad de substituir la base dafiada. Asi, la estructura original de la
molécula del ADN revierte la lesion. Existen tres mecanismos en la reparacion
directa: fotorreactivacion, alquiltransferencia y desmetilacion oxidativa.

a) Fotorreactivacion
La radiacion UV (longitud de onda entre 250 y 320 nm), puede ocasionar alteraciones
quimicas en las bases del ADN. Los fotoproductos de estas reacciones originan los
dimeros de pirimidinas ciclobutano (CPD), pirimidina y pirimidonina (6,4 PP) que
causan efectos deletéreos como la inhibicion de la replicacion y de la transcripcion, el
aumento en la aparicion 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 fotorreactivacion.

El genoma humano tiene dos genes CRY (genes que codifican para la proteina
cryptochroma) homologos a las fotoliasas, los cuales codifican fotorreceptores de luz
en la regulacion del ritmo circadiano, pero no en la fotorreactivacion de dafios al
DNA.

b) Alquiltransferencia

Este mecanismo es reconocido por la remocion 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
nucleofilicos en macromoléculas orgédnicas) como el metil-metano-sulfonato (MMS)
o enzimaticos (metilasas) . Una de las alteraciones mas conocidas en el ADN es la
metilacion de restos de guanina para formar O6 -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 inactivacion irreversible
de la proteina O6 -metilguanina-ADN metiltransferasa (MGMT).




b) Desmetilacion oxidativa

Este tipo de reparacion remueve dafios por metilaciones en el ADN que pueden ser
citotoxicas y con frecuencia presentan accidon 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
alteracion de la microbiota intestinal. Todos los organismos tienen multiples
estrategias de reparacion para contrarrestar dafios al ADN, como por ejemplo las
alquilaciones, esta respuesta ha sido ampliamente estudiada en E. coli,
especificamente la proteina AlkB, la cual se encarga de desmetilar oxidativamente las
bases lesionadas, revertiéndolas para adenina y citosina respectivamente, liberando el
grupo metilo en formaldehido . Esta forma de reparacion ha sido conservada desde las
bacterias hasta el hombre, en el que han sido identificados homoélogos de AlkB, como
ABH1, ABH2 y ABH3.

MECANISMO POR SISTEMAS DE REPARACION INDIRECTA

Los sistemas de reparacion indirecta son aquellos que intervienen sobre el ADN,
durante la replicacion (fase S del ciclo celular), transcripcion 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 semi-conservativa, cada hebra de esta
molécula genera una nueva, lo cual permite que los errores introducidos durante la
replicacion puedan ser corregidos por los mecanismos de reparacion por escision de la
lesion . 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), reparacion por escision de
nucledtidos o NER (Nucleotide Excision Repair) y reparacion por apareamiento
erroneo (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.

a) Reparacion por escision de bases - BER (Base Excision Repair)

Es una via de reparacion del ADN que corrige dafios oxidativos, derivados de la
alquilacion celular y despurinizaciones espontaneas. Es utilizada por la célula para la
proteccion contra dafios y pérdidas de bases generando sitios apurinicos o
apirimidinicos, més conocidos como sitios AP, los cuales pueden ser mutagénicos y
citotoxicos si no son reparados correctamente, torndndose una amenaza para la
viabilidad celular e integridad gendmica puesto que pueden bloquear la replicacion o
la transcripcion.

¢) Reparacion por escisién de nucledtidos - NER (Nucleotide Excision Repair)
El complejo de polipéptidos (UvrABC) actia como endunucleasa, localizando la
lesion y removiendo los nucle6tidos con dafo . El proceso inicia con la proteina UvrA
que es la primera en unirse y reconocer el dafio en el ADN el cual no es especifico,
debido a que identifica una distorsion en la molécula de ADN y no la secuencia
erronea de nucledtidos, lo que permite corregir una amplia variedad de dafios . Por lo
tanto, la lesion es reconocida por un complejo de heterodimeros compuesto por dos
moléculas UvrB con un dimero de UvrA2 (complejo UvrA2+UvrB2) que causa la
desnaturalizacion local de la lesion. Posteriormente, UvrB se adhiere al sitio de la




lesion y se disocia de UvrA2 . UvrC se une a la cadena con dafio, promoviendo dos
escisiones en la misma.

Finalmente, UvrD (helicasa II) remueve el segmento de oligonucledtidos lesionados y
la ADN polimerasa I sintetiza los correctos que sonunidos por la ligasa.

c¢) Reparacion por apareamiento erroneo - MMR (Mitsmach Repair)

El mecanismo de reparacion de errores de apareamiento (MMR), es responsable de
remover las bases desapareadas, causadas por dafios espontaneos, desaminacion de
bases, oxidacion, metilacion y dafios en los procesos de replicacion o recombinacion.
La importancia del MMR radica en mantener la estabilidad gendémica y reducir las
mutaciones durante la replicacion, puesto que individuos con mutaciones relacionadas
al MMR, presentan una alta predisposicion de tumores, sindromes y cancer.

MECANISMO DE REPARACION DE QUIEBRES EN DOBLE CADENA DSB
(DOUBLE-STRAND BREAKYS)

Uno de los dafos mas severos al ADN, son los cortes en cadena doble (DSB), los
cuales surgen por multiples causas, tanto enddgenas como exogenas . 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 maquinaria enzimadtica encargada de
realizar con alta efectividad la reparacion de DSB . Sin embargo, cuando este sistema
falla o alguna proteina esencial no estd presente, el corte puede persistir y provocar
alteraciones importantes en el genoma.

a) Reparacion por recombinacion homologa - HR (Homologous Recombination)

Este sistema detecta y repara dafios generados por agentes quimicos, fisicos y
radicales libres derivados de un DSB especialmente en la fase G2 del ciclo celular .
La eficiencia de los reparos se debe a la proximidad entre las cromatidas hermanas
que tienen informacion idéntica, de esta forma es activada una cascada de reacciones
junto con las proteinas de reparo que bloquean el ciclo celular

b) Reparacion por extremos no homdlogos - NHEJ (Non-Homologous End-Joining)

La reparacion de quiebres de doble cadena en organismos superiores se da por
extremos no homologos, este tipo de reparacion permite la unién de cadenas por sus
extremos, y no necesita de secuencia complementaria u homoéloga para su uniéon . El
sitio de corte es reconocido por un complejo heterodimero de dos proteinas KU70 y
KUS8O0, que protegen el ADN de la accion de exonucleasas y mantienen unidas las
cadenas. Posteriormente, el heterodimero es asociado por accion catalica a la quinasa
(DNA-Pkcs) que se activa por la interaccion de la cadena sencilla con el DSB |, la
ligasa IV (enzima que une extremos de ADN) y XRCC4 llevan a cabo la union de las
cadenas. Finalmente, el procesamiento de los DSB es realizado por el complejo
MRE11-Rad50-NBS1, que tiene actividad de exonucleasa, endonucleasa y helicasa




