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Abreviaturas

53BP1 Proteina de unién a p53-1
5meC 5-metilcitocina
5-OHU 5-hidroxiuracilo
6-4PP 6-4 Pirimidin pirimidona
8-0x0A 8-ox0-7,8-dihidro-2’-desoxiadenosina
8-0x0G 8-0x0-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina
AID Desaminasa de activacion inducida
AP Apurinicos/Apirimidinicos
APE1 AP endonucleasa-1
APOBEC Polipéptido catalitico de la enzima apolipoproteina B mRNA editora
ATM Proteina ataxia telangiectasia mutada
ATR Proteina ataxia telangiectasia relacionada a Rad3
BER Reparacion por escision de bases
BRCA Gen de suceptibilidad a cancer de mama 1
CAK Complejo de la cinasa activadora de CDKs
CDK Cinasas dependientes de ciclinas
CHK1/CHK2 Cinasa de punto de monitoreo 1/2
CPDs Dimeros de ciclobutano pirimidina
CSR Recombinacion de cambio de clase
DDR

Respuesta al dafio en el ADN




DNA-PK

Proteina cinasa ADN-dependiente

dRP Desoxirribosa fosfato

DSB Rupturas de cadena doble

ECC Células de carcinoma embrionarias

EGC Células germinales embrionarias
EpiSC Células troncales de epiblasto

ESC Células troncales embrionarias

Exol Exonucleasa 1

FANCM Proteina Fanconi anemia, grupo de complementacién M
fapyA 4,6-diamino-5-formamidopirimidina
fapyG 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina
FEN-1 Endonucleasa flap-1
GG-NER Reparacién global del genoma por escision de nucleétidos

Gy Gray

HRR Reparacién por recombinacién homoéloga

HSC Células troncales hematopoyéticas

ICL Entrecruzamientos intracatenarios

InCL Entrecruzamientos Intercatenarios

IP6 Inositol-6-fosfato

IR Radiacion ionizante

LET Transferencia lineal de energia
MDC1 Proteina de punto de monitoreo mediadora del dafio al ADN




MGMT O%-metil guanina metil transferasa
MGMT O%-metilguanina-DNA metiltransferasa
MMR Reparacion de errores de apareamiento
MRN Complejo MRE/RAD5S0/NBS1
MSC Células troncales mesenquimales
MuSC Células troncales multipotentes
NADPH Dihidronicotinamida adenina dinucleotido fosfato
NEIL Proteinas parecidas a la endonucleasa VIli
NER Reparacion por escision de nucledtidos
NHEJ Reparacion por unién de terminaciones no homélogas
NSC Células troncales neurales
NTLH Endonucleasa parecida a la NTH
Of-alquilG Of-alquilguanina
O’-alquilG N’-alquilguanina
0GG1 8-0x0G ADN glicosilasa 1
PARP Poli (ADP-ribosa) polimerasa
PCNA Antigeno nuclear de proliferacion celular
PIKK Familia de cinasas relacionadas a fosfatidilinositol 3- cinasa
PNKP Fosfatasa de la polinucleotido cinasa




PSC

Células troncales pluripotentes

ROS Especies reactivas de oxigeno
RPA Proteina de replicacion A
SB Rupturas de cadena del ADN
SC Células troncales
SDSA Alineamiento de cadena dependiente de sintesis
SHM Hipermutacion somatica
SSADN ADN de cadena sencilla
SSB Ruptura de cadena simple
TC-NER Reparacién por escisién de nucleotidos acoplada a la transcripcion
TFIIH Factor de transcripcién basica IIH
Tg Timinglicol
ubDG Uracilo-ADN-glicosilasa
uv Luz ultravioleta
uUv-DDB Proteina de unién a ADN dafiado por UV
WT Wild type (secuencia silvestre)
XP Xeroderma pigmentosum
XRCC 1 X-ray cross complementing protein 1

Todas las abreviaturas de su raiz en inglés
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1. Planteamiento del problema.

La informacion genética de todo ser vivo esta constantemente bajo la agresion de
moléculas reactivas las cuales son producto de factores endoégenos como, la
respiracion mitocondrial, la respuesta inflamatoria, etc., y ambientales/exdgenos en
forma de agentes fisicos, quimicos y biolégicos, los cuales incluyen luz ultravioleta
(UV), radiacién ionizante (IR), metales pesados, compuestos volatiles y farmacos, entre

otros[1].

Se ha estimado que aproximadamente 10° lesiones al ADN por célula son producidas
diariamente en el genoma de mamiferos por el decaimiento espontaneo de las bases
nucleotidicas, el metabolismo celular y errores durante el proceso de replicacién, de las
cuales alrededor de 10* son oxidacion de bases y rupturas de cadena simple (SSBs por
sus siglas en inglés) [2]. Las principales lesiones enddgenas, también llamadas
lesiones espontdneas al ADN, son causadas por la desaminacion de citosina
formandose uracilo (o metil-citosina formandose timina), pérdida de purinas/pirimidinas
gue generan sitios abasicos y por especies reactivas de oxigeno (ROS), estas ultimas
no solo producen rupturas de cadena directamente sino también al menos 20 tipos
diferentes de dafio a bases del ADN [3]. Una gran cantidad de lesiones por oxidacién y
sitios apurinicos/apirimidinicos (AP) pueden ser citotoxicas o mutagénicas de no ser

reparadas.

Por otra parte, en el contexto de dafio por radiacion ionizante (RI), la ausencia de
reparacion de rupturas de cadena doble (DSBs) puede contribuir a senescencia celular

y otras alteraciones celulares [4]. Mientras tanto, la irradiacibn con UV genera
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alteraciones de la estructura tridimensional de la molécula de ADN a partir de dos

bases de pirimidina adyacentes [3].

Los efectos aditivos tanto de persistencia del dafio al ADN como de una reparacion
ausente o ineficiente han sido etiologicamente implicados en una gran cantidad de
enfermedades, particularmente cancer y desordenes neurologicos tanto hereditarios
como adquiridos incluyendo Alzheimer, Parkinson y Huntington asi como en el

envejecimiento [2].

Por lo tanto, para mantener la integridad y funcién adecuada del genoma, la célula
requiere de mecanismos competentes para la respuesta al dafio en el ADN (DDR), la
cual consiste en escanear, detectar y reparar estos eventos. Los principales
mecanismos de reparacion por escision encargados de reparar bases dafiadas o
incorporacion de bases erréneas y distorsiones tridimensionales en el ADN son:
Reparacion por Escision de Bases (BER), Reparacién por Escision de Nucleétidos
(NER) y Reparacion de Errores de Apareamiento (MMR); ademas de dos mecanismos
encargados de las lesiones que involucran las dos hebras del ADN, entrecruzamientos
intracatenarios (ICLs) o DSBs, la reparacion por uniéon de terminaciones no homoélogas
(NHEJ) y reparacion por recombinacion homéloga (HRR) [5]. Los mecanismos de
reparacion del ADN, involucran proteinas especificas dependiendo de la lesion, la fase

del ciclo celular y el tipo celular.

En particular las células troncales (SC) tienen la habilidad de auto-renovacion y el
potencial de diferenciarse en diversos tipos celulares; esto ultimo dependiendo de si se

trata de células troncales pluripotentes (PSC) las cuales pueden diferenciarse en los
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aproximadamente 200 diferentes tipos celulares presentes en el cuerpo humano. Estas
se subdividen en células troncales embrionarias (ESC), células de carcinoma
embrionarias (ECC), células germinales embrionarias (EGC), células troncales de
epiblasto (EpiSC) y células troncales pluripotentes inducidas (iPSC); a excepcion de
las IPSC todas las PSCs son de origen embrionario. También estan las células
troncales multipotentes (MuSC) subdivididas en células troncales hematopoyéticas
(HSC), células troncales neurales (NSC) y células troncales mesenquimales (MSC) las
cuales tienen restringido el potencial de diferenciacion a familias celulares de

parentesco cercano.

Generalmente las SC muestran una alta capacidad de reparaciéon de ADN, la cual
disminuye con la diferenciacion. Ademas, permanecen preferencialmente en la fase GO
del ciclo celular, lo cual minimiza la probabilidad de errores en la replicacion. Asi
mismo, en este estado se reduce la taza metabdlica y por lo tanto hay una menor

cantidad de mitocondrias que conlleva a una produccion reducida de ROS [6].

La integridad del material genético recae en gran medida en los mecanismos de
reparacion del ADN, los cuales operan en coordinacion con la maquinaria del ciclo
celular. Actualmente el entendimiento de la funcionalidad de los mecanismos de
reparacion del ADN es un area con muchas incognitas que se ha ampliado con la
reciente investigacion en regeneracion tisular mediante el uso de células troncales asi
como su relacién entre dafio al ADN, enfermedades degenerativas, envejecimiento y

cancer. Por lo anterior, es indispensable disponer de un compendio de la informacion,




Dafio al ADN, mecanismos de reparacion y variaciones tras la diferenciacion partiendo de células troncales
humanas.

organizado de manera légica que facilite la comprension del tema y ayude al disefio de

estrategias experimentales innovadoras para profundizar mas en esta area.
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2. Objetivo.

Realizar una investigacion bibliografica de los ultimos 5 afios, acotada a las bases de
datos PubMed y ScienceDirect, que nos permita describir los principales agresores del
ADN vy sus efectos, asi como establecer un panorama actualizado de los sistemas
encargados de mantener la estabilidad gendmica y discutir como estos se modifican

tras la diferenciacion partiendo de células troncales humanas.
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3. Respuesta al dafio en el ADN (DDR) y estimulos que la

desencadenan.

En respuesta a dafio en el ADN se activan vias de transduccién de sefiales cuya
finalidad es ayudar a la célula a enfrentarse al dafio por medio de la coordinacion de la

progresion del ciclo celular, la replicacion del ADN y los mecanismos de reparacion [7].

La cascada de sefializacion de la DDR estd compuesta por sensores, mediadores,
transductores y efectores. Una vez que se reconoce el dafio en el ADN por los
sensores de la DDR, principalmente por la proteina ataxia telangiectasia mutada
(ATM), la proteina ataxia telangiectasia relacionada a Rad3 (ATR) y la proteina cinasa
ADN-dependiente (DNA-PK) (miembros de la familia de cinasas relacionadas a
fosfatidilinositol 3-cinasa; PIKKs), se lleva a cabo la fosforilacion de diversos
mediadores y proteinas adaptadoras las cuales actian amplificando la respuesta y
reclutando a los efectores [8]. ATM y ATR son considerados componentes clave de la
sefializacion de la DDR cuyos blancos mas estudiados son las proteinas cinasas CHK1
y CHK2, las cuales, junto con ATM/ATR, actian para reducir la actividad de las cinasas
dependientes de ciclinas (CDK) por medio de diversos mecanismos, algunos de los
cuales son mediados por la activacion del factor de transcripcion p53. La inhibicion de
CDKs disminuye la velocidad del progreso del ciclo celular, o bien, lo detiene en etapas
clave (puntos de monitoreo), Gi1-S, intra-S o G2-M, lo cual ayuda a la reparacion de la
lesion incrementando el tiempo disponible. Paralelamente, la sefalizacion mediada por
ATM/ATR favorece la reparacion induciendo proteinas de reparacion de ADN

transcripcional y postrascripcionalmente; reclutando factores de reparacion al sitio de
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dafno; y activando a proteinas de reparacion mediante la modulacion de mecanismos

de fosforilacion, acetilacion, ubiquitinacion y sumoilacion [9] (Figura 1).

Dafo al ADN
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Figura 1. Respuesta al dafio al ADN. Agentes tanto de origen exdgeno como enddgeno generan
diversos tipos de lesiones incluyendo SSBs y DSBs. El complejo multifuncional MRN detecta DSB,
mientras que FANCM es requerida para la induccién de respuesta de punto de monitoreo mediada por
ICLs. PARP actlia predominantemente como una proteina sensora de SSB. RPA se une a regiones de
ADN de cadena sencilla (ssADN) que estan expuestas en sitios de atascamiento de la horquilla de
replicacion o bien después del procesamiento de DSBs. MRN y RPA median el reclutamiento de ATM y
ATR-ATRIP, respectivamente, asi como la subsecuente activacion de las vias reparativas
correspondientes, coordinando los puntos de monitoreo del ciclo celular, la reparacion del ADN vy las
respuestas apoptoticas ante el dafio. El hetero dimero Ku70/80 compite con MRN para su interaccién
con las DSBs. Ku70/80 recluta a DNA-PKcs para formar la holoenzima cataliticamente activa DNA-PK la
cual es el principal componente del mecanismo canénico NHEJ. MRN, por otra parte, inicia HRR. Una
vez activados estos sensores una serie de eventos de fosfotransferencia ocurren mediados
principalmente por las cinasas de puntos de monitoreo del ciclo celular CHK1 y CHK2. Esta sefializacion
converge en efectores como la proteina supresora de tumores p53 o la proteina fosfatasa CDC25 vy la
tirosin cinasa WEE1. Como resultado, la actividad de las CDK es inhibida, retardando la progresion del
ciclo celular de G1 a S (el punto de monitoreo G1/S) o0 de G2 a M (punto de monitoreo G2/M). Por lo
tanto, la DDR orquesta una variedad de respuestas celulares: la actividad transcripcional de la célula
dafada es alterada y ocurre un arresto del ciclo celular, luego entonces, facilitando la reparacion de las
lesiones del ADN. En situaciones donde el dafio al ADN es muy severo y no puede ser reparado, la DDR
activa apoptosis o senescencia.

