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Premio Nobel en Quimica 2015
Mecanismos de reparacion del ADN, desde las
bacterias a los tumores

“Men work together,” | told him from the heart,

o

“Whether they work together or apart

Robert Frost

El genoma codifica la informacion necesaria para crear un organismo y cada célula que se divide
replica su genoma por completo para transmitir esa informacién a sus células hijas. El proceso tiene
ocasionales errores que se van acumulando en el tiempo y si bien la mayoria de las veces permanecen
silenciosos, algunos generan cambios funcionales que, al expresarse, pueden ocasionar un amplio
espectro de manifestaciones: desde graves enfermedades hasta mejoras evolutivas en generaciones
futuras.

Para poner en perspectiva el problema debemos considerar que el tamafio del genoma humano
(mas de tres mil millones de pares de bases de ADN) y el gran numero de células en un cuerpo humano
(aproximadamente 37 billones) hacen que la probabilidad de que ocurra un error en cada replicacion
sea tan alta que casi ninguna célula hija sea similar a su progenitora. Si a ello le sumamos que las ma-
cromoléculas de ADN son quimicamente inestables en el tiempo, aun en condiciones fisioldgicas, una
enorme cantidad de errores se acumularan inevitablemente durante el tiempo de vida de un individuo'.
La inestabilidad inherente del ADN constituye asi tanto una oportunidad como una amenaza. Lesiones
del ADN pueden bloquear importantes procesos celulares como la replicacion y la transcripcion, causan-
do inestabilidad gendmica y alteracion de la expresion génica per se. Potenciales agentes mutagénicos
externos (radiacion y productos quimicos) e internos (productos fisioldgicos de reacciones de hidrdlisis y
oxidacion) estimulan aun mas la generacion de dafio en el ADN. Este potencial dafo al material genético
representa una amenaza y, para contrarrestarla, las células han desarrollado una serie de intrincadas
vias de reparacion. Esto ocurrié muy temprano en la filogenia, por lo que -con algunas modificaciones y
con diferente complejidad- casi todos los organismos las poseen’.

Hoy entendemos los mecanismos moleculares de estas vias debido a los pioneros estudios del
médico y bidlogo sueco Tomas Robert Lindahl, el bioquimico estadounidense Paul Lawrence Modrich
y el bioquimico y bidlogo molecular turco Aziz Sancar. Sus trabajos dilucidaron las vias primordiales de
reparacion del ADN que los hizo merecedores del Premio Nobel en quimica en 2015.

Lindahl (nacido en 1938) demostr6 en los afios 70 que el ADN es una molécula inherentemente
inestable que decae en el tiempo, incluso bajo condiciones fisioldgicas normales, por reacciones qui-
micas como oxidacion, desaminacion hidrolitica y metilacién no enzimatica que modifican sus bases y,
como consecuencia, aumentan el riesgo de mutaciones. Utiliz6 el término DNA decay (descomposicion)
para describir estos procesos y mostré que, en condiciones fisioldgicas, sufre depurinacion hidrolitica
espontanea estimulando la escisién de las cadenas de ADNZ2. Tal vez su mas fascinante descubrimiento
fue la formacién de uracilo por la desaminacidon espontanea de citosina. Este proceso es altamente
mutagénico ya que el uracilo (base nitrogenada que reemplaza a la timina en el ARN) se aparea comple-
mentariamente con adenina, por lo que la desaminacion de citosina cambia la codificacion del material
genético, que se basa en la complementariedad de citosina-guanina y adenina-timina (memorizadas



