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Resumen

Entre las estrategias con que cuenta Escherichia coli para sobrevivir al dafio genético se
encuentra la respuesta SOS, que esta integrada por un conjunto de genes involucrados en
mecanismos de reparacion o de tolerancia. Aln no se conoce con precision el proceso que
conduce a su activacién, pero se sabe que ¢l ADN de una banda induce dicha respuesta. Por el
contrario se ha observado que las rupturas dobles no inducen directamente este sistema sino
que se requiere una serie de pasos previos en donde pueden estar estan involucrados diferentes
genes de recombinacion. Al irradiar a diferentes cepas o bien al tratarlas con distintos
mutagenos quimicos, se not6 que se requeria la funcién de los genes recO y recJ que parecia
relacionarse con la mayor o menor induccién de SOS. Se plante6 asi un modelo en el que la
accion conjunta de los productos RecJ y RecO (este tltimo como parte dei complejo RecFOR)
era necesaria para que las RDB pudieran servir de substrato para la activacién de las funciones
SOS. El modelo postulaba que RecJ reconoceria los extremos rotos y degradaria una de las
cadenas creando asi ADN de una sola banda. Para que RecA pueda unirse a este sustrato e
inicie la respuesta SOS, seria necesaria la intervencion del complejo RecFOR que al desplazar
a la proteina SSB facilitaria la unién de la primera con el ADN.

Para confirmar o rectificar el modelo, se decidié exponer bacterias deficientes en genes de
reparacidn o de proteccién a dafio genético, a radiacién alfa. En este caso la produccion de
radicales libres a consecuencia de la radi6lisis del agua se concentra en sitios muy cercanos al
lugar donde incide cada particula y si esto ocurre cerca del ADN, la probabilidad de que tales
radicales reaccionen con éste es bastante grande, lo que derivaria finalmente en mas RDB ya
sea por coincidencia de los dafios o por la accion posterior de nucleasas. Como el modelo
propuesto se imnicia con la modificacion de las RDB, se esperaria que la radiacion alfa de alto
LET al aumentar la cantidad de éstas amplificara la respuesta y asi contar con mas evidencias
que confirmaran el modelo propuesto.

Los resultados indicaron que la proteccion conferida por el sistema oxyR asi como la reparacion
de dafio llevada a efecto por la enzima UvrABC, tienden a disminuir la cantidad de dafio
oxidante no letal, en tanto que el mecanismo en el que interviene recB es el principal responsable
cn la eliminacién de rupturas de doble banda letales. Los genes recO y rect por su parte,
coadyuvan en la modificacién de las lesiones, en especial las RDB, para dar paso a la activacion
de SOS. No obstante el mutante recJ oxyR pone de manifiesto la participacion de recd, en la
reparacion de bases oxidadas. Al respecto se plantea una hipétesis en cuanto a la forma como
algunos de los genes estudiados promueven la activacién del sistema SOS.



INTRODUCCION

1.1 Radiacion

La importancia de la radiacion radica en su capacidad para depositar energia en los atomos o
las moléculas que atraviesa. Al hacerlo, dependiendo de la energia que posea o que deposite,
puede provocar que los electrones orbitales vibren, que se exciten al pasar a niveles de energia
superiores o bien que salgan de su orbita dando lugar a iones. A la radiacion que tiene la
capacidad de transferir la energia suficiente como para que ocurra esto titimo se le conoce

como radiacion ionizante.

La radiacion ionizante puede ser de dos categorias: electromagnética (que incluye a los rayos X,
gama y cosmicos) y corpuscular en la que se encuentran las particulas alfa, beta, protones,

neutrones y fragmentos de fision.

La primera categoria, que tiene gran poder de penetracion, posee sélo energia en forma de fotones,
abarca longitudes de onda de 10 A o menores v produce ionizaciones de manera muy dispersa.
Segun la magnitud de la energia, afecta a los materiales de acuerdo a tres distintos mecanismos que
se conocen como efectos a) fotoeléctrico, b) Compton vy ¢) formacion de pares (figura 1). En el
primer caso toda la energia del rayo se transfiere a un electron de valencia, sacandolo de su orbita.
En el segundo, parte de la energia se pierde por expulsién de un electron de valencia y el resto
conunua, también como radiacion electromagnética pero desviandose de su trayectoria original y
con menor energia. La tercera posibilidad se presenta con fotones de mas alta energia que al pasar
cerca del nucleo de un dtomo son totalmente absorbidos por aquél, expulsando un positron y un

electrén.

La radiacion ionizante corpuscular posee energia v masa perc tiene menor penetra
produce gran cantidad de ionizactones a lo largo del limitado espacio que recorre. Un ejemplo
de este tipo son las particutas alfa (at) que son nicleos de helio formados por dos protones y

dos neutrones, io que les da una doble carga positiva. Gracias a esta carga presentan una
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marcada atraccion electrostatica hacia los electrones exteriores de los 4tomos a los que se
acercan, provocando que estos se exciten y cambien de orbital o bien que sean expulsados

produciendo iones. Gran parte de los electrones expulsados (denominados rayos delta) tiene la
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Figura 1. lonizacién del material por radiacién electromagnética (Casarett, 1968).

suficiente energia como para a su vez producir ionizaciones secundarias que se observan como
ramificaciones a lo largo de la trayectoria de la particula alfa, con lo que aumenta el alcance de
la radiacion (figura 2). Los rayos delta contribuyen aproximadamente con 25% del total de
1onizaciones producidas por las particulas alfa. Conforme viaja, la particula ¢ va perdiendo
velocidad, lo que aumenta su poder de ionizacion ya que va cediendo cada vez mayor cantidad

de energia hasta que finalmente captura dos electrones formando asi un atomo de helio

(Casarett, 1968).
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Las radiaciones beta (B) son en realidad electrones provenientes del niicleo y segtin sea su carga
positiva 0 negativa se denominan positrones o negatrones, respectivamente. Dado que las particulas
B tienen solo 1/7400 de la masa de las particulas a y viajan a una velocidad igual a la de la luz, es
dificil que interactuen con los electrones orbitales, por lo que su penetracion en la materia es mayor,
Para que ocurra una ionizacion, deben transferirse por lo menos 32.5 eV por cada impacto de la
particula  con electrones orbitales. Una vez perdida toda la energia, el negatron se incorpora como
electron orbital en un atomo positivo, mientras que el positron interactiia con un electron orbital,

eliminandose mutuarnente (Casarett, 1968; Arena, 1971).

Por carecer de carga los neutrones no ionizan directamente sino que al pasar por el material ceden
energia cinética al nicleo de los atomos, ocasionando la liberacion de una particula cargada (un
proton) capaz de producir ionizaciones. A medida que avanzan, los neutrones van perdiendo
velocidad hasta que su energia cinética iguala a la de las moléculas del material que atraviesan. En
este punto se conocen como neutrones térmicos y pueden ser atrapados por practicamente

cualquier niicleo atomico al que se acerquen, con la consecuente emision de radiacion gama.

Un parametro para evaluar la capacidad de ionizacion de la radiacion es la transferencia lineal de
energia (LET), que se define como el promedio de energia cedida por unidad de distancia recorrida
y se expresa como kiloelectron volts por micrometro (KeV/u). Por lo general, el LET de las
radiaciones corpusculares es mucho mas alto que el de la electromagnética. Esta caracteristica es
responsable de que la radiacién corpuscular produzca muchas ionizaciones dentro de una zona

restringida.
1.2 Efecto de la radiacion sobre sistemas biologicos

Al incidir sobre las células, la radiacion ionizante puede afectar, tanto a los componentes
estructurales como al material genético. Los dafios a los primeros son en general temporales,
recuperandose o reponiéndose casi de inmediato al haber la posibilidad de sintetizar nuevas

proteinas, en tanto que los segundos pueden ser temporales o permanentes. Si la célula es parte de




algiin tejido somatico las lesiones al genoma afectan solamente al individuo, pero si les sucede a los

tejidos germinales los dafios pueden propagarse a la descendencia.
1.3 Daiio al ADN

La radiacion afecta al material genético en funcién de dos alternativas conocidas como efectos
directo e indirecto. El primero se refiere a la interaccion de los fotones y/o particulas ionizantes
con el ADN, mientras que el segundo se debe a reacciones con los radicales producidos por la
radiolisis del agua en donde ocurre la mayoria de las ionizaciones, ya que es el componente
mas abundante de la materia viva. Los principales productos son iones hidroxilo (OH"),
superoxido (HO;'), hidronio (H") y por subsecuentes reacciones, peroxido de hidrogeno
(H203) y radicales libres como el radical hidroxilo (OH") (Casarett, 1968; Gentner y Paterson,
1984; Retel, 1993). Todas estas especies son muy reactivas y pueden atacar a cualquiera de los

componentes del ADN.