ATRIP= proteina que interactia con ATR; CDK= cinasa dependiente de ciclina; FANCM= Fanconi
anemia grupo de complementacion M; MRN= complejo MRE11/RAD50/NBS1; PARP= poli(ADP-ribosa)
polimerasa; RPA= proteina de replicacién A. Adaptada de [10].

Se sabe que la estructura de la cromatina tiene un impacto importante en la DDR y que
ésta, a su vez, es modulada por el dafio al ADN. El ejemplo méas claro es la
fosforilaciébn en la serina-139 de la variante de la histona H2A, H2AX, durante la
sefalizacion de la DDR desencadenada por DSBs. Notablemente, la activacion de ATM
resulta en la relajacion de la cromatina en la periferia de una DSB. Asi mismo, los
estudios sugieren la activacion y modificaciéon de la cromatina mediante cualquiera de

los mecanismos de reparacion del ADN [7].

Por otra parte, el dafio ocasionado al ADN determinara si la célula sobrevive o si
iniciara sefiales para conducir a apoptosis; esto depende de la circunstancia o la
severidad de la agresion. Hay una inmensa cantidad de sustancias o agentes que

pueden generar lesiones al ADN, cabe destacar que varias de ellas pueden afectar en

9
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mas de una manera, por mencionar un ejemplo, la Rl no solo causa DSBs sino también

genera ROS [11].

Las fuentes de dafio al ADN puede dividirse en 3 clases: la primera clase es debida a
causas espontaneas, las cuales incluyen mecanismos como la desaminacion de
citosina formando uracilo o de 5-metilcitosina (5meC) produciendo timina. Otro ejemplo
trascendente es la insercion/delecion y en apareamientos erroneos de bases. La
segunda clase es debida a especies reactivas generadas endégenamente por procesos
que pueden ser tanto fisiolégicos como patolégicos (tales como respiraciéon
mitocondrial, inflamacién o enfermedades infecciosas). Estos Ultimos pueden alterar la
estructura primaria del ADN por medio de la oxidacion del mismo o bien por la
formacion de sitios abasicos. Por ultimo, la tercera clase de lesiones son las debidas a
agentes externos (farmacos) capaces de generar rupturas de cadena (SBs), ya sean
SSBs 0 DSBs, abultamientos del ADN (aductos) o entrecruzamientos de cadena. Cabe
destacar que con base a estos mecanismos de accion es que algunos agentes son
administrados terapéuticamente a pacientes con diversas patologias (i.e. cancer), a

manera de radioterapia o agentes alquilantes como parte de quimioterapia [11].

10
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3.1.Dafo de origen endégeno al ADN.
Los factores enddgenos de dafio al ADN son los mas frecuentes y se podria decir que
son debidos a errores en procesos fisiolégicos metabodlicos o regulatorios del
organismo. Este tipo de dafio se puede separar en dos grupos; el primero corresponde
a lesiones de origen quimico, representado por los procesos oxidantes y la alquilacion
de bases. El segundo corresponde a las lesiones espontaneas, las cuales se deben a
procesos fisioldgicos relacionados con la conservacion de la informacion genética, a
este  Ultimo  pertenecen la  hidrolisis de  bases (desaminacion @y

despurinacion/despirimidizacion) y los errores de replicacion.

11
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3.1.1. Dafio por oxidacion.
El dafio por oxidacion al ADN principalmente involucra modificacion de bases
nucleicas, generando lesiones que no distorsionan la estructura helicoidal del mismo
(sin abultamientos) [12], sin embargo, existe la formacion de lesiones oxidativas
atipicas, es decir, que forman abultamientos en la molécula de ADN. Las ROS vy las
especies reactivas de Nitrogeno (RNS), son moléculas altamente reactivas, de las
cuales las mas estudiadas son el anion superéxido (O2*), el radical hidroxilo (*"OH), el
peréxido de hidrégeno (H202), el 6xido nitrico (NO®) y el anién peroxinitrito (ONOO") y
el hidrégeno en su forma iénica (H*). El anion superoxido es generado por la reduccion
de un electrén de uno de los oxigenos de la molécula de oxigeno (Oz), mediada por
diversas oxidasas incluidas la dihidronicotinamida adenina dinucleotido fostato
(NADPH) oxidasa, la xantin-oxidasa, la ciclooxigenasa, asi como por la cadena de
transporte de electrones mitocondrial en el transcurso normal de la fosforilacion
oxidativa [13]. Por otra parte, el radical hidroxilo reacciona con una gran cantidad de
biomoléculas como el ADN causando dafio a las bases heterociclicas y a la fracciéon de
azucar de los nucleétidos mediante diversos mecanismos [14,15]. Una de sus
interacciones con el ADN resulta en el secuestro de hidrogeno de la 2-desoxiribosa
generando radicales libres de compuestos de carbono (Radicales Peroxilo: ROO?®), los
cuales a su vez, tienen la capacidad de secuestrar &tomos de hidrogeno conduciendo a
inestabilidad estructural y por ende a rupturas que pueden ser tanto de cadena simple
como de ambas cadenas [16]. Adicionalmente, el H® interactia con los enlaces dobles

de los anillos de las bases nitrogenadas, causando modificaciones quimicas

12
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importantes como aperturas de los anillos, conduciendo a inestabilidad de los enlaces

N-Glucosidicos.

Las cuatro nucleobases son susceptibles a reaccionar con ROS debido a sus sitios
susceptibles a ataques nucleofilicos, siendo la guanina la base mas vulnerable a la
oxidacion se forman principalmente como productos la 8-oxo-7,8-dihidro-2’-
desoxiguanosina (8-oxoG, figura 2, inciso u) y la 2,6-diamino-4-hidroxi-5-
formamidopirimidina (fapyG, figura 2, incisos s, v), ambos originados por la adicion de
**OH a la posicién C8 del anillo de guanina y son las mas abundantes en este tipo de

lesiones.

13
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Figura 2. Estructura de los principales productos generados con las bases del ADN debido a dafio por
oxidacion. Modificada de [15].

La reaccion analoga del OH*" con la adenina produce lesiones similares: 8-o0xo-7,8-
dihidro-2’-desoxiadenosina  (8-oxoA, figura 2, inciso r) y 4,6-diamino-5-
formamidopirimidina (fapyA, figura 2, incisos s, v). Por otra parte, el ataque por
radicales libres a citosina produce citosinglicol (figura 2, inciso g), el cual se
descompone (pierde un grupo amino) para formar uracilglicol (, figura 2, inciso k) o
bien se deshidrata para formar 5-hidroxicitosina (figura 2, inciso h) la cual si se
desamina conduce a la formacién de 5-hidroxiuracilo (5-OHU, figura 2, inciso I).
Finalmente la oxidacion de timina genera timinglicol (Tg, figura 2, inciso b), 5,6-

dihidroxitimina, 5-hidroximetiluracilo y 5-formiluracilo [12].

Las modificaciones a nucleobases que conducen a alteraciones en la estructura
helicoidal del ADN (abultamientos), pueden ocurrir debido a la reaccion de las bases
nitrogenadas con el radical **OH o debido a rompimientos por perdxidos de lipidos. Por
ejemplo, la formacién de modificaciones a bases en tandem debidas al ataque de estos
radicales a los atomos C5 y C6 de las pirimidinas generando radicales de pirimidina los
cuales reaccionan con purinas vecinas, formando de esta manera, entrecruzamientos
nucleobase-nucleobase intracatenarios. Otra forma de lesiones atipicas causadas por
reacciones del radical hidroxilo son los 8,5-ciclopurina-2’-desoxinucleésidos (figura 2,
incisos B’, C’, D’, E’). El grupo OH*" reacciona con el C5 de la 2-desoxiguanosina
(carbono 5 de la pentosa) o con la 2-desoxiadenosina, seguido por el ataque del ahora
reactivo C5’ en la posicion C8 de la base, resultando en una ciclacion y formacién de

8,5-ciclo-2-desoxiguanosina  (cicloG) u  8,5-ciclo-2-desoxiadenosina  (cicloA),
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respectivamente (Figura 3, incisos A, B). El enlace covalente entre C5’-C8 ocasiona
un plegamiento de la desoxirribosa, lo cual altera los angulos de torsion del enlace
fosfodiester, debilitando los puentes de hidrogeno tipo Watson-Crick generando una

disrupcion de la hélice del ADN cerca de la lesion [12].

Es importante resaltar que el dafio por oxidacion también puede ser generado por
agentes exodgenos como la IR y el FeCls, dada la capacidad de diversos agentes para

proporcionar o bien generar (i.e. IR) radicales libres y especies reactivas.

Desoxiguanosina Intermediario 8,5'-ciclo-2-desoxiguanosina

Desoxiadenosina Intermediario 8,5’-ciclo-2-desoxiadenosina

Figura 3. Sintesis de 8,5'-ciclopurina-2’-desoxinucledsidos (para descripcién revisar texto).
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3.1.2. Dafio por alquilaciéon de bases.
Los agentes alquilantes son compuestos electrofilicos [17] los cuales actian
transfiriendo un grupo alquilo, cloroetilo o, en el caso de compuestos de platino, un
grupo platino al ADN por medio de una reaccion quimica llamada sustitucion
nucleofilica. El nitrégeno, el oxigeno y los fosfatos son blancos comunes para
alquilacién, aunque la reaccidon especifica dependera de la naturaleza del agente. El
atomo N’ de la guanina es particularmente susceptible a sustitucién nucleofilica, y de
forma analoga pero menos susceptible, los atomos N! y N2 de adenina, el N2 de

citosina y el O® de guanina.

Los agentes alquilantes pueden ser clasificados en monofuncionales o bifuncionales.
Los agentes monofuncionales se caracterizan por transferir un grupo alquilo al ADN y
sus aductos principales son N’-alquilguanina (O7-alquilG) y O68-alquilguanina (Q68-
alquilG). Los agentes bifuncionales, por su parte, pueden reaccionar en dos sitios
diferentes en el ADN causando un entrecruzamiento (“cross-link”). Si éste se da en dos
puntos de la misma cadena se denomina entrecruzamiento intracatenario del ADN, y si
se presenta entre las dos cadenas complementarias se nombra entrecruzamiento

intercatenario del ADN (Figura 4 incisos a, b) [18,19].

El dafio al ADN por alquilacion puede ser causado por agentes endégenos como las
proteinas metiltransferasas (i.e. S-adenosilmetionina), asi como por agentes exdgenos
los cuales pueden ser ambientales, industriales o bien por farmacos quimioterapéuticos

gue generan un amplio espectro de bases alquiladas [19, 20, 21].
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La OSf-metilguanina (O%-meG) es un ejemplo de alquilaciéon de bases del ADN con
capacidades citotoxicas y mutagénicas importantes, que es producida por diversos
agentes alquilantes tanto enddgenos como exdgenos. Por lo tanto, para prevenir
resultados deletéreos ocasionados por dicha lesion, las células estan equipadas con
una proteina de reparacion llamada OS®-metilguanina-DNA metiltransferasa (MGMT).
Esta enzima remueve directamente los aductos de la O8-alquilacién en una reaccién de
un sélo paso, en donde se transfiere el grupo alquilo de la posicién O° de la guanina a
un residuo de cisteina de su sitio activo, restaurando asi a la guanosina a su estado
basal; a su vez, la MGMT entra en estado de inactivacion “suicida”, es decir, pierde

reactividad, es ubiquitinada y finalmente degradada por el proteosoma [1].