184 MEDICINA - Volumen 76 - N° 3, 2016

como Carlos-Gardel yAnibal-Troilo, respectivamente). Asi, los codones que contengan citosina seran
“leidos” y “heredados” durante la transcripcion y replicacion como si fueran una timina. Sobre la base
de esa observacion, Lindahl conjeturd que debia existir una via enzimatica para este y otros tipos de
lesiones. En su clésico estudio, identificd la enzima uracil-ADN glicosilasa en la bacteria Escherichia
col®, miembro fundador de la gran familia de proteinas que orquestan la reparacién por escision de
nucleétido (REN), y delined sus conceptos basicos. El proceso se inicia cuando la glicosilasa reconoce
y escinde hidroliticamente el glicosilo de un nucledtido dafiado (Fig.1A). Una vez identificado, la uracil-
ADN glicosilasa corta la hebra, escinde el nucledtido anormal y, a menudo, permanece unida al sitio
abasico hasta ser sustituida por la siguiente enzima en el ciclo de reaccion, la endonucleasa apurinica/
apirimidinica, que escinde la cadena principal de ADN. Por ultimo, la ADN-polimerasa B llena el vacio
con la base correcta y la une a la cadena de ADN.
Sin embargo, desde mediados del siglo XX A 8

se sabia que el ADN se «rompia» debido a ra-

diaciones, como las producidas por los rayos mﬂ ‘ 1

ultravioletas (UV), causando muerte celular y,
Uracil-ADN
también, que se “curaba” por la exposicién a la

luz visible con la consecuente recuperacion de
la viabilidad. Este primer mecanismo de repa-
raciéon del ADN por el cual la enzima fotoliasa
corrige los danos del ADN producidos por los
UV, al ser dependiente de la presencia de luz,
se lo llamo fotorreactivacion. En 1978, Aziz
Sancar (nacido en 1946) caracterizé el gen de
la fotoliasa y su producto proteico in vivo, ade-
mas de describir un mecanismo de correccion
de mutaciones luego de la irradiacion con UV
independiente de la luz. A su vez, desarrolld
una técnica por la cual identificé las proteinas
implicadas y reconstruy0 los pasos esenciales

de la REN en E. coli. En resumen, la REN se mk m

inicia cuando un heterotrimero de dos UvrA 'y

una UvrB localiza el dafno del ADN y se situa

sobre el mismo, desplegando y desenrollan- Fig. 1.— Mecanismos de escisién de nucleétidos. Reparacion
do parcialmente el ADN por un mecanismo de nucledtido Unico mediante uracil-ADN glicosilasa (A) y
dependiente de ATP. Las UvrAs se liberan por reemplazo de fragmentos largos (B).
del complejo UvrB-ADN para que se una UvrC, activando a UvrB para escindir el oligémero de 12-13
nucledtidos que contiene la mutacién. El oligémero es luego liberado por la helicasa UvrD para que,
simultaneamente, la ADN-polimerasa | complete la cadena y se aparee con la cadena sana en perfecta
complementariedad* (Fig.1B). En la actualidad, sabemos que existen numerosos tipos de lesiones que
interfieren con el normal apareamiento de bases que distorsionan la estructura helicoidal del ADN que
REN reconoce y corrige por su mecanismo de “corte y pegue”. En células de mamifero, los procesos de
reconocimiento de dafios, incision bilateral de la lesidn, eliminacion del oligdmero dafado y resintesis de
la cadena son muy similares a los descriptos en las bacterias. Sin embargo, las proteinas responsables
son distintas; por ejemplo, la funcion de UvrA, UvrB y UvrC en el mecanismo descripto para la E. colien
el parrafo anterior es desarrollada por al menos quince proteinas en el humano®.

Como se sefiald anteriormente, la maquinaria de replicacion del ADN no esta libre de errores. Siem-
pre existe la posibilidad de introducir un nucleétido incorrecto durante la sintesis de una nueva cadena
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con un apareamiento de bases no-Watson & Crick (diferente a las duplas adenina-timina y citosina-gua-
nina) que distorsiona la hélice de la doble cadena y presenta la capacidad de cambiar la secuencia. Este
tipo de error se conoce como mismatch o “mal apareamiento” de bases. Como primera linea de defensa,
las ADN polimerasas con su actividad exonucleasa les permite corregir la cadena en sintesis mediante

la escision ipso facto del nucleétido incorrecto. MWW

Sin embargo, algunos pares de bases no-Wat- ’Q
son & Crick pueden subsistir y para corregir-

los se utiliza el mecanismo de reparacion de m

mal apareamiento de bases (RMA) con dis- @

minucién en aproximadamente tres Ordenes
~1000 pb

de magnitud en la tasa de mutacion. Robert ! )
Wagner y Matthew Meselson propusieron que ~AAARAS JFAAAAAA SIS "o

las bases mal apareadas son reparadas por ................
un mecanismo dirigido hacia una hebra en ol

especial, que permite la reparacion de frag- @
mentos largos de ADN durante su sintesis®.