El radical hidroxilo ataca enlaces dobles, especialmente el 5-6 de las pirimidinas para dar lugar
a bases oxidadas como 5,6-dihidroxi-5,6-dihidrotimina, que es el aducto mas frecuente
(Téoule, 1987). En las purinas ocasiona la apertura del anillo de imidazol con formacion de
4,6-diamino-5-formamidopirimidina .0 2,6-diamino-4-hidroxy-5-formamidopirimidina en la
mayoria de los casos (Friedberg, 1985; Téoule, 1987). Los radicales OH® reaccionan ademas
con los carbonos de la desoxirribosa, sustrayendo un atomo de hidrogeno con formacién de
agua o rompiendo el enlace N-glucosidico, lo que genera sitios apurinicos (; apirimidinicos
(sitios AP). Todos estos cambios a su vez pueden finalmente dar lugar a rupturas del ADN.
Las rupturas de banda sencilla (RBS) son Interrupciones en la continuidad de una de las hebras
de la molécula de ADN, casi siempre por la escision del enlace éster fosfato-carbono 3°. Las de
doble banda (RDB) se producen por la coincidencia de dos rupturas sencillas en hebras

opuestas.

La radiacion ionizante electromagnética (que como ya se menciono produce ionizaciones de

manera dispersa) da lugar a rupturas dobles a una frecuencia de solamente 5%, pero su




importancia biolégica es mucho mayor pues son las principales responsables de la muerte
celular. Con radiaciones de alto LET este porcentaje es mayor, ya que la gran cantidad de
ionizaciones localizadas dentro de un 4rea restringida, a su vez incrementa la probabilidad de

coincidencia de lesiones entre cadenas opuestas (figura 2) (Ward, 1988; Goodhead, 1994).

Figura 2. Ei esquema muestra el patron de las ionizaciones a lo largo de ia trayectoria de dos diferentes tipos de
radiacién. En la parte media superior s¢ ve la trayectoria de un electron de baja energia y en la inferior la de una
particula alfa. En las imdgenes de la derecha se sefialan algunas posibles lesiones al ADN (Goodhead, 1994).




1.4 Respuesta celular a la radiacién

Figura 3. Esquema que muestra los diversos procesos que puede seguir la célula para
proteger y conservar la informacién genética (ver texto). Mutation Research Forum (2000)
3(1)

En vista de que el funcionamiento de los organismos en buena medida depende de la integridad
del matenial genético, gradualmente han desarrollado diferentes estrategias para enfrentar el
ataque de agentes fisicos y quimicos de acuerdo con dos alternativas, la proteccién contra tales
agentes o bien la reparacion de las lesiones que aquellos causen en el.genoma (Sancar y Sancar,
1988; Myles y Sancar, 1989). En la figura 3 se esquematizan algunos de estos procesos. Se observa
que mientras algunas enzimas de proteccion como SOD (superdxido dismutasa) y CAT (catalasa)
evitan que los “malosos” (los agentes oxidantes) dafien al ADN, otras reparan las lesiones, como es
el caso de la enzima AGAT (alquil-guanina alquil transferasa) que retira alquilaciones sobre la
guanina, o bien los sistemas REB/REN (reparacion por escision de bases o reparacion por escision

de nucledtidos respectivamente).

Dentro de los mecanismos de proteccion, los mas importantes son aquéllos englobados dentro del

término conocido como respuesta de adaptacion al estrés oxidante, que afecta no solamente al




genoma sino a todos los componentes celulares (Storz ef al, 1990). En carnbio los sistemas de

reparacion solamente actilan sobre el material genético y poseen diferentes grados de especificidad.

Un ejemplo clasico de mecanismo de reparacion especifico es la fotorreactivacion, proceso que
realiza la enzima fotoliasa del ADN. Dicha enzima reconace los dimeros de pirimidinas producidos
por la luz ultravioleta y simplemente rompe los enlaces que se formaron entre los carbonos de dos
pinmidinas adyacentes restaurando la estructura oniginal del ADN (Friedberg, 1985). El grupo de
eventos que comprende la reparacion por escision de tramos mas o menos largos de ADN es menos
especifico, asi como los mecanismos mediante los cuales se corrigen regiones mal apareadas
ocurridas ya sea en el momento de la duplicacion o bien durante la reparacion de lesiones en el

ADN.

Por ultimo estan las estrategias que implican reparacion por intercambio de material genético
(recombinacion) o tolerancia temporal de las lesiones como es el caso de la respuesta SOS en las
bactenas. Este ultimo sistema solo se activa ante dafio genético y en €l participan genes tanto
de tolerancia como de reparacion que en términos generales confieren mayores probabilidades
de supervivencia. A continuacion se explican mas detalladamente algunos de estos

meCcanismos,

1.5 Respuesta de adaptacién al estrés oxidante

Los organismos que obtienen energia a través de oxigeno molecular poseen sistemas de
proteccion a radicales oxidantes como el anidn superéxido, el radical hidroxilo o el peroxido
de hidrégeno que se generan por reduccion incompleta del oxigeno durante el proceso
respiratorio. Estos sistemas funcionan en forma continua pero cuando por alguna razon (que
entre otras puede ser [a exposicion a la radiacion) la cantidad de agentes oxidantes es excesiva,
aumentan su actividad elevando los niveles de diversas enzimas que participan en la resistencia
celular a tales agentes. En la bacteria Escherichia coli se incrementa la expresion de por lo
menos 40 genes, que a su vez forman parte de tres grandes sistemas o regulones controlados

positivamente por los genes oxyR, soxR v katF (también conocido como rpoS)




respectivamente (Demple, 1991; Kato ef al., 1994; Loewen y Hengge-Aronis, 1994). Dentro del
primer regulon (OxyR) se encuentran genes que solamente participan en la proteccion de la
célula contra peroxidos, mientras que en los otros dos (SoxR y KatF) hay ademéis genes de

reparacion. Cabe mencionar que algunos genes participan en mas de una de estas vias.

El sistema OxyR estabiliza el nivel cndogeno de perdxido de hidrogeno. El gen oxyR regula la
transcripcion de al menos 9 genes entre los que se conoce a karG, que codifica para la
catalasa-hidroperoxidasa 1 (HPI); ahpCF, la alquil-hidroperoxido reductasa o gord, a la I-
glutation reductasa (Gonzalez-Flecha y Demple, 1997; Zheng ¢t al., 1998). Cuando se requiere
disminuir el exceso de H;O, se activa OxyR por formacion de un enlace disulfuro
intramolecular entre las cisteinas 199 y 208, promoviendo asi la transcripcion de los demas
genes de la via. A la inversa, OxyR se inactiva por la reduccion del enlace disulfuro, que es a
su vez catalizada por ia enzima glutaredoxina, que forma parte del mismo regulon {(Loewen ef

al., 1985; Zheng er al., 1998; Aslund er al., 1999; Michan er af., 1999)

El sistema SoxR por su parte, controla alrededor de 15 genes y responde a los iones
superoxido (Demple, 1999). La activacién de este regulén ocurre cuando el factor de
transcripcion SoxR se oxida al desensamblarse el centro 2Fe-2S, iniciando asi fa expresion de
sox$ que a su vez aumenta los niveles de transcripcion de los demas genes incluidos en el
regulon. Aqui se han identificado genes antioxidantes, como las superoxido dismutasas, de
reparacion, como la endonucleasa 1V, o bien otros que participan en el ciclo de Krebs, como el
gen de la fumarasa (Demple, 1994; Demple, 1999; Gonzilez-Flecha y Demple, 2000; Touati,
2000).

La proteina codificada por katF (también conocido como rpos) es un factor de transcripcion
o’ que regula la expresion de alrededor de 50 genes involucrados en respuestas a diferentes
tres, incluyendo al choque iéimico, ai producido por descenso en el pH 6 por
carencia de nutrientes, y al estrés oxidante. Por lo general. el control de rpoS se ejerce

positivamente, si bien hay algunos casos en los que ocurre en forma negativa (Loewen ¢f af .




1998). La activacion del sistema rpoS esta a su vez regulada por diferentes factores entre los
que se encuentra oxpS$. Se ha comprobado que la traduccion del mensaje de 7posS esta regulada
por el ARN mensajero de oxp§ a través de la unién de este ultimo con la proteina Hfq (Zhang
et al, 1998). Todavia no se ha llegado a identificar a todos los productos de los genes que
controla katF, sin embargo se sabe que incrementan la probabilidad de supervivencia en medio
minimo, protegen contra el dafio al material genético y promueven cambios morfologicos en la
célula, asi como una mayor tolerancia a los incrementos en la temperatura (L.oewen y Hengge-
Aronis, 1994). Algunos genes del regulén son por ejemplo, katE y xthA que codifican para la
catalasa HPII y la exonucleasa 1l respectivamente. (Ivanova ef al., 1994; Eisenstark ef a/,
1996, Jamieson y Storz, 1997). En un principio se consideraba que el sistema solo se activaba
durante la fase estacionaria de crecimiento, pero recientemente se ha comprobado que también

funciona como un regulador global ante diversas situaciones de estrés (Hengge-Aronis, 1996).

1.6 Reparacion por escision

Como ya antes se menciono, la reparacion por escision implica el corte y la eliminacion de la o
las regiones de ADN que contengan dafios, via eliminacion de bases (REB) o bien de tramos

que incluyen un numero determinado de nucleétidos (REN).