Se ha demostrado que varios mecanismos reparan este tipo de dafo, incluyendo la
reparacion por escision de bases (BER) iniciado por glicosilasas especificas, metil
transferasas suicidas (i.e. MGMT) y desmetilacién oxidativa directa por las familias de
proteinas ABH/ ALKBH, estas ultimas siendo enzimas analogas de la proteina AlkB de
E. coli la cual es una ADN a-cetoglutarato dioxigenasa dependiente de Fe (Il), cuya
actividad es remover un grupo alquilo de las bases l-alquiladenina y 3-alquilcitosina.
En el caso de los andlogos humanos su actividad esta ampliada a la reparacién de
todas las lesiones generadas por la metilaciéon en las posiciones N* de las purinas y la

N2 de las pirimidinas [20], que son los sitios mas susceptibles a alquilacion.
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Nitrosoureas Mostazas Nitrogenadas

N'CLEil Nitrosoureas
L OFCHEil
Triazinas N10°Etano Alquil Sulfonatos Mostazas Nitrogeadas
0*Me E e Aziridinas Alguil Sulfnatos
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Figura 4. Principales lesiones generadas en el ADN por diferentes agentes alquilantes. Las barras
horizontales y paralelas representan la doble cadena de ADN, mientras que las bases como G: Guanina,
A: Adenina, T: Timina y C: Citosina, a: Entrecruzamientos intracatenarios. b: Entrecruzamientos

intercatenarios. Adaptada de [18].
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3.1.3. Hidrdlisis de bases: Desaminacién y depurinacion/depirimidinacion.
La desaminacion de bases del ADN es una lesion comun causada por agentes tanto
enddégenos como ambientales. Ya sea de tipo hidrolitica o nitrosativa, las bases citidina
(C), adenosina (A) y guanosina (G) son convertidas a uridina (U), inosina (I, cuya base
correspondiente es hipoxantina), xantosina (X) y oxanosina (O), respectivamente
(Figura 5). La conversion de amino a ceto altera las propiedades de los puentes de
hidrégeno de las bases dafiadas, de un enlace donador a uno aceptor, lo cual puede
resultar en una mutacion durante el proceso de sintesis de ADN debida a la insercion

errénea de bases[22-26].

Cuando el grupo amino exociclico de la citosina es removido por desaminacion
hidrolitica (Figura 5), catalizado por la familia de enzimas AID/APOBEC (desaminasa
de activacién inducida/ polipéptido catalitico de la enzima apolipoproteina B editora de
mRNA), una citosina es modificada a uracilo. Esta y muchas modificaciones a la
citosina mediadas por enzimas especializadas juegan roles fisiolégicos de suma
importancia induciendo variabilidad genémica. Y aunque la desaminacién parezca ser
un proceso antagénico frente a la idea clasica de la fidelidad de la informacién
contenida en el ADN, puede conducir a mutaciones benéficas desde una perspectiva

evolutiva [22-26].
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Figura 5. Estructura quimica de las bases nitrogenadas, sus sitios de desaminacién y los productos
formados. A: adenina, C: citosina, G: guanina, I: inosina, U: uracilo, X: Xantosina, O: oxanosina.
Adaptada de [22]

Un ejemplo de desaminacion, como medio para la diversidad, es demostrado por el
sistema inmunolégico adaptativo. El repertorio de anticuerpos maduros es una
coleccion de moléculas de union a antigenos altamente heterogénea producida por
multiples mecanismos de generacion de variabilidad. La generacién programada de
segmentos de genes (VDJ recombination) proporciona el repertorio inicial de linfocitos
B, cada uno con la capacidad para expresar una molécula de IgM-especifica unida a la
superficie celular. Desafortunadamente este repertorio inicial no es suficiente para
cubrir la gran variedad antigénica a la que se expone el organismo, por lo que hay
mecanismos alternativos para incrementar la variabilidad de reconocimiento antigénico.
En un proceso clave, una vez dada la exposicion al antigeno, los linfocitos B son

madurados en los centros germinales por medio de dos mecanismos: hipermutacion
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somatica (SHM) y recombinacibn de cambio de clase (CSR). En la SHM, los
anticuerpos evolucionan de baja afinidad a alta afinidad mediante la introduccion de
mutaciones en sus secuencias de afinidad antigénica a un indice 10° veces mayor al
valor correspondiente de mutaciones espontaneas. Por otra parte, en la CSR, el
dominio efector de la cadena pesada es cambiado de IgM a los diferentes isotipos de
inmunoglobulinas: IgA, IgE o 1gG. Cabe sefialar que la SHM y la CSR catalizadas por la

enzima AID no son los Unicos ejemplos de desaminacion de citosina benéfica [22-26].

La familia de enzimas AID/APOBEC, especialmente sus integrantes AID, APOBEC],
APOBEC?2 y algunas proteinas de la rama APOBECS3, juegan un rol importante en la
desmetilacion del ADN. Estas son proteinas desmetilantes de citidina zinc-
dependientes actuando en una sola de las cadenas de polinucle6tidos y desaminando
citosinas en diversos contextos. El ion de zinc forma enlaces de coordinacién con 3
aminoacidos: una histidina y dos cisteinas o tres cisteinas. Estos motivos son
altamente conservados ([H/CJXE y PCx24C), y estan relacionados con proteinas
encargadas de regular el movimiento de la cromatina incluyendo metilacion del ADN vy
de histonas. Este sitio catalitico de zinc es activado mediante un cuarto ligando, una
molécula de agua, la cual es coordinada por el ion carboxilato del glutamato en
[H/C]XE. El grupo carboxilato facilita el transporte de protones convirtiendo a la
molécula de agua, una vez que es atrapada por la esfera de coordinacion del zinc, a un
ion hidréxilo (*"OH). La desaminacion de citosinas ocurre por medio de un ataque
nucleofilico del hidroxido de zinc en la posicion C4 de la pirimidina extrayendo al grupo

amino [22-26].
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Es importante destacar que las desaminasas de citidina, actiuan preferentemente sobre
citosinas sin metilar, con respecto a las citosinas metiladas, y que ambas reacciones
son consideradas mutagénicas. Si la desaminasa actla sobre citosina, el uracilo
resultante es reconocido y reparado por las Uracil-ADN-glicosilasas (uDG). La timina
(T) resultante de la desaminacion de 5meC, es una base habitual en el ADN gendmico
por lo que las proteinas del sistema MMR deben distinguir timinas apareadas
errbneamente con guanosinas de las timinas dispuestas de manera apropiada en el
ADN. Las timina-ADN-glicosilasas en asociacion con la proteina con dominio de union
a CpGs metilados 4 (TDG/MBD4) son capaces de reconocer este tipo de
apareamientos erroneos actuando no solo en la timina sino también en la base con la

gue se encuentra apareada [22-26].

Debido a que la actividad de AID podria resultar mutagénica, dado al cambio de bases,
las células mantienen un riguroso mecanismo de control para su localizacion. AID es
alejada del ADN a través de una fuerte sefial de retencion citoplasmética, asi como una
fuerte sefial de exportacion nuclear. Adicionalmente AID es introducida al nucleo
mediante transporte activo, y se cree que su concentracibn es regulada por el

proteasoma [22-26].
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3.1.4. Errores en lareplicacion.
Las células en general replican su ADN con una fidelidad extraordinaria (~101°
mutaciones por base por division celular). Esto se logra gracias a las acciones
combinadas de la selectividad de bases de las polimerasas, la accién de edicién de
exonucleasa 3’-->5’ y la reparacion de dafio al ADN. Las ADN polimerasas deben
seleccionar el nucleosido trifosfato adecuado de una reserva con moléculas muy
similares para preservar la integridad gendémica. Las evidencias estructurales y
bioquimicas sugieren que las ADN polimerasas discriminan entre los sustratos por
medio de un mecanismo de “acoplamiento inducido”, donde la unién con el nucledtido
correcto conlleva a un ajuste conformacional sustrato/proteina, lo cual alinea a los
grupos cataliticos de la base a incorporar para optimizar la quimica de la reaccion [27-

28].

Los errores causados por estos fendmenos espontaneos son del tipo de “cambios de
base”, y pueden ser el resultado de errores en el apareamiento de bases durante la
replicacion, la recombinacion, la reparacion o cada vez que la ADN polimerasa se
disponga a generar una cadena complementaria de ADN. Los errores en
apareamientos pueden ocurrir debido a que las bases se encuentran en
conformaciones quimicas diferentes (tautbmeros) lo que genera interacciones

inapropiadas [27-28].

El tipo de alteracion que ocurra dependera del tipo de bases que se aparean
errbneamente. Un mal apareamiento entre una purina y una pirimidina genera una

transicion, mientras que uno entre dos purinas o dos pirimidinas genera una
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transversion. Esto se debe a que una pirimidina en su forma endlica o tautomérica se
sigue apareando con una purina y una purina en su forma endlica se sigue apareando

con una pirimidina [27-28].

Si estos errores no son corregidos entonces, posterior a la replicacién se obtendria una
molécula de ADN con una secuencia silvestre (WT-wild type) y una con secuencia
mutante, esta Ultima cargaria la alteracion y la heredard a su progenie. El impacto de
este evento dependera de la zona del genoma en la cual se llevé a cabo la alteracién,
lo cual puede ser desde una mutacion silenciosa hasta efectos de alteracion proteica

en la traduccion de los genes afectados asi como su funcion celular [27-29].
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3.2. Dafio al ADN de origen exdgeno.

Las lesiones al ADN producidas por factores ajenos al organismo (xenobidticos), a
pesar de tener una incidencia menor a las lesiones producidas por factores endégenos,
tienen los efectos mas deletéreos y son mas persistentes, lo cual esta en funcién del

tiempo de exposicion y de la dosis recibida del xenobibtico que las ocasiona.

Los agentes exdgenos con capacidad de generar lesiones sobre el ADN son muchos,
sin embargo pueden agruparse respecto a su naturaleza en fisicos y quimicos. Las
lesiones ocasionadas por agentes fisicos como radiaciéon UV o rayos a, 3,y 6 X son
principalmente SSBs, DSBs, dafio por oxidacion y lesiones en clister, esta ultima,
especifica de lesiones causadas por IR y se define como dos 0 mas lesiones dentro de
maximo dos vueltas de la molécula de ADN causadas por la exposicidon a un haz de

radiacion [15,31].

El dafio generado al ADN por agentes exdégenos quimicos, puede manifestarse como
rompimientos, alquilaciones, oxidacion, desaminaciones, entrecruzamientos ADN-ADN,
entrecruzamientos ADN-proteina, aductos, etc. y esto depende de la estructura quimica
del agente, concentracion, tiempo de exposicion y su capacidad de interaccionar
directa o indirectamente con el ADN. Las lesiones al ADN por agentes quimicos que
mas se han documentado son las ocasionadas por agentes quimioterapéuticos los
cuales son disefiados para tener una actividad especifica y un mecanismo de accion,
su aplicacion terapéutica requiere que estos agentes sean estudiados ampliamente

para conocer efectos secundarios y sus reacciones adversas.
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3.2.1. Radiacion lonizante (IR).
Uno de los blancos celulares de la IR identificado desde hace mucho tiempo es el ADN.
Este agente fisico induce un amplio espectro de lesiones que pueden causar dafio
estructural a ésta molécula y puede alterar o modificar la habilidad de la célula a
transcribir los genes codificados en la zona del ADN afectada. Uno de los dafios
generados son las SSBs, las cuales a pesar de ser altamente controladas por los
diversos mecanismos de reparacion y tener una tasa relativamente alta de restauracion
debido a la posibilidad de utilizar la cadena complementaria como templado, pueden
resultar en mutaciones como se ha sefialado en secciones anteriores. Otra lesion
causada por la IR que tiene gran importancia son los DSBs, estos rompimientos son
considerados la lesibn al ADN mas deletérea, ya que puede ocurrir generando
extremos romos, o0 bien estando separadas por unas cuantas bases de distancia entre
ellas. Adicionalmente, la radiaciobn ionizante induce otras lesiones, como
entrecruzamientos, modificacién por oxidacién de bases mediada por la produccion de
especies reactivas como OH®, H202 y O2* ademas de hidrégeno atémico (H*,

poderoso agente reductor) y dafio a bases en cluster [15,31].

El nimero de lesiones por célula detectado inmediatamente después de la irradiacion
con una dosis de 1 Gy se ha estimado superior a las 1000 bases dafiadas, 1000 SSBs,
40 DSBs, 20 entrecruzamientos ADN-ADN, 150 entrecruzamientos ADN-proteina y de

130 a 320 eventos de dafio al ADN en cluster sin DSB [15,31].

Las DSBs causadas por IR, en su mayoria, son derivadas del dafio oxidante en cluster

generado por la exposicion, los cuales a su vez se incrementan con IR densa de alta
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Transferencia Lineal de Energia (LET), por ejemplo radiacion alfa (o). Los DSBs
causados por la energia depositada, asi como los generados enziméaticamente, son
sustratos de la reparacion por recombinacion homoéloga (HRR) y la reparacion por
union de terminaciones no homoélogas (NHEJ), los cuales son procesos dependientes
de la fase del ciclo celular. De manera interesante hay evidencia que indica la
formacion de DSBs a partir de SSBs por medio del colapso de horquillas de replicacién
(“replication forks”) o bien, si en la zona del sistema de replicacion que se encuentra
detenido, el segmento de ADN expuesto es procesado por una endonucleasa, y esto

puede llevar a rearreglos cromosémicos [32,33].
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3.2.2. Radiacion ultravioleta (UV).
La radiacion ultravioleta absorbida por el cuerpo humano puede causar dafio del tipo
aductos al ADN. La radiacién UV representa el 45% del espectro total de la luz solar y
esta dividida en tres regiones del espectro dependiendo de su longitud de onda: UVA
(320-400 nm), UVB (280-320 nm) y UVC (200-280 nm). Las lesiones tipicas al ADN
inducidas por UV incluyen modificaciones de bases como dimeros de ciclobutano
pirimidina (CPDs) y (6-4) fotoproductos o bien 6-4 pirimidin-pirimidona (6-4PP) (Figura

6) [34].