Paul Modrich (nacido en 1946) demostré que
la reparacion de bases mal apareadas se diri-
gia hacia la cadena recién sintetizada por no
estar metilada; que mutaciones en los genes
involucrados en la maquinaria (mutH, mutL,
mutS'y uvrD) impedian la correcta reparacion
e identificé sus componentes en E. coli, gene-
rando un modelo in vitro con el cual describié
el proceso in vivo’. La enzima MutS, eje del
complejo RMA, reconoce y se une al par de

bases mal apareadas, mientras que MutH
identifica a la hebra naciente. Luego, MutL se

incorpora como mediador entre ambas para l

que MutS active la funcion endonucleasa de

MutH y corte dicha hebra. El siguiente paso g
es la separacion de las cadenas mediante la

Fig. 2.— Mecanismo de reparacion de nucleétidos mal apa-

helicasa UvrD para clivar “rio abajo” del sitio
reados.

del error y liberar el fragmento que lo contiene.

Finalmente, la ADN polimerasa Il resintetiza el fragmento utilizando la cadena madre como templado
(Fig. 2). Los componentes involucrados se encuentran conservados evolutivamente vy, si bien en los
mamiferos este mecanismo juega el mismo rol que en E. coli, el reconocimiento de la hebra naciente
pareciera no depender del estado de metilacion. En humanos es especialmente importante debido a que
alteraciones en los componentes de esta via causan cancer colorrectal hereditario.

En este niumero de MEDICINA, Cajal y col. comunican un caso de sindrome cancer colorrectal here-
ditario no asociado a poliposis o sindrome de Lynch tipo Il. Para conocer la causa genética que lo origind
se analizaron los genes que codifican para homologos de los componentes de la RMA de E. coli MutL
(MLH1y PMS2), de MutS (MSH2y MSH®6) y de una endonucleasa especifica (MUTYH) en humanos. El
hallazgo de la mutacion ¢.2252_2253delAA en el gen MLH1, que participa como mediador entre mutS
y MutH en el clivado de la cadena portadora de la base mal apareada, les permitio correlacionar el ge-
notipo con el fenotipo hallado y discutir el posible efecto fundador de dicha mutacion®. Esta contribucion
a la clinica, y otras que surgiran en el tiempo, se encuentran fundadas en mecanismos basicos que
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estos tres investigadores estudiaron en bacterias y sus extractos, un buen ejemplo de la importancia del

flujo bidireccional del conocimiento entre las ciencias bésicas y clinicas. Nos recuerda, como actores

del ambito cientifico, el compromiso de la constante interrelacion como herramienta para favorecer el

desarrollo de la llamada “medicina traslacional”.
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130. Hacer, y hacer parecer. Las cosas no pasan por lo que son, sino por lo que parecen: valer,

y saberlo mostrar, es valer dos veces; lo que no se ve es como si no fuese, no tiene su veneracion

la razon minima, donde no tiene cara de tal; son muchos mas los engafiados, que los advertidos,

prevalece el engafio, y juzganse las cosas por fuera; hay cosas que son muy otras de lo que pa-

recen; la buena exterioridad es la mejor recomendacion de la perfeccion interior.

[Baltasar] Lorenzo Gracian (1601-1658)

Oréculo Manual y Arte de Prudencia (1647). Impresion facsimilar de la edicién principe (Hues-
ca), por Jorge M. Furt. Buenos Aires: Coni, 1958. Con ligeras modificaciones ortograficas.