El pnmero (figura 4) se inicia con la hidrolisis del enlace N-glucosidico de la base dafiada, con
lo que queda un hueco apurinico o apirimidinico (sitio AP), al que reconocen enzimas, por lo
nusmo Hamadas endonucleasas AP, que al romper el enlace éster fosfato, ya sea por hidrolisis
o por eliminacion B, dejan una ruptura en la hebra de ADN que posteriormente reparara una
polimerasa. Una caracteristica importante de este tipo de reparacton es su relativa
especificidad, ya que las diferentes enzimas que participan en este mecanismo reconocen

solamente cierto tipo de bases danadas (Glassner ef af. 1998).
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Figura 4. Esquema de las dos alternativas para la reparacion por
escision de bases (Glassner ef al., 1998)

El proceso REN implica la liberacion de los tramos de ADN de una sola banda que contienen
el dafio. Es la principal respuesta celular a modificaciones al ADN causadas por agentes muy
diversos y por lo mismo puede reconocer una amplia gama de lesiones. Los pasos del proceso
son: 1) reconocimiento de la lesion, 2) corte a ambos lados de ésta y 3) separacidn del tramo que

contiene a la lesion (Bhatia et af., 1996). En E. coli todos ellos estan a cargo de la escinucleasa
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ABC, también conocida como UvrABC, que consta de tres subunidades. La subunidad A forma
un dimero con gran afinidad por el ADN dafiado que se adhiere a lugares donde hay alguna
alteracién. A esto se une la subunidad B que al formar un complejo UvrB-ADN provoca el
desprendimiento de UvrA. Al complejo UviB-ADN se une UvrC que se encarga de romper los
enlaces fosfodiéster a ambos lados de la region alterada y por accion de la helicasa UviD, se
libera entonces el oligonucledtido correspondiente (figura 5). Los huecos resultantes de
cualquiera de las dos alternativas antes descritas (REB 6 REN) son posteriormente resintetizados

por la polimerasa I de ADN (Lin y Sancar, 1992).
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Figura 5. Modelo de reparacion por escision de nucledtidos (Friedberg, 1985)
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1.7 Reparacioén por recombinacion

El fenomeno de recombinacion se presenta en todos los organismos tanto haploides como diploides
Y su uinico requisito es que haya al menos dos copias de ADN. En esencia el proceso se refiere al
paso de la hebra de una molécula de ADN a otra diferente, ya sea en forma reciproca, es decir
que haya intercambio entre las dos, ¢ no reciproca, en donde solamente una de ellas recibe

nuevo mateiial,

El primer modelo de recombinacion fue propuesto hace cerca de cuarenta afios por Holliday
(1964) para explicar los patrones de conversion genética en Ustilago maydis. En E. coli, el
proceso consiste en la apertura y desnaturalizacion parcial del ADN por accion de una enzima que
al llegar a una secuencia especifica, corta una de las bandas dejando asi un extremo libre 3-OH.
Este se alarga al seguir separandose las dos cadenas y con la ayuda de dos proteinas, RecA y SSB
(por las siglas en inglés “single strand binding™), se traslada hasta donde esta la otra copia de ADN,
apareandose entonces con su secuencia homaloga. De este modo cada molécula queda con un

tramo de la otra (revisado en Kowalczykowski y Eggleston, 1994).

Los eventos de recombinacién genética en bacterias cumplen dos objetivos importantes, introducir
variabilidad genética a través de procesos como conjugacion, transduccion o transformacion o bien
como alternativa en la reparacion de dafios, principalmente rupturas dobles causadas no solamente
por la accion de la radiacion u otros agentes sino también de aquéllas que ocurren durante el

proceso normal de duplicacion del ADN (Cox, 1998).

Cuando la polimerasa que cataliza la sintesis del ADN nuevo encuentra una lesion ilegible (dimero,
aducto, etc.), interrumpe el proceso y prosigue varios nucleotidos mas adelante, dejando un hueco
enfrente del sitio donde se halla el dafio. Para resolver este problema la célula lieva a cabo un evento

on ﬂf & 1Na m(\lﬂf‘lllﬁ
ern el RSy LR vy

de recombinacidn no reej a, en que una m

n
w8 | 15 H LESoH Y

homologo para asi rellenar el hueco que quedé en el ADN recién sintetizado. evitando asi la

fragmentacion del material genético (Smith, 1989, Cox, 1998; Kuzminov. 1999).




En ¢l caso de rupturas dobles la recombinacién es la inica posibilidad de reparacion, ya que al
perderse la continuidad de la hebra de ADN no hay un molde a partir del cual pueda ser

resintetizada.

Ruptura de doble
banda

DNA intacto

sitio X l R@BC‘D

Reconocimiento de RDB

por parte de RecBCD
sitio X i
Degradacion por RecBCD c' - er—
hasta un sitio X y a partir de s =
ahi desnaturalizacion del N
DNA \.5\
t helicasa
RecA
—
Acarreo y alineacién ¢. E }
de bandas por RecA \ _
‘l' 5
D
- B poll o
Sintesis de hebra = \
. L S Resol
complementaria / \ £s0lvasa
_ |

Restitucion de la
informacién perdida

Figura 6. Mecanismoe de reparacion por recombinacién
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La enzima RecBCD es la que reconoce los extremos rotos del ADN vy los degrada en direccion
3°-5” hasta encontrar una secuencia especifica denominada sitio ji (X), en donde se.separa la
subunidad RecD y RecBC funciona entonces como helicasa que separa ambas bandas de ADN,
promoviendo al mismo tiempo la polimerizacion de RecA sobre una de las dos. Esta proteina
por su parte, se encarga de intercambiar dicha banda con su secuencia homoéloga en una
molécula intacta, mientras que la parte faltante es sintetizada por la polimerasa 1 del ADN

(figura 6).

1.8 Reparacidn de disparidades en las bases

Ademas de los mecanismos ya mencionados, la bacteria cuenta con otros cuyo objetivo es
eliminar disparidades que quedaron al finalizar los procesos de duplicacion o de reparacion del
ADN, y asegurar asi que la informacion genética se conserve fielmente. La actividad correctora
de las polimerasas es uno de esos mecanismos y reside en la funcion nucleasa 3°-5°, simultanea
al proceso de polimerizacion. Aln asi es posible que a dicha actividad de edicion se lleguen a
escapar bases o regiones mal apareadas, por lo que se cuenta con una alternativa mas, la
llamada en inglés “methyl-directed mismatch repair” que puede traducirse como reparacion de
disparidades determinada por metilaciones. El proceso consiste en retirar el tramo de la banda
donde se encuentra(n) la(s) disparidad(es) para después ser resintetizado en la forma correcta.
Se requiere cumplir con dos condiciones: 1) reconocimiento de cualquiera de los ocho posibles
apareamientos erroneos o de las estructuras en forma de asa que resulten de pérdidas o
inserciones de bases y 2) seleccion y eliminacion del tramo incorrecto, utilizando como guia la
presencia de metilaciones periodicas a lo largo de la hebra que sirve de molde durante la

sintesis (Modrich, 1991)

Las encargadas de llevar a cabo este procese en £. coli son las proteinas MutS, MutL y MutH.

{(Modrich, 1991; Yang, 2000} Cada vez que

Rl SRR SE L e ]

naliza un evento de duplicacion, la
introduce un grupo metilo en el nitrogeno 6 de cada adenina que se localice en la secuencia
GATC, marcando al material genético como propio para asi diferenciarto del de otra(s)

especie(s) que llegase a penetrar a la célula. A la siguiente duplicacion, el ADN ya metilado




sirve de molde para la sintesis de cadenas nuevas que permanecen temporalmente sin metilar.
A éstas se pega MutS que reconoce a las bases erroneas y las regiones de ADN con pérdidas o
inserciones extra, (Parker y Marinus, 1992). A continuacion se agrega MutL y por udltimo
MutH, una endonucleasa que sélo se activa cuando se une a MutS. Por su parte, MutL ayuda a
establecer la union entre ambas proteinas. Ya formado el complejo de todas estas proteinas
con el ADN, sc realizan cortes en las dos secuencias GATC que queden a ambos lados del
€rror y por accion conjunta de una helicasa y alguna exonucleasa, que puede ser RecJ (Harris
et al., 1998), se retira el tramo erréneo de ADN. Mis adelante, la polimerasa [ lo resintetiza, la
ligasa restaura los enlaces fosfodiéster y finalmente Dam metila el ADN ya reparado (figura 7).
Se ha comprobado que ademas de su papel de “retocado” al finalizar la duplicacton, este
sistema también corrige regiones con secuencias diferentes (heteroduplexes), resultado de

errores en la recombinacion genética (Zarht y Maloy, 1997).