Se estima que alrededor del 25% de la incidencia del carcinoma de células basales y
carcinoma de células escamosas es debida a la exposicion a radiacion UVA, mientras
que el 75% restante se debe a radiacion UVB. Si bien se sabe que la radiacién UVC es
un factor de alto riesgo para desarrollar cancer, se puede despreciar debido al bloqueo
de ésta por la capa de ozono, hablando de UV como factor ambiental y no ocupacional,
por lo que la contribucién de este tipo de UV no altera los porcentajes de incidencia
reportados [34]. Este efecto bioldgico, disparado por la energia de un fotébn UV
depositado en cierta region de la doble hélice, resulta de una serie de eventos
fisicoquimicos los cuales pueden conducir a alteraciones quimicas en el material

genético [35].
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A. Normal

B. Dimero de ciclobutano pirimidina (CPD)
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Figura 6. Estructura quimica de los CPD y 6-4 PP. A) Dos residuos normales de timidina contiguos. B &
C) El ADN absorbe la energia de la radiacién UV ocasionando modificaciones quimicas de los enlaces
insaturados entre dos timidinas contiguas. Adaptada de [36].

Mientras los CPDs son el resultado de la formacién de un enlace covalente entre bases
pirimidicas por medio de la formacion de un anillo de 4 integrantes debida a la

saturacion de los dobles enlaces 5y 6 de las pirimidinas, los 6-4PPs se forman a partir
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de la reaccién del C6 de la pirimidina orientada 5’ de un par adyacente, con el C4 de la
pirimidina orientada 3’ (Figura 6) [37-41].

Determinaciones certeras de la distribucion de los fotoproductos de bipirimidina han
demostrado que las secuencias TT y TC son mucho mas reactivas que CT y CC. Asi
mismo se ha demostrado que la formacion de TT CPDs por UVA es mas alta que las
causadas por UVB [37-41].

La presencia de estas lesiones en la cadena de ADN altera drasticamente los procesos
en los que estd involucrado, debido a que representan un bloqueo fisico para los
sistemas de replicacion y de transcripcién. Es muy aceptado que este bloqueo estérico
tiene como consecuencia la activacion de un punto de monitoreo (checkpoint) de fase S
por medio del cual se evitan errores de replicacion, que podrian generar mutaciones,
rupturas cromosémicas y recombinacion del ADN. Aln mas importante es el hecho que
los fotoproductos de UV en la molécula de ADN son la causa principal de muerte

celular por apoptosis posterior a la irradiacion con este agente (Figura 7) [37-42].
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Daiio al ADN inducido por UV
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Figura 7. Activacion de puntos de monitoreo mediada por dafio al ADN causado por radiacion UV. En
células que no se encuentran replicando su genoma (i.e., G1, G2 y células arrestadas en G0), NER
remueve las lesiones de manera eficiente y las polimerasas (i.e., Pol3, Pole y Polimerasas TLS) llenan el
“gap” introduciendo los nucledtidos correspondientes. Si el proceso de reparacion es impedido después
del paso de escision, se presenta una competencia entre la actividad de Exol y las polimerasas. El
impedimento del rellenado (e.g., lesiones opuestas cercanas) favorece el procesamiento de Exol
generando un “gap” de ssADN mas largo, reclutando factores de punto de monitoreo. A bajas dosis de
UV las células no acumulan ssADN largos gracias a la reparacion eficiente. Si el dafio sigue presente
cuando la célula entra a fase S, la polimerasa replicativa sera blogueada por el abultamiento y reiniciara
rio debajo de la lesion dejando un “gap” de ssADN detras de la horquilla. Estos “gap” pueden ser
solucionados mediante reparacion post-replicativa o bien activar puntos de monitoreo post-replicativos.
Adaptada de [42]

32



Dafio al ADN, mecanismos de reparacion y variaciones tras la diferenciacion partiendo de células troncales
humanas.

4. Mecanismos de reparacion del ADN y sus vias

La reparacion del ADN es el proceso celular dirigido a la correccion del dafio antes de
resultar en una mutacion, aberracibn cromosomica (en células germinales o
somaticas), conducir a muerte celular y tumorigénesis. Si bien la supervivencia de una
especie al paso del tiempo puede ser optimizada por la variabilidad genética, la
supervivencia del individuo exige mantener la estabilidad genética en todo momento

[43].

Como se ha mencionado, hay multiples tipos de dafio al ADN (abultamiento por
aductos, rompimientos de hebras, mal apareamiento de bases, entrecruzamientos,
sitios AP, modificaciones de bases, etc.), cada uno atendido por una respuesta celular
especifica denominada mecanismos de reparacion del ADN (Figura 8). En el genoma

humano se han encontrado méas de 130 genes relacionados con estos procesos [44].

En afos recientes varios reportes han sugerido cémo el dafio al ADN puede inducir
cambios de “splicing” que pueden dar lugar a variantes de mRNA que codifican para
diferentes isoformas de proteinas con el potencial de afectar la respuesta y el destino

celular [45].
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Figura 8. Dafio al ADN, mecanismos de reparacion y consecuencias. a. Agentes dafiinos al ADN comunes (arriba);
ejemplos de lesidnes inducidas por estos agentes (en medio); mecanismo de reparacion del ADN encargado de
remover la lesion (abajo). b. Efectos del dafio al ADN sobre el progreso habitual del ciclo celular, conduciendo a la
retencidn en las fases G1, S, G2 y M (arriba), y en el metabolismo del ADN (en medio). Consecuencias a largo plazo
de dafio al ADN (abajo), que incluyen cambios permanentes a la secuencia del ADN (mutaciones puntuales que
pueden afectar un solo gen o aberraciones cromosdmicas que pueden inclur multiples genes) y sus efectos

bioldgicos. Adaptada de [46]

Cis-Pt y MMC: cisplatino y mitomicina C, respectivamente (ambos agentes generadores de entrecruzamientos); (6-
4)PP y CPD: 6-4 fotoproductos y dimeros de ciclobutano pirimidina, respectivamente (ambos generados por

radiacion UV).
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4.1. Reparacion de rupturas de cadena simple (SSB) y lesiones

intracatenarias.
La generacion de SSBs y alteraciones estructurales de las hebras del ADN, como se
menciond en secciones anteriores, son causadas por diversos tipos de agentes, asi
mismo, los mecanismos de reparacion de ADN involucrados en su restauracion son
muy eficientes para asegurar la remocion del dafio con la finalidad de conservar la

fidelidad de la informacién genética.

Los mecanismos involucrados en la reparacion de rupturas de cadena simple y
lesiones intracatenarias son: la reparacion por escision de bases (BER), reparacion por

escision de nucledtidos (NER) y reparacion de apareamientos erroneos (MMR).
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4.1.1. Reparacion por Escisién de Bases (BER)

La BER corrige lesiones a bases nucleotidicas que no distorsionan la estructura
helicoidal de la molécula de ADN, sitios AP y SSBs. Dichas lesiones normalmente
provienen de desaminacion, oxidacion o alquilacién. Por tanto, la mayoria del dafio
proviene del decaimiento espontaneo del ADN, aunque también es causado por
productos quimicos, radiacion o agentes citostaticos. La BER se realiza tanto en el
nudcleo como en la mitocondria. La identificacion de la uracilo-ADN-glicosilasa (uDG) de
Escherichia coli en 1974 por Thomas Lindahl marcé el descubrimiento de BER. Lindahl
buscaba una actividad enzimatica que actuara en el uracilo obtenido tras la
desaminacion de la citosina. La enzima descrita en el articulo original [47] se refiere a
una enzima capaz de cortar el enlace entre el uracilo y la desoxirribosa. En su
momento fue sugerido que el sitio abasico (0 AP) se procesaba por una AP-
endonucleasa, una exonucleasa, una ADN-polimerasa y una ligasa, describiendo
entonces los pasos fundamentales de la BER. Las enzimas que cortan el enlace entre
la desoxirribosa y una base en el ADN, ya sea modificada o mal apareada, se conocen
como ADN-glicosilasas. Colectivamente estas enzimas inician la reparacién por
escision de bases de una gran diversidad de lesiones (Figura 9), cada una de las

cuales es reconocida por una o algunas ADN-glicosilasas (Tabla 1) [48].
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Figura 9. Estructura quimica de las lesiones a bases vy sitios abasicos mas comunes. Adaptada de [48].

Ante el dafio al ADN, la BER es iniciada y el proceso puede ser simplificado en 5 pasos
fundamentales: (a) Reconocimiento y remocion de la base del ADN dafiada, (b) incision
del sitio AP resultante, (c) “limpieza” de las terminaciones del ADN, (d) insercion del
nucleotido apropiado al sitio de reparacion (“gap”), y por ultimo (e) la ligaciéon de la
incision en el esqueleto de fosfatos. Cada paso es ejecutado por enzimas especificas,
altamente coordinadas tanto por interacciones proteina-proteina como por la formacién
de complejos. En el reconocimiento (paso 1) y remocion de la base dafiada (paso 2)
participan las glicosilasas, estas son clasificadas en mono- y bi-funcionales con base
en su mecanismo de reaccién (Figura 10), en el caso de una glicosilasa monofuncional

como la uracil-ADN-glicosilasa se extrae solamente la base generando un sitio AP. En
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la incision del sitio AP, participa la AP endonucleasa-1 (APEL), este paso consiste en la
generacion de un corte en el lado 5 del sitio abasico provocando un SSB y por ende
generando una terminacion 3’-hidroxilo y una 5’- desoxirribosa fosfato (dRP). En
contraste las ADN-glicosilasas bifuncionales tienen asociada una actividad de liasa, no
obstante es una actividad débil, como es el caso de la 8-oxoguanina ADN-glicosilasa
(OGG1), que realiza este segundo paso generando un SSB inducido y formando
terminaciones diferentes. Por ejemplo, OGG1 y el homdlogo de la endonucleasa Ill
(NTH1) tienen una actividad B-liasa creando un “gap” con distancia de un nucledtido
con terminaciones 3’-aldehido-a,B-insaturado y 5’-hidroxilo, mientras que las proteinas

parecidas a endonucleasa VIII (NEIL1-3) generan terminaciones 3’- y 5’-fosfato [49-53].

Tabla 1. Clasificacion de glicosilasas mono- y bifuncionales. Adaptada de [49].

Simbolo del Gen Gen Tipo de glicosilasa Sustratos

0GG1 8-oxoguanina ADN glicosilasa | Bifuncional 8-0x0G:C/G/T; FapyG

MUTYH Homadlogo de Muty (E.coli) Monofuncional 8-0x0G:A

TDG Timina-ADN glicosilasa Monofuncional T:G; etenoC:G

MBD4 Proteina de unién a dominios | Monofuncional T:G; 5-meCpG: TpG: 0°-
Metil-CpG 4 meG:T

UNG Uracil-ADN glicosilasa Monofuncional Uracilo.

SMUG1 Glicosilasa monofuncional Monofuncional U:G; 5-hidroximetiluracilo; 5-

selectiva de cadena sencilla
uracil-ADN 1

formiluracilo

NTHL1 (NTH1) Endonucleasa parecida a NTH | Bifuncional Pirimidinas oxidadas,

11 (E. coli) formamidopirimidinas, 5-
formiluracilo; realiza incisidon
de los sitios AP

NEIL1 Endonucleasa parecida a NElI Bifuncional Pirimidinas oxidadas,

VIII 1 (E. coli) formamidopirimidinas,
timinglicol, hidantoina,
guanidin-hidantoina,
spiroiminohidantoina

NEIL2 Endonucleasa parecida a NEI Bifuncional Pirimidinas oxidadas

VIl 2 (E. coli)

NEIL3 Endonucleasa parecida a NEI Bifuncional hidantoina, guanidin-
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Figura 10. Reparacion por escision de bases (BER). Hay cinco pasos principales en el mecanismo de
BER: (1) Escision de la base dafiada; (2) Incision del sitio AP; (3) Modificacion de las terminaciones del
ADN en el sitio de corte; (4) Llenado del “gap”; (5) Cierre de la incision por las ligasas. En el caso de
glicosilasas monofunconales (i.e. MBD4), la base dafiada es removida dando como resultado un sitio AP.
APE1 realiza los cortes en los enlaces fosfodiester del sitio AP dejando un extremo 3'OH y 5’dRP. Polp
remueve el dRP mediante su actividad de liasa y coloca en nucleétido apropiado. En el caso de las
glicosilasas bifuncionales (i.e. OGG1) la base dafiada es removida y la glicosilasa hace la incision en el
sitio abasico dejando un extremo 3’ 4-OH pentenal fosfato (4-OH-PP) y 5 fosfato. APE1 modifica el
extremo a 3’'OH y Polp rellena el “gap”. En la via independiente de APE1, las glicosilasas bifuncionales
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(i.,e. NEIL 1 y 2) remueven la base dafiada y escinden el sitio abasico via eliminacion B, 5, generando
extremos 3’ y 5’ fosfato. PKNP modifica el extremo a 3'OH y Polp rellena el “gap”. En el ultimo paso, el
ADN es ligado por el complejo XRCC1/Ligllla.. Adaptada de [49].

El tercer paso de la BER involucra la “limpieza” o tratamiento de estas terminaciones
para que sean las apropiadas para la incorporacion del nucleétido y la ligacion, proceso
que es realizado por enzimas especificas a la naturaleza de las terminaciones. Cortes
que contienen fracciones 5’-dRP generadas por glicosilasas monofuncionales, o via
BER clasica, son tratadas por la ADN-polimerasa  (Pol B) y las terminaciones
J’aldehido-a,pB-insaturado o 3’-fosfato creadas por glicosilasas bifuncionales son
procesadas por APEl y la fosfatasa de la polinucleétido cinasa (PNKP)
respectivamente [49-53].

El cuarto paso en la BER es realizado por la Pol B la cual adiciona el nucleétido
correspondiente al sitio AP y finalmente, la XRCC1 (X-ray cross complementing protein
-1) y la ligasa llla sellan la hendidura en el esqueleto de fosfatos de la molécula del
ADN. De esta forma se completa la via “short-patch” del mecanismo de BER, mediante

el cual la mayoria de las lesiones a bases del ADN son reparadas [49-53].

En caso de que las terminaciones 5 del SSB en el paso 3 sean resistentes al
procesamiento, después de la insercion del nucleétido apropiado, se efectia un cambio
de polimerasa, de la Pol  a la polimerasa &/ (Pol &/¢), la cual inserta ~2-10 nucleétidos
adicionales al “gap” de reparacion. Esto genera una terminaciéon 5’ con estructura de
tapa (“5’-flap”) la cual es reconocida y escindida por la flap endonucleasa-1 (FEN-1) en

asociacién con el factor de procesamiento antigeno nuclear de proliferacién celular
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(PCNA). Por ultimo la ADN-ligasa | (Lig 1) sella la apertura remanente en el esqueleto

de fosfatos con lo cual se completa la via “long-patch” de BER (Figura 11) [49-53].

El balance entre las vias “long-patch” y “short-patch” de la BER radica en la
concentracion de las enzimas y proteinas de andamiaje y la presencia de lesiones

bloqueadoras de la terminacion 5’ en el sitio de reparacion (Figura 11) [54].

Interesantemente se ha observado que PARP-1 es uno de los primeros factores en
unirse al intermediario SSB, una vez unido PARP-1 se activa y pasa por auto-
poli(ADP)ribosilacion. Esta activacion parece facilitar la BER dado que el tratamiento de
células con un inhibidor de PARP-1 bloquea la BER y se observa un incremento en
lesiones tipo intermediarios SSB, especialmente cuando hay una deficiencia de la

enzima/cofactor clave de la BER, XRCC1 o ADN polimerasa B (Polp) [56].
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Figura 11. Mecanismo clasico de BER. La via “Short Patch” (izquierda) donde la actividad de la
glicosilasa es la iniciadora, seguida por la escision de la cadena por APE1. Formacién del “gap” (5°dRP
liasa) y finalmente la incorporacién de nucledtidos mediada por Polf. El corte remanente es sellado por el
complejo XRCC1/ Ligllla.. La via “Long Patch” (derecha) es la responsable de reparar lesiones donde los
extremos son refractarios al corte de Pol . En esta via la incorporacion de nucleottidos es realizada por
Pols y Pole. La terminacion refractaria es removida como parte de un segmento mayor escindido por
FEN-1 y la ligacion es realizada por Lig I. Adaptada de [57].
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4.1.2. Reparacion por Escisidén de Nucleétidos (NER)

Este mecanismo de reparacion es uno de los mas importantes, capaz de corregir una
amplia gama de lesiones a bases que inducen la modificacion de la estructura
helicoidal apropiada del ADN. Los sustratos para la NER incluyen foto-lesiones
inducidas por UV como son los CPDs, 6-4PP, asi como otros abultamientos generados
por diversos compuestos quimicos. En humanos, los defectos hereditarios en el
sistema NER estan asociados con varios desordenes autosomales recesivos,
incluyendo xeroderma pigmentosum (XP), el cual es caracterizado por fotosensibilidad
y predisposicion a cancer de piel por exposicion a luz solar. Dentro de los 8 grupos
genéticos complementarios de XP, las mutaciones de siete (XP-A, XP-B, XP-C, XP-D,
XP-E, XP-F, XP-G) confieren defectos en la funcionalidad de la NER, debido a esto, los
genes responsables han sido clonados y los roles de sus productos proteicos en el

mecanismo molecular de NER han sido estudiadas extensamente [58-63].

El paso crucial en todos los mecanismos de reparacion del ADN es el reconocimiento
inicial del sitio de dafio. En el caso de la NER, en mamiferos, este paso es logrado
mediante la accion secuencial de diversos factores proteicos, los cuales parecen ser
regulados en una modalidad coordinada de interacciones proteina-proteina,
modificaciones postraduccionales y estructura de la cromatina que rodea el sitio de la

lesion [58-63].

La NER consiste en dos diferentes vias para el reconocimiento del dafio al ADN: Una
denominada reparacién global del genoma (GG-NER), la cual repara lesiones a lo largo

de todo el genoma en cualquier momento, y la reparacion acoplada a la transcripcion
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(TC-NER), la cual remueve lesiones especificamente de la cadena de ADN transcrita
en la secuencia de los genes activos y ésta inicia cuando la ADN polimerasa (6/¢) es

bloqueada por los sitios dafiados [58-63].

Se sabe que TC-NER contribuye a la pronta restauracion de la actividad transcripcional
bloqueada por el dafio al ADN, lesiones que son removidas de manera pobre por GG-
NER, previniendo entonces que se desencadene el proceso de apoptosis en las células
afectadas. Por otra parte, la remocion de las lesiones generadas en la secuencia de
ADN no transcrita y en las regiones genomicas transcripcionalmente apagadas
depende totalmente de GG-NER. Esta Ultima es particularmente importante ya que
disminuye la incidencia del bloqueo de los complejos de replicacién debido al dafio a la
secuencia a transcribir, y en consecuencia reduce la probabilidad de adquirir

mutaciones y aberraciones cromosomicas [58-63].

A pesar de las diferencias en las vias de NER para reconocer el dafio, las reacciones
sucesivas para la reparacion de las lesiones correspondientes a este mecanismo
parecen ser semejantes (Tabla 2). Un componente clave involucrado en la etapa
temprana de este mecanismo de NER general es el factor de transcripcién basica IIH
(TFIIH), el cual estd compuesto por diez subunidades: XPB, XPD, p62, pP52, p44, p34,
p8, el complejo de la cinasa activadora de CDKs (CAK: compuesto por MAT1, CDK7 y
cicina H), XPB y XPD, estas ultimas dos poseen actividad de ADN helicasas
dependientes de ATP y ayudan en la apertura catenaria. En GG-NER, TFIIH es
reclutado a los sitios que contienen la lesién, probablemente mediante interaccion

directa con el complejo XPC/hHR23B (junto con centrina2) en conjunto con la proteina
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de unibn a ADN dafiado por UV (UV-DDB), mientras que en TC-NER la ARN-

polimerasa Il y/o CSB, esta Ultima una proteina involucrada en el sindrome Cockayne,

otro desorden genético del que es responsable la deficiencia de NER, son los que

reclutan a TFIIH. Una vez realizado el reconocimiento por los factores descritos ambas

vias de NER proceden igual [58-63].

Tabla 2. Pasos principales y proteinas participantes en GG-NER y TC-NER. Solo el paso de
reconocimiento de la lesion difiere entre las 2 vias. *De los multiples componentes de TFIIH solo se
muestran XPB y XPD. RPA (no enlistado) participa en NER uniéndose y protegiendo al ADN de
degradacion tras la apertura del duplex. Adaptada de [12].

Paso de NER

Proteina

Actividad bioquimica

Sustrato

Reconocimiento

e GG-NER

e TC-NER

XPC/RAD23B
DDB1/DDB2 (XPC)

XPA

CSA

CSB

Unién a ADN/Reclutamiento
de TFIIH.
Unidn a ADN.

Unidn a ADN.

Desconocido/Componente

del complejo ubiquitin ligasa.
ATPasa dependiente de ADN.

Distorsion en la
hélice del ADN.
ADN dafiado por
uVv.

XPC-TFIIH unido al
ADN.

ARN Polimerasa
atascada.
ARN Polimerasa
atascada.

Desenrrollamiento del
ADN (Complejo

multisubunidad TFIIH*)

XPB (ERCC3)

XPD (ERCC2)

3’-5’ ADN helicasa/ATPasa

5’-3” ADN helicasa/ATPasa

Incision

XPG (ERCC5)

ERCC1/XPF (ERCC4)

Incision 3’

Complejo de incision 5’
(catalizada por XPF)

5’ Flap, burbuja.

3’ Flap, burbuja.

Polimerizacion Pold (Polg) Polimerasas replicativas “gap” del ADN
asociadas a PCNA (~25-30 nt).
Ligacion Lig | Ligasa Incision del ADN.
XRCC1/Liglllo Complejo ligasa Incision del ADN.
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Asi como sucede en los sitios promotores de iniciacion de transcripcion, TFIIH
promueve la apertura local del duplex de ADN en los sitios del dafio. Las actividades de
ATPasa de XPB y XPD facilitan la apertura del duplex de ADN, permitiendo al complejo
de pre-incisién introducirse al sitio de la lesion. ElI complejo de pre-incision esta
conformado por las proteinas XPG y XPA, asi como la proteina de replicacion A (factor
heterotrimérico de union a ADN de cadena simple; RPA). Aunque se sabe que XPG es
una endonucleasa estructura-especifica que hace un corte 3’ a la lesion, también
interactta con el complejo TFIIH estabilizdndolo, y por tanto contribuye a la apertura de
la doble hélice independientemente de su actividad de nucleasa. Posteriormente, RPA
estabiliza la conformacion del ADN abierto por medio de una interaccion con la cadena
del ADN no dafiado. XPA se une con moderada especificidad al ADN dafado, reaccién
que es potenciada por la interaccién con RPA. Este complejo XPA-RPA funciona mas
como un mecanismo de verificacibn de dafio que como un mecanismo de
reconocimiento inicial de dafio, y que también participa como orquestador
organizacional, facilitando el posicionamiento del complejo de replicacion alrededor de
la lesion. La llegada de XPA-RPA también cataliza la liberacién del complejo CAK de
TFIIH, paso que es esencial para la iniciacion del proceso de incisibn/escision de la

secuencia dafiada [58-63].

RPA consiste en 3 subunidades que con gran afinidad se unen a la secuencia de ADN
sin dafo. Esta proteina cubre apenas 30 nucleétidos (que corresponde en tamafio a la
secuencia escindida en NER) y se cree que desempefia un papel como protector de

cadenas sencillas de ADN para evitar que sean atacadas por nucleasas.
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Adicionalmente interactGa con otras proteinas de NER, como las endonucleasas XPG y
ERCC1-XPF, las cuales son necesarias para la doble incisién de la secuencia dafiada

[58-63].

Cuando el complejo de preincisidn esta instalado adecuadamente, se efecttan los SSB
por XPG y ERCC1-XPF cuyas acciones combinadas resultan en la escision de un
fragmento de ADN de cadena sencilla de 24-32 nucleétidos, el cual incluye el sitio
dafado. Mientras que XPG realiza el corte 3’, el dimero ERCC1-XPF lo realiza en 5’.
Staresincic et al. [58] proponen un mecanismo de “corte-parche-corte-parche” que

implica que la incision 5’ preceda a la 3’ [58-63].