Ademas de Dam, existen otros sistemas para el marcaje especifico del material genético como
es el de restriccion/modificacion AsdRMS (Fuller-Pace y Murray, 1986) de £. coli, y otros mas

que no se describen en detalle por no participar en este proceso de correccion.
1.9 Sistema SOS

En f. coli existen diversos sistemas de reparacion o de tolerancia que incrementan las
posibilidades de sobrevivir al dafio genético. Una de tales estrategias es la respuesta SOS, cuya
existencia que fue propuesta originalmente por Defais ¢f al. ( 1971) y desarroilada
posteriormente por Radman (1974) Dicha respuesta esta formada por alrededor de 30 genes
(Courcelle er al., 2001) que tienen que ver con mecanismos de reparacion v/o tolerancia a
dafio genético y que confiere a la célula mayores posibilidades de supervivencia ante alguna
situacion adversa. A este fenomeno se le llamé SOS {por la seial internacional de auxilio

uC sc pensé Gue se trataba de la oliima posibilidad de las células para

EEAY

) ya

‘e N < 1
Save Qur Sculs

G
sobrevivir (Radman, 1974; para revision ver Friedberg ef al., 1995). La activacion de SOS
depende de los genes, lexA y recA. En circunstancias normales el producto de LexA

permanece unido a la secuencia de 17 bases comun a todos los operadores SOS, bloqueando asi
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Figura 7. Modelo de la reparacion de disparidades (Modrich, 1991)



a la transcripcion. Al ocurrir lesiones en el ADN se producen regiones de una sola hebra
(Sassanfar y Roberts, 1990) que activan o modifican al producto del segundo, la proteina
RecA, que actia entonces como co-proteasa y promueve la autodegradacion de LexA (Little,
1984) para que se inicie la transcripcion de todos los demads, incluyendo a recA y lexA
mismos. El tiempo, la duracién y el nivel de induccién varian para cada gen, dependiendo de
la localizacidon y el grado de afinidad de la secuencia a la que se une LexA. Gracias a esta
caracteristica algunos genes pueden estar parcialmente inducidos, debido por ejemplo a
lesiones espontineas en el ADN, mientras que otros requieren que haya una gran cantidad de
dafio para llegar a activarse (Walker, 1987; Friedberg ef al., 1995; Courcelle et al., 2001). Una
vez eliminado el dafio se pierde la sefial de induccion, RecA regresa a su estado original y

LexA se une nuevamente a los operadores, desactivando asi a todo sistema (figura 7).
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Figura 8. Regulacion del sistema SOS (Walker, 1987)



2 ANTECEDENTES

En un principio se consideraba que la ocurrencia de lesiones en el ADN era suficiente para
activar la respuesta SOS, sin embargo dificilmente podria un sélo sistema reconocer toda la
gama de dafios que puede producirse por la accion de diversos agentes. En este sentido cabe
suponer que debe haber una estructura comun a la que finaimente desemboquen las diferentes
lesiones. Aun no se conoce con precision lo que conduce a la activacion de SOS, pero hay
bastantes evidencias de que son los huecos o regiones de una banda en et ADN (producidos en
su mayoria por la existencia de lesiones que bloquean a la polimerasa durante el proceso de la
duplicacion) que al ser reconocidos por RecA inducen al sistema (Sassanfar y Roberts, 1990;
Kuzminov, 1996; Cox, 1998; Courcelle ef al., 2001). En el caso de las rupturas dobles al
parecer se requiere de una serie de pasos previos en donde estan involucrados diferentes genes
de recombinacién,como son recQ y rec (Umezu y Kolodner, 1993; Hedge ef al., 1995:
Whitby y Lloyd, 1995). Brefia, Serment (1998) y Suarez (1997) al irradiar a diferentes cepas de
L. coli o bien al tratarlas con distintos mutagenos quimicos observaron que se requeria la
funcion de rec@ y recJ, cuya actividad parecia relacionarse con la mayor o menor activacion

de SOS.

Para explicar lo anterior se planted un modelo en el que la accién conjunta de Recl y RecO
(este ultimo como parte de un complejo RecFOR) era necesaria para que las rupturas de doble
banda pudieran servir de substrato en la activacion de las funciones SOS. El modelo postulaba
que la nucleasa Rec) reconoceria los extremos rotos v degradaria una de las dos cadenas
creando de este modo ADN de una sola banda. Ambas proteinas, RecA y SSB tienen gran
afinidad por este tipo de estructura (Umezu y Kolodner, 1994) y para que la primera pueda
unirse a este sustrato e inicie la respuesta SOS. seria necesaria la intervencion del complejo
RecFOR que al desplazar a SSB facilitaria la union de RecA con el ADN (Umezu y Kolodner,
1994).

Para aportar mas argumentos que confirmaran o rectificaran el modelo. se decidio exponer

bactenias deficientes en genes de reparacion o de proteccion a dafio genético a la radiacion aifa.
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En este caso la produccién de radicales libres a consecuencia de la radiblisis del agua se
concentra en sitios muy cercanos al lugar donde incide cada particula y si esto ocurre cerca del
ADN, la probabilidad de que tales radicales reaccionen con éste es bastante grande, lo que
derivaria finalmente en mas rupturas de doble banda (Goodhead, 1994) ya sea por coincidencia
de los dafios o por la accién posterior de endonucleasas (Sutherland et al., 2000). Como el
modelo propuesto se inicia con la modificacién de las rupturas de doble banda, el hecho de que
la radiacién de alto LET cause mayor cantidad de RDB que la radiacién electromagnética,

amplificaria la respuesta lo que a su vez permitiria confirmar o rectificar el modelo propuesto.
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3 OBJETIVOS

1. Evaluar el dafio producido al exponer cepas de £. cofi con diferentes capacidades de

reparacion a una fuente natural de particulas aifa.

2. Observar la participacion de diferentes genes en la reparacion de lesiones producidas

por particulas alfa.

3. Observar la participacion de diversos genes en el procesamiento de lesiones que

conduzcan a la induccion de las funciones SOS.

4. Comparar los efectos de las particulas alfa con los de la radiacion gama.



4 MATERIAL Y METODOS

4.1 Aislamiento de mutantes sensibles a tetraciclina

Para contar con el material biologico necesario se construyeron cepas de E. coli con
mutaciones en diferentes genes de reparacion, proteccion y/o recombinacion pero ademas que
tuvieran los marcadores necesarios para poder medir el grado de actividad de las funciones
SOS. Esto se realizo transfiriendo genes defectuosos de unas cepas a otra, tomando en cuenta

que tales genes llevan el marcador de resistencia a tetraciclina.

El prnimer paso consistid en el aislamiento de mutantes espontaneas sensibles a dicho
antibiotico a partir de la variante receptora PQ30 (Maloy y Nunn, 1981). Se tomé una colonia
aislada, se suspendio en caldo de Luria-Bertini (anexo I1) y se incubo a 37 °C. con agitacion
constante hasta alcanzar la fase estacionaria (16-20 horas). Este cultivo se sembré en cajas de
Petri con medio selectivo (anexo 11) y se incubd a 37 °C por 48 horas. i.a resistencia a dicho
antibiotico se debe a alteraciones que reducen la permeabilidad de la membrana al compuesto,
pero que a la vez incrementan la sensibilidad a otros agentes toxicos como el acido fusarico. El
calentamiento por autoclave desnaturaliza a la clorotetraciclina que pierde toxicidad pero no su
capacidad de promover las modificaciones en la membrana de las células resistentes a
antibtotico (Tc'). Por esta razon, al sembrar el cultivo en medio con el bactericida (acido
fusarico) solamente creceran las bacterias sensibles a tetraciclina (Ames ef af., 1985). Pasadas
fas 48 horas de incubacion se recuperaron las colonias, se purificaron, se comprobd su
sensibilidad a tetraciclina y a partir de ellas se construyeron por transduccion las nuevas cepas
usando como donadoras a aquéllas en las que aiguno de sus genes fue desactivado por la

insercion del transposon Tnl0, que confiere resistencia a tetraciclina.

4.2 Transduccion

La transduccion general mediante ¢l fago Pl (Miller, 1972) tiene la particularidad de poder

acarrear cualquier gen perteneciente a la bacteria en que se haya introducido el virus, Al final de la
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lisis, ya cuando se degrada el ADN bacteriano al tiempo que se "empaca" el del fago dentro de su
envoltura proteica, pueden introducirse trozos de dicho ADN con una longitud similar a la del
genoma def fago. Se forman asi las llamadas particulas transductantes que aun cuando no lleven
ADN del virus, conservan la capacidad de infeccion. De este modo el fragmento de ADN

bacteriano puede integrarse por recombinacion, con su secuencia homologa al nuevo hospedero.

Los transductantes se eligieron exponiéndolos al agente genotoxico mitomicina C (MMC), un
agente alquilante bifuncional que produce enlaces interbanda en el ADN y que pone en evidencia
deficiencias en los mecanismos de reparacion. Ademas de las que ya se tenian, se construyeron dos

cepas mas, una con un defecto en el gen recB y otra en el gen rech.

Una vez purificada la variante sensible a tetraciclina, se infecté con un lisado de AQ5931
(recB::Tnif) y se sembro en medio solido de Luria con ampicilina (20 pg/mi ) v tetraciclina
(10 pg/ml). Al dia siguiente se recuperaron las colonias resultantes y se probo su resistencia a
MMC. Se seleccionaron y purificaron aquellas colonias que mostraran una respuesta similar a
la cepa progenitora. Para comprobar si la sintesis de S-galactosidasa dependia de la induccion
de SOS, se midio la degradacion de lactosa en cultivos en fase logaritmica (2x10°® cél/ml) de
los transductantes seleccionados, previamente expuestos a un agente genotoxico conocido.