La escision del fragmento dafiado es restaurada a su estado original (sin dafio) por
medio de la sintesis y ligaciéon del ADN, ya sea por el mecanismo de “corte-parche-
corte-parche” o por el de escision completa seguida de sintesis y ligacion. En este paso
la importancia de XPG y RPA resurge ya que ambas son necesarias para el proceso de
post-incisidon. Se cree que XPG es la encargada de reclutar a PCNA. La sintesis de la
cadena procesada requiere de PCNA debido a su afinidad por las ADN polimerasas.
Estudios recientes muestran que al menos tres polimerasas estan involucradas en la
sintesis de la secuencia escindida: Pol 8, Pol ¥ y Pol &. Posterior a la sintesis los
extremos 5'-P y 3’-OH deben ser ligados, operacién que realiza mayoritariamente el
complejo XRCC1/Ligllla, el cual se acumula en células tanto quiescentes como en
proliferacion, después de ser irradiadas con UV, y la Lig | que parece estar involucrada

exclusivamente en el proceso de ligacién en células en proliferacién. A la fecha se
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conoce que son 30 las proteinas que conforman el mecanismo de NER para

contrarrestar los dafios en el ADN descritos previamente (Figura 12) [58-63].

(i) Reconocimiento

de la lesion
al DNy /7

| Polimerasa |

CsA)
Y—mmm

g @
7 >

(iii)

\LIG3) 1‘F£,N1'~.]
o \M\\ I"pa’uA\\ : \

Figura 12. Mecanismo de reparacién por escision de nucleétidos (NER) y sus sub-vias: GG-NER y TC-NER.
(i) XPC-RAD23B reconocen el dafio al ADN como paso inicial en GG-NER. TC-NER es iniciado por el bloqueo
de la maquinaria de transcripcion debido a la modificacion estructural de la secuencia del gen
transcripcionalmente activo. Posterior al reconocimiento de la lesién, GG-NER y TC-NER involucran
componentes proteicos afines. (ii) el complejo TFIIH es reclutado posterior al reconocimiento. Mediante la
actividad de helicasa de las subunidades XPB y XPD, TFIIH promueve la apertura del diplex de ADN
alrededor de la lesién, facilitando el reclutamiento de XPA y RPA. (iii) el complejo XPF-ERCCL1 es reclutado al
sitio de la lesiobn mediante interaccion directa con XPA, mientras que XPG es anclado de manera especifica
mediante la interaccion con TFIIH. Dos endonucleasas, XPF-ERCC1 y XPG, son responsables de realizar la
incision 5’ y 3’, respectivamente, en el area afectada. (iv) posterior a la doble incision y a la remocion del
fragmento oligonucleotidico que contiene el dafio, la ADN polimerasa comienza a rellenar el “gap” en
cooperacion con RFC y PCNA. (v) finalmente, el corte es sellado tanto por XRCC1/Ligllla. como por FEN1/Ligl.
CAK: Cinasa activadora de la ciclina dependiente de cinasa; RFC Factor de replicacion C. Adaptada de [1].
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4.1.3. Reparacion de apareamientos erroneos (MMR)

Este mecanismo esta encargado de corregir errores de replicacion en la hebra recién
sintetizada. Para mantener la estabilidad genémica, MMR debe ser dirigido a la hebra
naciente por una o mas sefiales de discriminacién catenaria como ausencia de marcas
de metilacidon en la cadena naciente. MMR es un proceso evolutivamente conservado
gue corrige los apareamientos erréneos generados durante la replicacion del ADN que
han escapado al sistema a prueba de error o edicion de las polimerasas. Esto es
logrado gracias a la interaccion de proteinas heterodiméricas con la secuencia de ADN
gue contiene la lesion, cabe destacar que a pesar de conocer detalladamente el
mecanismo de la MMR dirigida por metilos de E. coli (MD-MMR), muy poco se sabe
respecto a las sefiales de discriminacion y el mecanismo detallado en el caso de
eucariontes aunque se asume cierta homologia [64-67].

Cuando la integridad gendmica se ve comprometida, por estos procesos de inserciones
erréneas de nucleotidos por las polimerasas replicativas, proteinas y genes especificos
son activados. Uno de estos grupos es la familia de proteinas MutS, integrada por
MSH2, MSH3 y MSHB6, que esta altamente conservada entre especies y se identificd
por primera vez en E. coli. Estas proteinas MSH reconocen errores en la secuencia del
ADN durante la replicacion previniendo la duplicacion de la cadena dafiada y reparando
SSBs. MSH2 se une a MSH6 en presencia de apareamientos erréneos de bases

formando el heterodimero MutSa (MSH2-MSH6), o bien se une a MSH3 en presencia

de delecion de bases generando el heterodimero MutSp (MSH2-MSH3) [64-67].
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Otros dimeros (por ejemplo MutL y MutH) son reclutados e interacttan con el ADN para
iniciar la sefalizacion de la reparacion. El heterodimero MutSa se une a la region
alterada en el ADN y recluta a la familia de proteinas MutL, como MLH1 y PMS2 con la
finalidad de activar a las enzimas requeridas para la reparacion. El complejo ADN-MMR
inicia el proceso de sefalizacion para reemplazar la secuencia de ADN alterada por
medio de la accion de la ADN polimerasa é y la ligasa | (Figura 13). Cabe sefalar que
el mecanismo de reclutamiento de las proteinas del MMR es dependiente de ATP [64-

67].

Adicionalmente, la actividad de los dos dimeros de MutL en el sitio de ADN con el error
depende de interacciones con PCNA, el cual es un cofactor de gran importancia que
participa tanto en la replicaciéon del ADN como en procesos de reparacion. PCNA
interactta con los dimeros de MutSa a través de su dominio MSH6 y el dimero MutSp

se une a €l mediante una region cerca del dominio MSH3 [64-67].

Los sistemas post-replicativos de ADN-MMR son criticos durante la respuesta contra
diversos estimulos dafiinos que afectan la fidelidad del ADN, como el estrés oxidante,
xenobiodticos, radiacion, etc. Se ha corroborado que MSH2 patrticipa en el arresto del
ciclo celular y apoptosis por diferentes mecanismos, dependientes de la extensién del
ADN dafiado. Experimentos realizados en una linea celular humana linfoblastoide no
tumorigénica msh2” han demostrado que el sistema MMR promueve el arresto en
G2/M después del sometimiento de las células a dafio por radiacion UVB, y que la
deficiencia en MSH2 conduce a una reduccion en la activacion del punto de monitoreo

G2/M del ciclo celular tras la exposicion a este agente. Asi mismo se observo que las
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células competentes en MSH2 incrementan los niveles de las proteinas de punto de
monitoreo del ciclo celular como CHK1, CDC25C cuando son comparadas con las
deficientes tras el tratamiento con UVB. Estas proteinas, en su estado fosforilado en los
residuos aminoacidicos especificos (Ser345, Ser216, Tyrl5 y Thrl4), regulan el control
del ciclo celular e inhiben la division de las células hasta que las alteraciones a la
secuencia del ADN sean corregidas, concordando entonces con la idea de que el

sistema MMR tiene la capacidad de generar el arresto del ciclo celular [64-67].

Cuando hay deficiencias en los mecanismos de reparacion, como en MMR, y estos no
son capaces de detectar las secuencias de ADN dafiadas, las vias de sefializacion
celular, asi como la homeostasis celular, se vuelven inestables debido a que la fidelidad

del ADN esta comprometida [64-67].
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* Posible insercién por ) «Posible delecién por
corrimiento de la hebra Doble helice de ADN normal corrimiento de la hebra

(b) ‘ MSH2 forma un heterodimero que se une a ;
la incorporacion erronea en la secuencia

como sefial para reparacion.
hMutSa Posteriormente, PMS2 y MLH1 son hMutSg
reclutadas para completar el proceso
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hMutLa, en humanos, tiene actividad de endonucleasa la cual corta enlaces fosfodiéster en la secuencia con un
. apareamiento erroneo en el ADN, lunto PCNA esta el factor de replicacion C y la proteina de replicaciéon A (RFC y
LRPA). La exonucleasa 1 (Exo I) digiere el segmento que contiene el error para poder ser sustituido por la secuencia
correcta.
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Figura 13. Mecanismos generales de reparacion por MMR. Dependiendo del tipo especifico de lesion en la
secuencia genomica, la familia de proteinas MSH inicia vias de sefializacién para mantener la integridad y
fidelidad de la informacién genética. (a y b) MSH2 se une a MSH6 en la presencia de malos apareamientos de
bases formando el heterodimero MutSa. (MSH2-MSHG6), o bien, se une a MSH3 en caso de delecion de bases,
generando el heterodimero MutSp (MSH2-MSH3). (c) MLH1 y PMS2 ejercen su actividad reclutando a las
enzimas necesarias para la reparacion. (d) El complejo ADN- MMR inicia la sefializacién para reemplazar la
seccion dafiada mediante el reclutamiento de la ADN Pol3 y finalmente el sellado de la incisién por la Lig I. El
mecanismo de reclutamiento de las proteinas de la MMR es dependiente de ATP. Adaptada de [65].

Doble hélice reparada
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4.2. Reparacion de Rupturas de Doble Cadena (DSBs)

Los DSBs son considerados la forma mas deletérea de dafio al ADN debido a la
ausencia de una cadena complementaria completa para usar como templado en
asistencia a la reparacion. De no ser reparados pueden conducir a rompimientos y
translocaciones cromosomicos los cuales estan asociados con defectos en el
desarrollo, neurodegeneracion, inmunodeficiencias, radiosensibilidad, esterilidad y

predisposicion a cancer [68].

DSBs pueden surgir a causa de factores exdgenos como IR, exposicidon a productos
quimicos o por rompimientos cromosomicos inducidos durante el desarrollo de la
respuesta inmunoldgica adaptativa, como la recombinacion V(D)J y la recombinacion
de cambio de clase (CSR). Alternativamente, la accion indirecta de numerosos agentes
dafinos al ADN que pueden llevar a DSBs, especialmente en células en replicacion. La
razon de esto es que las lesiones relativamente inofensivas en células en las fases
G1:G2 con un sistema de reparacion competente, pueden degenerar en una DSB

cuando se manifiesten en un contexto de replicacion del ADN [69].

En respuesta a los DSBs las células montan una respuesta que puede ser monitoreada
citolégicamente por medio de la acumulacion de sefales y factores de reparacion en la
cromatina que rodea el rompimiento del ADN, lo cual es manifiesto de la formacion de

distintas estructuras sub-nucleares las cuales son denominadas “foci”.

La respuesta temprana a DSBs emplea interacciones proteina-proteina dependientes

de fosforilacion para coordinar el reconocimiento del dafio y para amplificar la sefal.
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Los DSBs son detectados primeramente por el complejo MRN (MRE11/RAD50/NBS1)
y por las proteinas Ku70/80 quienes rapidamente reclutan y activan a las ser/thr
cinasas ATM y DNA-PKcs (La subunidad catalitica de la proteina cinasa ADN-
dependiente). Ambas cinasas son miembros de la familia PIKKs, las cuales activan una
extensa red de DDR que incluye, entre otras cosas, la activacion de puntos de

monitoreo del ciclo celular y la facilitacion de la reparacion al ADN (Figura 14).

Durante esta respuesta temprana, la fosforilacién de la variable de la histona H2A, la
H2AX, mediada por ATM y en menor medida por DNA-PKcs en el residuo serl139 es de
suma importancia ya que la forma fosforilada de la H2AX (H2AXy) sirve como marca
del dafio al ADN, lo cual media la subsecuente acumulacién de proteinas inductoras de
sefales en el sitio DSB. En particular, MDC1 (mediador del punto de control de dafio al
ADN 1), el cual es critico para la acumulacién focal de 53BP1 (Proteina de unién a p53)
y el producto del gen supresor de tumores BRCAL (gen de susceptibilidad a cancer de
mama 1), ambos involucrados de manera importante en sinergia con MDC1 (Proteina
de punto de monitoreo mediadora del dafio al ADN) como mediadores del punto de
control de dafio al ADN y estan involucrados en la promocion de la reparaciéon de DSBs

[42, 70, 71].