Para cada caso se prepard una serie de cuatro tubos de la siguiente manera:

¢ Tubo 1. Cultivo bacteriano

Tubo 2. Cultivo Hactosa (2%)
Tubo 3. Cultivo +MMC (0.8 pg/ml)
Tubo 4. Cultivo +lactosa +MMC

Cada serie se incubo a 37 °C por 16 horas y pasado este tiempo se agregaron unas gotas de
azul de bromotimol observandose la coloracion en cada tubo. El primer paso en la degradacion
de la lactosa esta a cargo de la f-galactosidasa y como producio dei metaboiismo se llega a
acido lactico que baja el pH del medio y ocastona un cambio a color amarillo al agregar azul de
bromotimol al medio de cuitivo. De acuerdo con lo anterior, se seleccionaron aquellos

transductantes que presentaran color amarillo Gnicamente en el tubo que contenia lactosa y
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MMC ya que esto indicaba que la acidificacion de! medio dependia de la degradacion de

lactosa por B-galactosidasa y que esta Gltima dependia a su vez de la induccion de SOS.

Ademas se verifico la sintesis constitutiva de fosfatasa alcalina sembrando los transductantes en
medio solido LB para que crecieran colonias aisladas. Sobre éstas se coloco un trozo de papel
filtro empapado con el substrato especifico para dicha enzima (PNPP) que al degradarse libera
un compuesto de color amarillo. Si el papel filtro se ponia amarillo al contacto con las

colonias, significaba que la enzima se producia en forma continua.

La tabia [ presenta las cepas que se utilizaron a lo largo de todo el trabajo.

Tabla 1.
CEPA GENOTIPO ORIGEN
PQ30 Foothr, deu, his. pyrD. thi, rp:zMuC’. sriz:Tnl0. rpoB. | Quitlardet & Hofnung
sfid:MuD(Ap lac?), cis. lac AU16Y, galF, galY. phoC, (1983)

P33 lgual a PQ30 pero uvr4 ibid. (1983)

OG100_ | Igual a PQ30 pero doxvR. hiuB v sin TnlQ. Goerlich er al. (1989)
IN602 | igual a PQ34 pero. zga::Tnt., recB. Eslc trabago

IN99 igual 2 OG00 pero zganTnl0, rech. Breiia el al (1998)
INI6E  Hlgual 2 QG100 pero rect:: Tnlo. ibid (1998}

IN237 | lgual a PQ30 pero rec(::Tns. ibid. (1998)

IN400 Igual a PQ30 pero rec./:: Tnl0 ibid. (199%)

4.3 Exposicion a la fuente radioactiva

De acuerdo a la metodologia anteriormente reportada (Brena er a/., 1996), a partir de cultivos
en medio solido se sembro una colonia en caldo LB con el antibitico adecuado y se incub6 a
37° C con agitacion constante durante 16-20 horas. El cultivo se diluyo 1:50 en LB y se incubd
hasta alcanzar una concentracion de 2x10° cél./mi. Nuevamente se diluyo, pero esta vez 1:25 y
en solucion amortiguadora de fosfaios pH 7 para obtener una concentracion final de 2x10°
cel./ml. Para cada dosis se tomaron 5 ml de esta suspension y se pasaron a través de una

membrana de 13 mm. eliminando la mayor cantidad posible de liquido Se midio el diametro



del empaque del dispositivo de filtracion para calcular el area en la que quedarian depositadas
las bacterias y de acuerdo con su tamafio, saber cuantas se necesitaban para ocupar toda esa
superficie. Se concluyd que 4x107 bacterias formarian una capa considerando a cada célula
como un cilindro de 1 um de didmetro por 2 um de altura. Lo anterior se corrobor6 por

microscopia electronica de barrido (figura 9).

Cada membrana se colocé sobre un disco de papel filtro Whatman N*® 3 empapado en
amortiguador de fosfatos, dentro de una placa con cuatro pozos y se expuso a un emisor de
particulas alfa a intervalos de 5 hasta 240 minutos. Se utilizo una fuente de americio (Amg4;)
cuya actividad de 100 uCi equivale a 3.7x10° desintegraciones por segundo. Los calculos de
dosis se llevaron a cabo en el Laboratorio de Trazas del Instituto Nacional de Investigaciones
Nucleares (Pérez, 2001). Pasada la exposicion se recuper6 cada membrana, se introdujo dentro
de un tubo de ensaye con 2 ml de LB y se agitd vigorosamente por 20 segundos para que se

desprendieran todas las bacterias.

I Suspension de bactu‘ias—l

Figura 9. Dispositivo de filtracién y aspecto de la capa de bacterias sobre ¢l filtro de policarbonato

Para determinar el grado de recuperacion de bacterias, se realizaron pruebas con diferentes
tipos de filtros, variando ademas el sistema de filtracion, el tiempo de permanencia de las

células sobre la membrana o el tiempo de agitacion de la membrana dentro del tubo vy
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sembrando en medio solido para determinar la cantidad de colonias. Se concluyd que
utilizando filtros de policarbonato con poro de 0.2 um, matraz Kitasato en lugar de jeringas y

agitacion con vortex por 20 segundos, se lograba recuperar el 100% de la fraccion celular.

4.4 Supervivencia

En microorganismos se considera a la supervivencia como la capacidad de cada célula de
reproducirse y formar una colonia visible en el medio de cultivo adecuado. Una vez
desprendidas las bacterias de la membrana, se tomé una alicuota, se diluy6 en amortiguador de
fosfatos, se sembro en medio LB y se incub6 a 37 °C por 24 horas. Pasado este tiempo se
conto el numero de colonias en cada caja y se calculé el porcentaje de supervivencia para cada

dosis tomando como el 100% a la cantidad del testigo.

4.5 Induccion de SOS

Para efectuar los cromoensayos, se incubo el resto de la suspension durante una hora a 37 °C,
en bafio Maria con agitacion constante. A continuacion se agregaron tres gotas de cloroformo
para romper la pared celular, se tomaron 0.3 ml y se repartieron en tubos con 2.7 ml de los
amortiguadores especificos (PO, 0.1 M pH 7 para S-galactosidasa o Tris | M pH 8.8 para
fosfatasa alcalina) (ver anexo I1). Se afiadieron 0.5 ml de cada uno de los substratos especificos
para cada enzima (e-nitrofenil-galactopiranosa para f-galactosidasa v p-nitrofenil-fosfato para
fosfatasa alcalina). Se incubaron a 37 °C hasta que se desarrolld un color amarillo y se midié
por espectrofotometria a 420 nm. La determinacion de SOS se basa en la intensidad de dicha
coloracion que es a su vez funcion del grado de actividad de ambas enzimas y cuya relacion

(factor R) se obtiene de acuerdo con la formula siguiente:

FRe Ape - gal x tf~alc

Aiznf—all‘ X lﬂ—gﬂ'



donde:

FR= Factor R

A= Absorbencia a 420 nm

B-gal = B-galactosidasa

Jf—alc = fosfatasa alcalina

t = tiempo de reaccion de cada enzima

El factor o grado de induccion de SOS (FI), se calcula al comparar los FR de las muestras

tratadas con el del testigo

Fl= _FR,

FR

donde:

FR,= Actividad SOS en iitadiados
FRy =Actividad SOS en testigo sin irradiar

Finalmente se calcula la potencia de inductora de SOS (SOSpi) definido como la pendiente de

la curva en la region en que la relacion dosis respuesta es lineal (Quillardet y Hofnung, 1985).



5 RESULTADOS

La figura 10 muestra la supervivencia de las distintas cepas de [.. coli expuestas a dosis
crecientes de radiacion «. Con excepcion de d;os, en todas ellas se aprecian dos pendientes la
primera de tipo lineal que va de 0 a 112Gy, muy cercana a la DL, (definida como la dosis a la
que sobrevive el 37% de la poblacion inicial) y a partir de este punto la segunda, que es
exponencial. Desde el inicio las cepas IN99 ¢ IN602 presentan una caida exponencial pues

ambas son deficientes en el gen recB por lo que cada ruptura representa un evento letal.

Tabla I Valores de DL;,, de pendiente y porcentaje de supervivencia a la dosis mas alta*.
En el intervalo de 0 a 112 la respuesta aun es lineal, mientras que de 112 a 336 la relacion
es logaritmica.

Cepa DL;- Pendiente Porcentaje de
supervivencia
0-112 Gy 112-336 Gy a 336 Gy

PQ30 wr 131.24 -0.4691 0.01234 2.60
PQ33 uvrd 117.46 -0.5406 0.01243 2.40
IN237 rec() 113.00 -0.5540 0.01434 2.00
IN4QO rec 88.791 -0.6350 0.01295 2.00
IN602 recB 37.04 0.2684 0.02684 0.04
OGI00 oxyR 95 48 -0.6142 0.01686 6.70
IN164 oxyR rect 86.62 -0.6440 0.02065 0.30
IN99 oxyR recB 37.04 0¢.02713 0.02713 0.04

En IN602 ¢ IN9Y este iltimo sc extrapolé de acuerdo con la pendiente. va que debido al niimero
limitado de bacterias que sc requeria para los ensavos. a la dosis mas alia va no sobrevivia
ninguna colonia.

En la tabla 11 se muestran las DL, las pendientes y los porcentajes de supervivencia a la dosis
mas alta, para cada una de las cepas. Se observa que a partir de 112 Gy tanto OGI100 como

[IN164, presentan pendientes mas pronunciadas que las del £rupo mas resistente.
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Figura 10. Supervivencia de las diferentes cepas a la
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Figura 11. Cinética de actividad de SOS para PQ30. Se muestran los
cocientes de las unidades de actividad enzimatica en bacterias irradiadas y
no irradiadas.

La actividad SOS es un evento temporal asi que para asegurar la mayor sensibilidad es
necesario establecer el tiempo que requiere para alcanzar su nivel optimo. Como anteriormente
se explicd, SOS se determina tomando en cuenta la relacion entre dos enzimas una cuya
actividad es constante (f~alc) y la otra temporal (#—gal). Se irradiaron las bacterias a una sola
dosis (50 Gy) y se incubaron durante tres horas a 37 °C. A intervalos de 15 minutos se tomo
una muestra y se calculo la actividad de las dos enzimas en funcién de ia absorbencia a 420 nm.
El cociente entre ambas indica el grado de actividad SOS, que en todas las cepas alcanza su
nivel maximo transcurrides 6C minuios a partir de la irradiacién. Como se aprecia en la figura
I'1 la actividad de B-gal aumenta con el tiempo mientras que la de fosfatasa alcalina permanece

estable.
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Figura 12. Respuesta SOS de las diferentes cepas de E. coli
expuestas a radiacion alfa. Cada punto representa el promedio de
por menos tres experimentos.

El nivel que alcance SOS es funcién tanto del daio producido como de los distintos genes
defectuosos en sistemas de proteccion o de reparacidn, como se aprecia en la figura (2 yen la
tabla lII. Esta ultima incluye tanto las potencias inductoras de SOS como las dosis de doblaje,
que es la dosts de radiacion necesarnia para duplicar la tasa espontdnea de transcripcion,

minimo aceptable para considerarse como significativo.

En las cepas deficientes en el sistema de proteccion controlado por exyR, la actividad SOS

aumenta con la dosis, mientras que las que tienen ¢l gen funcional alcanzan un nivel maximo a
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56 Gy y en el caso de IN602 a los 112 Gy. Tanto en PQ33 uvrA como en OG100 oxyR la
respuesta fue mayor que en PQ30, ya que en ellas la dosis de doblaje es la més baja a la vez
que ¢l SOSpi es mayor (tabla IIT). En los mutantes con defectos en genes de recombinacion el
nivel de actividad SOS tiende a ser menor al compararlo con el de la cepa silvestre,
especialmente IN237 recO que apenas hasta los 14 Gy llega a duplicar el nivel basal de

transcripcién y en concordancia con esto su valor SOSpi es el mas bajo de todos.

Tabla II. Dosis de doblaje (DD) y potencia
inductora de SOS (SOSpi)

Cepa DD (Gy) SOSpi
PQ30 wt 4.00 0.25
PQ33 uvrd 3.03 0.33
IN237 recO 14.28 0.07
IN4QQ recd 10.00 0.10
IN602 recB 6.66 0.15
OG100 oxyR 3.70 0.27
IN164 oxyR, rec/ 6.25 0.16
IN9Y oxyR, recB 7.14 0.14
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6 DISCUSION

El efecto dafiino de la radiacién se puede evaluar de acuerdo con dos parimetros: la
supervivencia y la activacién de las funciones SOS. Se podria pensar que ambos indicadores
son coincidentes, esto es a mayor letalidad mayor activacién de SOS. Sin embargo al comparar
la grafica de supervivencia con la de SOS (figuras 10 y 12 respectivamente), se obscrva que
esta premisa no siempre se cumple. Esto probablemente se deba a que el daiio letal es diferente
a aquel que da lugar a SOS ya que como se sabe, la principal responsable de la muerte celular
es la ruptura doble, mientras que para que se induzca SOS, solamente se requiere ADN de una

hebra.

6.1 Supervivencia

La muerte celular depende de dos factores: el primero es la probabilidad de que la radiacién
incida sobre las células, evento totalmente aleatorio; el segundo es la manera como las células
respondan a esa agresion. La figura 10 refleja la contribucion de los genes defectuosos a la
supervivencia de las diferentes cepas irradiadas. Se nota que casi todas las curvas presentan de
0 a 112 Gy, una relacién lineal cuya pendicnte refleja la mayor o menor importancia de los
distintos mecanismos de reparacién. Las excepciones son IN99 e IN602, ambas deficientes en
recB en las que la poblacion disminuye de manera logaritmica lo que indica, al no haber
reparacion del daiio y de acuerdo con la teoria del blanco (ver anexo I), que la muerte en estas
cepas es un evento que depende de que la radiacion incida, por lo menos una vez sobre cada
célula. Tanto las pendientes como las DL3; en dichas cepas enfatizan la importancia que tiene
el gen recB en la supervivencia. La enzima RecBCD es la principal responsable de la
recombinacion homologa en k£ cofi (Kuzminov, 2000), ademas de ser esencial en la
reparacion de rupturas dobles (Sargentini y Smith 1985; Krunoslav ef al., 1991). La excesiva
sensibilidad de las cepas deficientes en este gen, confirma que las rupturas dobles que

permanecen sin reparar dan por resultado la muerte celular.
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Los valores de pendiente y los de DL3; demuestran que tanto OG100 oxyR como IN164
oxyR,recJ tienen cierta sensibilidad, lo que resalta en primer lugar, la importancia de la
proteccion contra agentes oxidantes representada por oxyR y en segundo tugar el papel de recJ
en la reparacion de las RDB’s (Dianov ef al., 1994; Thoms y Wackelnager, 1998; Friedman y
Cohen, 1998; Viswanathan y Lovett, 1999). Como la muerte celular se debe a rupturas dobles
no reparadas, se infiere que parte de ellas se producen por efecto indirecto dc la radiacién alfa
al generar gran cantidad de radicales, en su mayoria producto de la radidlisis del agua. En una
bacteria con sistemas de proteccidén intactos, gran parte de esos radicales se elimina o
neutraliza antes de que llegue a reaccionar con el material genético, pero al estar defectuoso el
regulon oxyR, se pierde parte de esta proteccion y como ademas los radicales estin
concentrados en un drea limitada, la probabilidad de que ocurran RDBs por coincidencia de

lesiones en bandas opuestas del ADN, es mucho mayor que en el caso de la radiacién dispersa.

El mutante doble exyR,recJ presenta una pendiente mayor que la del sencillo oxyR, lo que
hace suponer que en algunos casos el producto de recJ puede ser necesario para reconocer y
modificar un cierto tipo de RDB, por gjemplo rupturas con extremos disparejos, para que la
enzima RecBCD pueda [levar a cabo la reparacion por recombinacién como se describe en la
figura 6 y segin lo propuesto por diferentes autores (Corrette-Benett y Lovett, 1995;
Friedman-Ohana y Cohen, 1998). En vista de que RecBCD solamente identifica los extremos
romos de las RDB, serd necesario que los que tienen disparidades se modifiquen para que
dicha enzima los pueda reconocer. Se cuenta con evidencias de que la proteina ReclJ, que
degrada ADN de una banda en direccién 5°-3°, puede llevar a cabo esta labor (Thoms y
Wackelnager, 1998; Friedman y Cohen, 1998, Viswanathan y Lovett, 1999). Los datos
sugieren que la defictencia en oxyR en IN164 da por resultado mayor nimero de lesiones,
muchas de las cuales pueden finalmente traducirse en rupturas dobles disparejas que a su vez

necesiten ser procesadas (por Recl, por ¢jemplo) para servir de substrato a RecBCD.
Al comparar la letalidad producida en PQ30 y OG100 por dos tipos de radiacién ionizante

(tabla IV), se nota que las DL;; por alfa son menores a las de gama. Una forma de comparar

los diferentes tipos de radiacion es mediante el calculo de la eficacia bioldgica relativa, cs
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decir la dosis necesaria para producir el mismo efecto. Se tom6 como referencia la DL37 de
radiacion gama en PQ30 que por ser la tinica que no tiene defectos en genes de proteccion o
reparacién permite comparar a los dos tipos de radiacién ionizante. En este sentido se
determind que a las condiciones experimentales en las que se trabajé que como se esperaba la
EBR de las particulas alfa es de 2.449 con relacién a los rayos gama. Este factor no se observa
en los demds mutantes, especialmente los que tienen defectos en los genes rec, ya que eslas
deficiencias enmascaran las diferencias entre los distintos tipos de radiacion. En tales mutantes
(recB y en menor grado recJ y recQO) incapaces de eliminar total o parcialmente el dafio letal,
basta solamente una ruptura doble no reparada para que la célula muera, asi que aunque haya

muchas RDB, la mayoria serian redundantes y por tanto no modificarian el resultado final.