Se debe enfatizar que estas etapas tempranas, en la iniciacion y amplificacion de la
respuesta a DBSs dependen de interacciones proteina-proteina dependientes de

fosforilacion.
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En DSBs, dos mecanismos principales son empleados por la célula, lo cual dependera
en parte de la etapa del ciclo celular en el que se realice el dafio y estos son: NHEJ y
HRR. Probablemente el factor mas importante que determina la eleccion entre ambos
mecanismos de reparacion del ADN es la etapa del ciclo celular en el que se encuentra
la célula al momento de detectar la lesion, sin embargo otros factores influyen, por
ejemplo la competencia por las terminaciones en el sitio de la ruptura de ambos
mecanismos NHEJ y HRR, las enzimas ku70/80 y RAD52 respectivamente (Figura 14)

[72].
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Figura 14. Mecanismos de recombinacién. La reparacién de DSBs (DSBR) esta dividida en dos vias
principales: HRR y NHEJ. HRR opera en células en proceso de divisién y fase S, mientras que NHEJ es
activo todo el tiempo independientemente de la fase del ciclo celular. Se ha propuesto que HRR inicia
con el reconocimiento de la DSB mediante el complejo MRN (MRE11/RAD50/NBS1). El complejo MRN
se asocia a CtIP, el cual inicia el procesamiento 5-3' dejando un extremo 3 ssADN. Dicho
procesamiento es realizado por exonucleasas (posiblemente EXO1), y el ssADN resultante es
estabilizado gracias a la unién de RPA. RAD52 es reclutada a RPA. Posteriormente el complejo RAD51-
BRCA2 remplaza al complejo RAD52-RPA para formar filamentos nucleoproteicos de RAD51. Los
filamentos permiten la invasién a la cromatida hermana de la region homdloga completa. En la DSBR
clasica, una vez que una de las cadenas invade la crométida hermana, la otra cadena procesada del
ADN dafado es “atrapada” por la homologia con la correspondiente de la cromatida hermana formando
una estructura de entrecruzamiento doble tipo Holliday, lo cual puede resultar en cross-over (cortes en
las flechas azules y rojas) o bien de no-cross-over (corte en flechas azules). En SDSA, la cadena
invasora es desplazada en el momento en el que la sintesis de ADN ha generado una secuencia
homoéloga que sirva de templado para la cadena sencilla remanente del DSB, resultando en un producto
tipo No-cross-over. NHEJ es iniciada por el reconocimiento de la DSB mediado por el complejo Ku (Ku
70/ Ku80), seguido por el reclutamiento de DNA-PKcs. DNA-PKcs activa a Artemis la cual esta
encargada de procesar las terminaciones de la DSB. Por ultimo se efectua la sintesis de nucledtidos
para llenar los “gap” y la unién de los extremos por el complejo XRCC4-Lig IV. CtIP: Proteina de unién a
c-terminal interactora; DNA-PKcs: Subunidad catalitica de la proteina cinasa dependiente de ADN. (Para
mas detalles ver texto). Adaptada de [1].
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4.2.1. Reparacion por unién de terminaciones no

homologas (NHEJ)

Un DSB generado en una célula que no se encuentra en replicacion es candidato para
NHEJ, proceso en el cual las dos terminaciones son ligadas sin una extensiva

referencia a la secuencia en el sitio de corte [69].

Las proteinas del sistema de reparacion por NHEJ fueron identificadas por primera vez
como intento de comprensién de los efectos causados por la Rl y por la recombinacién
V(D)J del sistema inmunoldgico [73, 74]. Las proteinas que conforman el heterodimero
Ku70 (69 kDa) y Ku86 (83 kDa, también conocida como Ku80) son el factor de union al
ADN de mayor importancia en NHEJ. La estructura cristalina del complejo Ku70/86-
ADN revel6 que el heterodimero tiene una distribucion espacial toroidal, con un espacio
medio lo suficientemente amplio como para alojar a una molécula bicatenaria de ADN.
El interior de este anillo asimétrico esta constituido por aminoacidos cargados
positivamente lo cual favorece la interaccion y estabilizacion del complejo (ADN-
Ku70/80) por medio de interacciones electrostaticas con el esqueleto fosfodiester
(carga parcial negativa). La estructura anular no solo explica como Ku interactia con
las terminaciones del ADN en el sitio de corte y previene la degradacion nucleolitica,
sino que también proporciona un mecanismo por medio del cual Ku se desplaza a lo
largo del ADN y conserva sus interacciones con las partes internas del mismo.
Sorprendentemente, Ku es dependiente de inositol-6-fosfato (IP6), el cual se une al
heterodimero. Al momento no se sabe si IP6 esta unido permanentemente a Ku70/80 o

si es sintetizado en respuesta al dafio al ADN [76,77].

57



Dafio al ADN, mecanismos de reparacion y variaciones tras la diferenciacion partiendo de células troncales
humanas.

Una vez formado el complejo ADN-Ku70/80, DNA-PKcs es reclutada, cabe destacar
gue se ensamblan dos heterodimeros flanqueando la lesidbn a modo especular por lo
gue el proceso es bidireccional. Posteriormente el complejo se desplaza al borde de la
ruptura y las DNA-PKcs, por medio de interacciones proteina-proteina, realizan la
formacion de un puente entre los dos extremos. Mientras esto ocurre es reclutada la
proteina Artemis al complejo, formando lo que se conoce como complejo cinasa
dependiente de ADN (DNA-PK), esta proteina tiene actividad de exonucleasa de ADN
con actividad 5-3’; debido a esto, en el lado opuesto (complejo DNA-PK’) se une
analogamente esta exonucleasa. La actividad de Artemis es procesar las terminaciones
de ADN en la ruptura, esto es, escindiendo las bases dafiadas o modificadas, actividad
que realiza en conjunto con la proteina XRCC4. Esta ultima es reclutada junto con la

DNA-ligasa IV por accion de DNA-PKcs [76,77].

Posterior al alineamiento y procesamiento de las terminaciones quedan pequefios
vacios (“gap”) que requieren ser cubiertos para lo cual son reclutados miembros de la
familia de las polimerasas X. Se ha descrito (Lieber et al. [75]) que para NHEJ las
polimerasas Pol p y Pol A estan implicadas en el llenado de “gap”, ambas polimerasas
trabajan en conjunto. También demostraron que mientras una de las hebras en
reparacion ha terminado el proceso de ligacién la otra hebra puede estar en llenado de
“‘gap”, implicando que el procesamiento y ligacion de las hebras es un proceso
independiente. Por dltimo la DNA-ligasa IV cierra las incisiones finalizando asi la

reparacion de la ruptura (Figura 15) [76,77].
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Figura 15 Modelo de NHEJ en células de mamiferos, la induccién de una DSB (a) resulta en el
reclutamiento del heterodimero Ku al sitio de la lesién, el cual se une con las terminaciones del ADN (b),
esto es seguido por el reclutamiento de DNA-PKcs y Artemis, resultando en la fosforilacién/activacion de
Artemis por DNA-PKcs (c). Se generan interacciones proteina-proteina entre las moléculas de DNA-PKcs
y se forma un puente entre las terminaciones de ADN (d). El ensamblaje del complejo DNA-PK resulta en
el reclutamiento de la DNA-Ligasa IV y su factor asociado XRCC4. PNK interactia fisicamente con
XRCCA4 (e), es localizado en el sitio de la ruptura para procesar junto con Artemis las terminaciones del
ADN, posteriormente la familia de ADN polimerasas X llena los espacios procesados (f), para finalizar la
DNA-ligasa IV cierra la incision (g). Adaptada de [76].

59



Dafio al ADN, mecanismos de reparacion y variaciones tras la diferenciacion partiendo de células troncales
humanas.

4.2.2. Reparacion por Recombinacion Homéloga (HRR)

La HRR es considerada el mecanismo mas certero para reparar DSBs, y su ausencia
podria degenerar en graves rearreglos cromosOmicos y por ende en inestabilidad
gendmica. En la HRR, el acoplamiento homologo de la secuencia de la croméatida
hermana sirve como templado para guiar la reparacion de la cadena afectada, y debido
a que las cromatidas hermanas solo estan presentes durante la fase -S y -G2 del ciclo

celular, HRR solo puede llevarse a cabo durante estas fases.

Una ejecucion exitosa de este mecanismo requiere la accion secuencial de diferentes
enzimas en el sitio de la DSB. Durante esta reparacion, las terminaciones 5’ y 3’ de la
DSB son procesadas por exonucleasas. Segun estudios sugieren que este proceso es
mediado por la exonucleasa 1 (Exol), después de lo cual se recluta a RAD51 mediante
BRCAZ2, la cual es una proteina grande (410 kD) que interactia con RAD51 por medio
de una serie de repeticiones cortas altamente conservadas denominadas motivo BRC.
Posteriormente se une la proteina RAD51 al filamento de ssADN (ADN de cadena
sencilla). RAD51 es wuna ATPasa ADN-dependiente que forma filamentos
nucleoproteicos con el ADN los cuales favorecen la interaccion con la cromatida
hermana intacta para ser usada como si fuera un “primer”. Debido a la invasién, la
cadena complementaria de la cromatida hermana es desplazada formandose una
estructura en forma de D (“D-loop”). Existen dos modelos para la HRR: El modelo
clasico de recombinacion homéloga (HR) o el modelo alternativo de alineamiento de
cadena dependiente de sintesis (SDSA) (Figuras 14 y 16). En el caso del modelo

clasico de HR, la cadena complementaria desplazada de la cromatida hermana se
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alinea con la terminacién 3’ sobresaliente de la DSB de manera que puede servir como
templado por la terminacién 5’. Las cromatidas hermanas se conectan por medio de un
doble entrecruzamiento tipo Holliday, el cual es una unién maovil entre cuatro cadenas
de ADN derivadas de dos croméatidas hermanas. Durante la resolucion de estas
uniones puede ocurrir 0 no entrecruzamiento (cross-over). Mientras que los cross-over
en procesos de recombinacion meiotica juegan un papel importante facilitando la
segregacion cromosOmica, en los procesos de recombinacién en mitosis pueden
conducir a eventos deletéreos de seriedad, incluyendo perdida de la heterocigocidad.
Es por eso que las enzimas encargadas de procesar o resolver los D-loop y
entrecruzamientos tipo Holliday (como BLM) tienen actividad supresora de cross-over
mitoticos y por ende hay una reduccion importante del riesgo a inestabilidad genémica

[74, 77].

En el modelo de SDSA, los primeros pasos son idénticos al clasico, sin embargo la
diferencia radica en la ausencia de la formacién de la estructura D-loop, por lo que la
cadena invasora es desplazada en el momento en el que la sintesis de ADN ha
generado una secuencia homdloga que sirva de templado para la cadena sencilla

remanente del DSB [74, 77] (Figura 16).
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Figura 16. Representacion esquematizada de la reparacién de DSBs. (A) Modelo clasico de reparacion
por recombinacion homéloga (HRR). (B) Modelo de reparacion de SDSA. (C) Modelo de reparacién por

NHEJ. Adaptada de [77].
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5. DDR en Células Troncales (Stem Cells: SC).

Las SC humanas tienen el potencial de diferenciarse en diversos tipos celulares. Las
SC adultas se definen como células indiferenciadas que poseen la capacidad de auto-
renovacion durante largos periodos de tiempo, mientras producen progenies celulares
gue maduran a células mas especializadas érgano especifico. Estas células mantienen
la homeostasis tisular a largo plazo, el proceso fisioldgico responsable de la estabilidad
interna de renovacion de Organos, incluyendo el numero constante apropiado de
células asi como la regeneracién en respuesta al dafio (pérdida de la celularidad por
diversos factores). En contraste las ESC tienen la capacidad de diferenciarse en todos
los tipos celulares localizados en los embriones, incluyendo células germinales. Debido
a la dificil obtencién de éstas y a las implicaciones éticas y consideraciones de
seguridad se han generado estrategias de modificacion genética para reprogramar el

nucleo de células soméaticas diferenciadas en células pluripotentes, iPSC [6].

En condiciones normales, las SC adultas transcurren de manera lenta en el ciclo
celular, manteniéndose en GO. Cuando realizan un proceso de division, lo pueden
realizar simétrica o asimétricamente, esto dependera si la finalidad de la division es
expandir o restaurar las pozas de SC o bien para generar una célula con las
propiedades de SC y otra célula que procedera cierto nimero de divisiones antes de

someterse a diferenciacion, respectivamente [6].

En SC adultas las alteraciones genéticas han sido implicadas en el impedimento de la
capacidad de proliferacién, asi como el incremento del potencial tumorigénico y

envejecimiento [78]. Como SC adultas la capacidad de auto-renovacion tendria
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complicaciones si estas células no repararan el dafio a su secuencia génica, causando
acumulacion de alteraciones que comprometerian su integridad genética y
potencialmente generando patologias. Por lo anterior, las SC emplean a los
mecanismos de reparacion de manera muy activa para evitarlo, en combinacion con la
guiescencia y la baja tasa metabdlica que reducen el riesgo considerablemente.
Adicional a esto y en contraste con células diferenciadas las cuales dependen de la
respiracion mitocondrial, las SC generan energia principalmente por medio de procesos
anaerobios (glucdlisis anaerobia) y como es esperado, la obtencidén de energia por esta
via les confiere una ventaja cito-protectora ya que la produccion de ROS y RNS es

considerablemente baja [6].

Para la proliferacion celular es requerida la progresion del ciclo celular a través de las
puntos de monitoreo de las fases G1 y G2, asegurando la duplicacion de células
viables. En el transcurso de la sintesis del ADN, si la célula recibe dafio se activa el
punto de monitoreo de G1, generando un retraso en la fase S y permitiendo la
reparacion adecuada del material genético, proceso que es ejercido en todas las
células del organismo. Una vez que el dafio ha ocurrido, la célula activara la DDR

especifica para la lesion generada [6].