Tabla 1V. Comparacion entre los valores de DL;; obtenidos con particulas alfa y
rayos gama (Brefia y Serment, 1998)

Cepa | Particulas alfa Rayos

gama
PQ30 131.24 321.36
PQ33 117.46 103.87
IN237 81.00 78.14
IN400 88.59 88.37
IN602 34.78 32.02
OG1006 95.48 165.27
IN164 86.62 85.50
IN99 29.86 16.64

6.2 Respuesta SOS

La interpretacion de los resultados en cuanto a la magnitud de la respuesta SOS es mas
compleja pues en conjunto son el producto de diversos factores. De las graficas que ilustran el
grado de activacidn del sistema, se desprenden aspectos intercsantes. En primer tugar, en todas
se alcanza una saturacion a 56 Gy, a excepcion de las bacterias con el defecto en oxyR, en las
que la actividad continta aumentando en funcién de la dosts de radiacidn. Aqui se pone de

manifiesto la importancia de los radicales generados por la radiolisis del agua como causantes



de dafio genético. En las condiciones de experimentacion utilizadas, 56 Gy equivalen a 40
minutos de exposicién, tiempo suficiente para que se active oxyR y aumenten los niveles de
las proteinas reguladas por dicho gen. Al parecer lo que estimula al sistema es el aumento en la
concentracion de peroxido de hidrégeno intracelular (Zheng ef al., 1998) ya que hasta donde se
sabe, las enzimas de este regulén no atrapan radicales libres directamente sino que eliminan el
excedente de perdxidos. A través de la radidlisis del agua se produce H,0,, ya sea por reaccion
directa entre dos radicales OH™ ¢ indirectamente via las superéxido dismutasas. Si no se
elimina el H,O; se corre el riesgo de que ingrese al ciclo de Fenton y por mediacién de metales
de transicién (cobre o fierro) se generen mas radicales hidroxilo que a su vez reaccionarian con
el matenal genético. De ahi que las cepas carentes de esa proteccion incapaces de eliminar el
exceso de H;O, parecen tener una mayor cantidad de lesiones, como se refleja en las curvas de
dosis/respuesta de OG100 oxyR, IN164 oxyR recJ y en menor grado de IN99 oxyR,recB. En
los experimentos con rayos gama no se notd ninguna diferencia seguramente porque la razon
de dosis de la fuente emisora era 10 veces mayor y se requerian periodos de exposicion mucho

mas cortos lo que era insuficiente para estimular a este sistema de proteccion.

Otro aspecto a considerar se refiere a las potencias de induccion SOS en el intervalo de 0 a 56
Gy. De todas las cepas estudiadas, sélo el de PQ33 uvrA supera al de la silvestre PQ30. Los

SOSpi de las demas son menores, hasta llegér al de IN237 recO que es el mas bajo.

El nivel que alcancen las funciones SOS depende del total de lesiones al ADN, factor que a su
vez esta determinado por la eficacia de los sistemas de proteccion, de reparacion y finalmente
por la necesidad de procesamiento previo en algunos casos. Cuando algin mecanismo de
reparacidon no estd funcionando en forma adecuada, aumenta la cantidad de lesiones
susceptible de inducir SOS, como puede confirmarse por la disminucidn en la dosis de doblaje
asi como por una mayor potencia inductora de SOS en PQ33. Anteriormente se pensaba que la
escinucleasa UvrABC no tenia mayor relevancia en la recuperacién 2l dafo por radiacion
ionizante, pero diferentes autores han comprobado que también es capaz de reconocer y
reparar bases oxidadas (Lin y Sancar, 1989; Kow ef a/., 1990; Roldin- Arjona y Sedgwick,

1996; Kuipers er al., 1999; Kuipers et al., 2000). Los resultados aqui presentados confirman la

36



importancia del sistema de reparacién por escisién de nucleétidos pues de todas las cepas,

PQ33 es la que tiene la mayor sensibilidad.

Si bien uvrA representa una contribucién significativa en la reparacién del dafio, los
resultados indican que también recJ es importante para la eliminacién de bases oxidadas,
como lo muestra la respuesta del mutante doble oxyR,rect en el que la actividad SOS
continia aumentando en funcién de la dosis de irradiacién (figura 12). De aqui se deduce que
la falta de actividad de oxyR no sélo propicia que se acumule mas dafio sino que para eliminar

al menos parte de ese dafio, es necesaria la intervencidn de la exonucleasa Recl.

Finalmente est la posibilidad de que ciertas lesiones solamente conduzcan a la activacion de
SOS si son previamente modificadas. Lo anterior se deduce del comportamiento del mutante
IN237 recO en el que la potencia de induccion de SOS es menor al de todas las demas cepas
incluyendo a la silvestre que cuenta con todos sus sistemas de proteccién y de reparacion,
activos. La participacion de recO en el procesamiento de las lesiones conducente a la
activacion de SOS ya habia sido propuesta anteriormente (Whitby y Lloyd, 1995; Hedge ef «l.,
1995). Se supone que cuando el producto de este gen, que es a su vez parte de un complejo
proteico llamado FOR no funciona, RecA no puede a desplazar a la proteina SSB con la cual
cornpite por las regiones de ADN de una banda y en consecuencia no puede haber la unién
RecA-ADN (ver figura 6). Como resultado de todo esto la actividad de dicho regulén se inhibe
casi por completo (Umezu y Kolodner, 1994; Hedge er al., 1995; Whitby y Lloyd, 1995; Brefa
y Serment, 1998).

Todo lo anterior indica que cuando oxyR funciona en forma normal, el sistema controlado por
este gen climina una parte de los peréxidos antes de que actien sobre el ADN, con lo que se
reduce la cantidad de lesiones y con ello la probabilidad de que se produzcan en sitios cercanos
entre si, de tal modo que el total de RDB es menor. Sin embarge, la proteccidn no es iotal y se
producen lesiones dispersas a lo largo de la molécula de ADN. Una buena parte de eslas
lesiones sucede en las bases, que al ser eliminadas por diversas endonucleasas, dejan huecos

en la molécula (Viswanathan y Lovett, 1998, Cox, 1998). En este punto se reflejaria la
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importancia del gen reeJ para ¢l procesamiento de lesiones previo a la induccion de SOS. La
enzima Rec] puede reconocer los huecos en ¢l ADN dejados por una endonucleasa o bien
huecos dejados por la polimerasa y a partir de ahi degradar una de las hebras del ADN
(direccién 5°-3°) agrandando el hueco y permitiendo de este modo la entrada de polimerasas
para reparar este tipo de lesiones (Dianov ef al., 1994; Viswanathan y Lovett, 1998). Al no
estar presente el producto de recJ estas rupturas permanecerian por mas tiempo lo que va
propiciando la iniciacion de la respuesta. Dado que la ausencia de oxyR permite que se
produzca una mayor cantidad de oxidaciones en el ADN, habra también mayor cantidad de
huecos, lo que a su vez explica que la actividad SOS en el doble mutante recJ,oxyR sea mayor
que en las demas cepas incluyendo la silvestre. Por ultimo en el caso de IN400 recJ la
deficiencia en este gen impediria que se lleve a cabo el procesamiento de las rupturas dobles
que induciria a SOS con lo que disminuye la respuesta tal como se habia propuesto

anteriormente.
6.3 Modificaciones al modelo propuesto

El objetivo principal de este trabajo era el aportar evidencias que apoyaran ei modelo basado
en los resultados con radiaciéon gama, que planteaba la intervencion conjunta de los productos
de recd y recO para el procesarmento de RDB necesario para la induccion de SOS (Brefia y
Serment, 1998). Se decidié utilizar un upo de radiacion ionizante que produjera mayor
cantidad de RDB’s para que fuera mas evidente la presunta necesidad de que dichos genes
intervinieran. Aunque los resultados confirman la hipotesis en forma parcial, al mismo tiempo

dirigen las cosas hacia otra direccion.

Es evidente que recB es esencial para la reparacion de RDB (figura 10), sin embargo su
influencia en la activacion de SOS, s1 es que la hay, es minima lo que apoya el supuesto de que
las rupturas dobles en su mayoria se eliminan directamente por recombinacion v séle algunas
que por alguna razon fueran inaccesibies a la enzima RecBCD podrian dar lugar, previa

modificacion, a la activacion de SOS.
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En cambio el gen uvrA, que es responsable al menos parcialmente, de la reparacién de bases
dafiadas que a su vez parecen ser el principal dafio conducente a SOS, no es particularmente
relevante para la supervivencia pero en su defecto aumenta notablemente el potencial de
induccién SOS. Ademas este dafio consiste de bases oxidadas, segun se deduce de la marcada
diferencia entre la actividad SOS de las cepas que tienen el gen oxyR funcional y aquéllas

deficientes en dicho sistema.

A pesar de que en el mutante sencillo recJ hubo disminucion de la respuesta SOS, el hecho de
que cl doble mutante oxyR,recJ sea el que presente el nivel mas alto de SOS, contradice la
idea de que la principal actividad de la enzima RecJ sea el procesamiento o la modificacion de

RDB conducente a la activacion de la respuesta SOS.

Cabe suponer entonces que la ausencia de oxyR daria por resultado una mayor cantidad de
dafio conducente a SOS, que consistiria principalmente de bases oxidadas ya que las RDB se
eliminarian por otra via. Tomando en cuenta el papel de Rec] dentro del proceso de
eliminacion de bases dafiadas (Viswanathan y Lovett, 1998; Friedman y Cohen, 1998) esta
funcidn pasaria a ocupar un primer plano mientras que el del procesamiento de RDB (Brefa y
Serment, 1998) seria de menor importancia. En estas circunstancias la suma de dos

deficiencias (oxyR y recJ) explica el incremento en SOS que presenta la cepa IN164.

Por su parte la disminucién de la actividad de SOS en ausencia del gen recO reafirma lo
sugerido anteriormente sobre la importancia de este gen en los procesos previos a la induccion
de esta via (Umezu y Kolodner, 1994; Hedge et al., 1995;Whitby y Lloyd, 1995; Brefia y
Serment, 1998). En el esquema de la figura 13 se representa el dafio al ADN expresado en
rupturas de una o dos bandas y lesiones en las bases. Si oxyR esta funcionando, la proporcion
entre RBS. RDB’s v dafio en las bases se mantendria relativamente constante pero en su
En el

H

defecto aumentaria la proporcion de lesiones en las bases, especialmente oxidaciones.
primer caso, la contribucion relevante de recJ seria la modificacion de RDB’s para ser

reconocidas por RecA e iniciar la respuesta SOS. En el segundo, su papel principal seria en
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Figura 13. Esquema que explica con base en los resultados obtenidos e} papel de
recJ en ausencia o presencia del sistema de proteccidn controlado por oxyR.
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calidad de exonucleasa que alargara los huecos formados por las endonucleasas AP a fin de
facilitar la entrada de la polimerasa I que finaliza el proceso REB. Asi se observa que en IN400
rect, la carencia del gen daria por resultado la disminucién de SOS, mientras que en IN164
rec/,oxyR el aumento en las bases oxidadas aunado a una menor eficiencia en su eliminacién,
resultaria en el incremento de la respuesta. Cabe aclarar que los resultados aqui esquematizados
si bien apoyan el presunto papel de rec. en el procesamiento de RDB’s enfatizan también su
participacién en la reparacion de bases oxidadas. Ademas se incluye a rec@) en la disposicion
del ADN de una hebra para la union de RecA como parte final del proceso previo a la

activacion de SOS.

6.4 Relevancia de Ias funciones SOS en Escherichia coli.

Cuando Radman propuso la existencia del sistema SOS de Fscherichia coli penso que éste era
el ultimo recurso de la bacteria para sobrevivir al daiio en el material genético. Su hipotesis se
baso en investigaciones donde se comprobaba que £.. coli puede reparar una buena cantidad de
dimeros de pirimidina siguiendo diferentes rutas: la fotorreactivacion, la reparacion por
escision, la recombinacion y finalmente, otro mecanismo que entonces se conocia como
reactivacion W, que requeria sintesis proteica de novo y que se encargaba de los dimeros que
escaparan a los demas procesos. El resultado final era una mayor supervivencia asi como un
aumento en la frecuencia de mutaciones. De ahi se propuso a SOS como sistema de respaldo

que ayudaba a enfrentar las lesiones cuando los demas mecanismos eran ya suficientes.

Como se menciono antes, puede haber una gran diversidad de lesiones, sin embargo SOS, que
para la bacteria representa un gran gasto energético, solamente se activa ante regiones de una
sola hebra y en situaciones especiales Esto sugiere que la respuesta depende de que otros
mecanismos generen este tipo de estructuras de tal modo que independientemente del tipo de
dafio en el ADN, este sera reparado o modificado por los sistemas que esién disponibles, antes

de que finalmente se activen dichas funciones.
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Todo lo anterior hace pensar que las funciones SOS no son solamente un sistema de reparacién
sino que su importancia va mas alld. En éste y en otros trabajos (Sudrez, 1997; Brefia y
Serment, 1998) se ha observado que no parece haber una relacién directa entre la induccion de
las funciones SOS y la supervivencia a diversos agentes incluyendo a la radiacién, lo que
sugiere que dicho sistema, a pesar de que involucra mecanismos de reparacién y tolerancia, no
representa un papel primordial que evite la muerte celular. Recientemente se ha propuesto la
idea de que la importancia real de las funciones SOS radica en el aumento en la frecuencia de
mutaciones como una alternativa para aumentar la variabilidad genética y de este modo
incrementar las probabilidades de sobreponerse a las condiciones adversas del entorno

(Radman, 1999, Friedberg y Gerlach, 1999).
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ANEXO I
Teoria del blanco

La teoria del blanco, propuesta en la década de los 30°s por Crowthers, Timoféeff-Ressovsky y
Delbriick establece que la produccién de ionizaciones en o muy cerca de una molécula o
estructura (blanco) es responsable del efecto que se estd evaluando. A la produccién de un
evento se le conoce como golpe. Esta teoria se aplica en estudios de supervivencia o inhibicion
de crecimiento. En una forma simplista la teoria del blanco establece que un golpe es

sufictente para producir un evento en una poblacion celular.

Al realizar experimentos de supervivencia de microorganismos a dosis crecientes de radiacion

ionizante s¢ obtiene una grafica de este tipo:

Fraccidén de sobrevivencia

i M 1 L |

0 100 200 300
Dosis (Gy)

Se observa que si una dosis X que mata al 50% de la poblacién se duplica no mata al 100% de

las células, sino que elimina al 50% de la poblacion restante. Un nuevo incremento en la dosis
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matard del mismo modo al 50% de las células restantes y asi sucesivamente. El nimero de
organismos muertos por incremento de dosis no es igual pero la proporcién de la poblacién
que s¢ elimina por dicho incremento de dosis si lo ¢s. Se observa pues una relacién de dosis
respuesta de tipo exponencial que implica una disminucion geométrica de la poblacion por
unidad de dosis recibida. Si estos datos de supervivencia en la figura anterior se grafican en

escala semilogaritmica se obtiene una linea recta:
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Esta curva se ajusta a la ecuacion:
kD

S=e-
en donde

8= fraccion de supervivencia después de una dosis D
e=base de logaritmo natural
k= constante de proporcionalidad que corresponde a la pendiente de la curva.

Esta ecuaciéon también se puede expresar de la siguiente manera:
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InS=-kD
Para explicar esto se puede hacer una analogia: consideremos a una caja con 16 divisiones
como la poblacién celular. Si se arrojan 8 pelotas al azar en esa caja 50% de las divisiones
quedaran ocupadas por una pelota. Si se arrojan 8 pelotas mas, no necesariamente ocuparan el
50% restante de la caja, sino que algunas pelotas quedaran en una divisiéon que ya cstaba
ocupada, de modo que lo mas probabie es que se ocupe solo el 50% de las divisiones que
estaban vacias. Cada subsiguiente grupo de ocho pelotas reducira la poblacion restante en un

50%.

@ @
@ @ 0] ®
@ @
® 0] O] @ 0] 0]
@
@ ®
@ @ ®
@ @ @ )
Primera exposicién Segunda exposicion

Después de la segunda “exposicion” quedaron solamente 4 celdas sin recibir ninguna pelota, 4
recibieron s6lo una pelota y el resto recibio dos. Para calcular cuantos blancos recibieron uno,
dos tres 0 mingun impacto se aplica la férmula de Poisson:

uon
¢ u

Pufa) =

n!

Cuando a=1

o

PI‘J =
n!
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Cuando el promedio (@) de golpes por blanco es 1, esto es, cuando la cantidad de impactos es

igual a la cantidad de blancos, la poblacién queda de la siguiente manera:

37% no recibe ninglin impacto ¢ &0t = ¢Y/1 = 0.37)

37% recibe un solo impacto (e/11=¢'/1=037)

18% recibe dos impactos (e'n2t=¢'2=0.18)
6% recibe tres impactos (e'/3! = €16 = 0.06)
etc.

Asi pues cuando el promedio de golpes por blanco es 1 va a sobrevivir el 37% de la poblacion,
de modo que la relacién hasta este punto es lineal. En la practica se hace lo inverso: a partir de
una grafica se determina la dosis a la que sobrevive el 37% de la poblacion (DLi7) v

generalmente se da como un parametro de sensibilidad de un grupo de células determinado.
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ANEXO I

Medios de cultivo y amortiguadores

g Caldo de Luria*

Clorure de sodio 10g
Extracto de levadura 5g
Bactotriptona 10g
Agua bidestilada 1L

0 Agar de Luria*

Cloruro de sodio 10g
Extracto de levadura S5¢
Bactotriptona 10g
Agar bactenologico 12g
Agua bidestilada IL

0 Medio selectivo para mutantes sensibles a tetraciclina*

agarosa 12¢g
triptona 10g
extracto de levadura 5g
cloruro de sodio 10g
glucosa 0.2%
NaH,PO, H,0 10g
clorotetraciclina-HCl 20 pg/mi
acido fusarico 12 pg/ml
cloruro de zinc 20mM 0.5 ml
Agua bidestilada 1L



0 Amortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7.4*

NaHPO,.H,0 (0.2 M) 120 mi
Na,HPO, (0.2 M) 880 ml

a Amortiguador B (para B-galactosidasa)

Na,HPO, 16.1g
NaH,PO, 55g
KCt 075¢
MgSO, HO 025¢g
SDS lg
S-Mercaptoetanol 27 ml

Seajustaa pH 7 y se aforaa | L

O Amortiguador P (para fosfatasa alcalina)

SDS lg

Se ajustaa pH 8.8 yse aforaa | L