Si la reparacion del dafio resulta ser imposible, diversos procesos celulares se activan
lo que deriva en uno de tres caminos posibles: Entrar en senescencia, muerte por

apoptosis o (en el caso de las SC) proceder a diferenciacion [6].
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Diversos estudios han demostrado que hay una relacion directa entre la disminucion de
la capacidad de reparacion del ADN y la pérdida de integridad genomica lo cual

conduce a la diferenciacion o pérdida de la auto-renovacion en SC [6].

El destino de las células después de recibir un dafio al ADN estara determinado por la
severidad del dafo, la tasa de reparacion en ese momento dado y especialmente por la
duracion y el grado de activacion de la sefializacion de p53, esto es, entre mas rapido
se repare el dafio mas débil serd la activacibn de p53, previniendo entonces la
apoptosis. La sensibilidad al dafio y la induccién de apoptosis por p53 es muy variable

entre SC [6].

Si el dafio escapa a la reparacion o bien es reparado deficientemente, se manifestara la
acumulacion de mutaciones en la reserva de SC, generando una inestabilidad
importante de la informacidon genética. EI genoma mutado podria entonces ser
propagado horizontalmente (por auto-renovacion) o verticalmente (a la progenie
mediante diferenciacion). Mutaciones que confieran una ventaja selectiva a SC o0 a
células progenitoras tienen la posibilidad de ser amplificadas posteriormente por el
proceso de expansion clonal y después de determinado tiempo esta poza numerosa de
SC pueden acumular mas mutaciones que eventualmente podrian generar
tumorigénesis. Por lo tanto es de suma importancia que estas células posean no solo
diversos y redundantes mecanismos de reparacion, sino también una alta actividad y

eficiencia de los mismos [1, 6, 79].
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6. Variaciones en la reparacion del ADN tras la diferenciacion celular

partiendo de células troncales.

Muy poco se sabe sobre los mecanismos moleculares por los cuales el proceso de
diferenciacion implica una disminucién de la capacidad de reparacion del ADN; algunos
estudios sugieren que es una manera de ahorrar energia y racionarla de una manera
mas logica y Optima. Estos han demostrado que la actividad relacionada a NER en
cuanto a reparaciéon disminuye durante la diferenciacion partiendo de diversos tipos de
SC humanas [80,81], asi mismo, se sugiere al complejo TFIIH como blanco de
ubiquitinacién y en consecuencia un mecanismo importante para regular NER durante
la diferenciacion, en diversas lineas celulares y linajes de diferenciacion.
Analogamente, variaciones en los mecanismos de reparacion BER, HRR, NHEJ y MMR
han sido observadas bajo diversos esquemas experimentales [82-89] que sugieren el

mismo comportamiento de disminucion de la reparacion ante el dafio al ADN.

Maynard et al. [79] demostraron que las ESC presentan una mas eficiente reparacion
del ADN en comparacion con células somaticas en respuesta a diversos agentes
dafinos (H202, UVC, IR y Psoralen). El ensayo cometa en condiciones alcalinas
elaborado por este grupo revela que después de una exposicion de 20 J/m? de
radiacion UVC, las dos lineas de ESC probadas presentaron una cinética de reparacion
mayor en comparacion con fibroblastos, indicando una NER mas eficiente en las ESC
[80]. Ensayos de microarreglos revelaron una mayor expresion de diversos genes
relacionados con la reparacion del ADN en ESC, entre ellos los relacionados con BER

y reparacion de DSB comparado con células diferenciadas. Cuando se retaron las ESC
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frente a su contraparte diferenciada a H20: los niveles de la proteina OGG1 y APE1 se
vieron incrementados en las ESC. En concordancia, el nivel de las 8-oxoG detectadas
fue menor en las ESC que en fibroblastos debido a una reparacion de las lesiones

oxidativas mas eficiente (BER) [6, 82-89].

Ademas, niveles mas altos de las proteinas relacionadas con MMR (MLH1, MSH2 y
MSH®6), HRR (MRE11, NBS1 y RAD52) y NHEJ (XRCC4 y ligasa 1V) fueron detectados
en ESC cuando fueron comparados con lineas celulares diferenciadas. Anadlogamente,
se observd una resolucion mas rapida de foci de RAD51 cuando se sometieron las
células a 2 Gray (Gy) de IR, lo cual es indicador de activacion de HRR. En otro estudio
se evalud la capacidad de NHEJ en ESC y se distinguié que si bien hay una menor
actividad de este mecanismo en las células troncales, la eficiencia del mismo fue 1.4y
2.6 veces mayor en comparacion con progenitores neurales y astrocitos
respectivamente. Se destaca que en el caso de las ESC el mecanismo preferencial
para reparar DSBs es HRR, mientras que en células diferenciadas es NHEJ, pese a la
variacion de eficiencia. Se concluye que conforme transcurre la diferenciacion celular la
actividad de NHEJ se incrementa mientras que la fidelidad del proceso disminuye

(Figura 17) [6, 82-89].

Otro mecanismo adicional de proteccion extra de las células troncales es la
modificacién en los tiempos de las fases del ciclo celular, siendo la duracién de G1 mas
corta y la transiciéon de G1 a S es facilitada por una elevada expresion de CDK4 y de
ciclina D2. Esto se interpreta como una cinética Unica de la fase G1 y una deficiencia

parcial del punto de monitoreo de G1/S, que facilita que las SC dafadas progresen a la
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fase S, en la cual el dafio al ADN es amplificado por el proceso de sintesis conduciendo

a la muerte celular [6, 82-89].

| Metabolismo Glucolitico | MetabolismoOxidativo
@ q 'No. de mitocondrias

Reparacion del ADN

Célula Troncal Célula Diferenciada

Figura 17. Respiracion mitocondrial incrementada y reparacion del dafio al ADN reducido después de la
diferenciacion de SC. Las SC presentan altos niveles de capacidad de reparacién de dafio al ADN y un
bajo nimero de mitocondrias y dependen de procesos glucoliticos anaerobios. La oxidacion mitocondrial
es suprimida, resultando en produccién de ATP mitocondrial y generacién de ROS reducida. Durante la
diferenciacion ocurre el remodelado celular generando el estimulo para el incremento de cantidad de
mitocondrias, oxidacion y produccion de ROS. Ademas de una disminucién en la actividad de los
principales mecanismos de reparacion como una medida de controlar el gasto energético. Adaptada de

[6].

Después de un estrés genotoxico, el supresor de tumores p53 es estabilizado y
activado, como en todas las células, previniendo de esta manera la acumulacion de
mutaciones por medio de la induccion del arresto del ciclo celular, de los mecanismos
de reparacion, de la apoptosis o0 la senescencia. Adicional a estas actividades, p53
tiene una funcibn como supresor de genes importantes relacionados con la
pluripotencia, como es el caso de nanog. Dicha represion es una de las correlaciones

mas importantes entre dafio al ADN y perdida de la pluripotencia derivando en
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diferenciacion celular que es una manera de evitar la acumulacion de mutaciones

futuras en una poza auto-renovable de células [6].

El andlisis trascendental de lo anterior probablemente es que la exacerbacién de la
DDR en SC, en comparacion con células diferenciadas, ejerce un efecto de
preservacion de la integridad gendmica potenciado ya que el papel de mayor
importancia de este tipo celular es mantener la homeostasis de los tejidos de un

organismo dado.
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7. Conclusiones

Mantener la estabilidad gendmica es una funcion indispensable para todo ser vivo, y a
pesar de que pequefias modificaciones en la informacion genética conducen a la
diversidad de especies y es un factor de la evolucién, este proceso debe efectuarse de
manera selectiva y muy fina (eficiente) ya que un cambio abrupto podria derivar en

inestabilidad cromosémica e incluso la muerte del organismo.

El dafio al ADN puede ser causado por una gran cantidad de agentes tanto endégenos
como exdgenos o ambientales, la intensidad asi como el tipo de dafio dependeran

directamente del tipo de fuente, la dosis administrada y el tiempo de exposicion.

Los dafios generados por fuentes endégenas son los mas recurrentes y a pesar de que
el organismo posee medidas para controlar la actividad deletérea de estos agentes por
medio de antioxidantes, moléculas quelantes, sistemas de translocacion, sefales de
movilizacion y transporte, etc., pueden evadir estas defensas y reaccionar con la
molécula informacional generdndole cambios composicionales y/o estructurales que
comprometen su funcién principal que es la conservacion de la informacién y su

disponibilidad en caso de ser requerida por los sistemas de replicacion y transcripcion.

Por otra parte, los dafios generados al ADN por fuentes exdgenas o ambientales
dependeran de factores como: exposicion ocupacional, estado salud/enfermedad,
ingesta de sustancias quimicas cuyo efecto impacta en la estabilidad del ADN,
exposicién recreacional (UVB, UVA y UVC), sometimiento a tratamientos que

involucren radiacién, etc. Para estos agentes las células no poseen moléculas
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especificas para evitar el dafio a su material genético, por lo que una vez que se

genera la lesion se debe echar mano de procesos para solucionar la modificacion.

Los mecanismos de reparacion del ADN son la herramienta clave para llevar a cabo
esta funcién de mantener la fidelidad genética. A través de los afios se han visto
variaciones en la eficiencia de estos mecanismos en los diferentes linajes celulares y
estados de diferenciacion, lo que nos ha permitido comprender como las células
responden al dafio y al cambio dependiendo de su situacion en el organismo. Asi
mismo se ha observado una cierta redundancia en estos mecanismos con la cual la

célula incrementa las posibilidades de recuperar la fidelidad de su informacion.

Una vez generado el dafio, un paso critico para la solucion del problema es la
localizacion e identificacion de la lesion generada que conforma la sefial inicial para los
procesos de ensamblaje de los complejos de los diferentes mecanismos de reparacion
del ADN pertinentes al tipo de lesion, lo cual conlleva a la amplificacion de dicha sefal

con la finalidad de restaurar la secuencia genética original en el menor tiempo posible.

Debido a que la reparacion del dafio al ADN debe ser realizada eficientemente y en el
menor tiempo, los mecanismos de reparacion requieren intervenir en el proceso del
ciclo celular para asi evitar la exacerbacion de la lesién, por ejemplo a través de

procesos de replicacion y/o transcripcion.

El arresto del ciclo celular es indispensable para evitar la propagacion de las

mutaciones generadas por el dafio al ADN a la progenie y evitar la acumulacion de mas
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alteraciones subsecuentes que podrian degenerar en patologias serias como cancer y

enfermedades neurodegenerativas.

Las SC poseen una exacerbada reparacion del ADN en comparacion con su
descendencia de células diferenciadas, lo cual sugiere una mayor importancia de la
conservacion del material genético en este linaje celular, esto contrasta con el hecho de

la dependencia existente entre la homeostasis tisular del organismo y sus pozas de SC.

Las SC no solo cuentan con una mejor reparacion de dafio al ADN sino también
cuentan con mdultiples formas de evitar que se genere como son: metabolismo y
obtencion de energia mayoritariamente a través de glucolisis anaerobia, baja
respiracion mitocondrial lo que resulta en poca produccién de especies reactivas,
guiescencia celular con lo que disminuye la posibilidad de errores asociados a la
replicacion, duracion de fases del ciclo celular modificados con lo cual se favorece la
localizacion del dafio y la supresion de genes (mediada por p53) relacionados con la

pluripotencialidad para evitar la amplificacion de la mutacion a la progenie de SC.

Adicionalmente, la apoptosis y la senescencia son procesos alternativos al dafio en el
ADN sin resolver, mediante los cuales se evita, en todas las células, la transmision

vertical (y horizontal en el caso de las SC) de estas modificaciones.

Se debe enfatizar que los procesos celulares y las medidas para evitar la pérdida de la
fidelidad de la informacién del ADN llegan a fallar, desencadenando muchas veces
enfermedades de gran impacto que proceden a degeneracion y muerte del individuo en

diversas ocasiones. Y que, en algunos casos, estas enfermedades poseen
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componentes geneéticos que son transmitidos a la descendencia y pueden
manifestarse, incluso acumulando mas alteraciones genéticas en el proceso que a su

vez pueden ser transmitidas de manera anéloga.

En la actualidad nuestro entendimiento de la relacion entre dafio al ADN, la deficiencia
en su reparacion y su impacto en enfermedades neurodegenerativas, envejecimiento,
cancer, etc. es limitado. Estudios sugieren una relacion entre las células troncales y
algunos de estos padecimientos, sin embargo se desconocen los procesos
moleculares. De esta premisa deriva la importancia del estudio de estos procesos
reparativos del ADN en las células troncales y su comparacién con las diferenciadas en
ensayos in vitro y de ser posible in vivo, y posteriormente extrapolar ese conocimiento a
la aplicacion de nuevas medidas terapéuticas y/o preventivas a enfermedades de
importancia, asi como las que podrian volverse de impacto debido a su expansion en

las poblaciones.
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