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RESUMENP

Los humanos han estado en contacto con los metales desde su aparicion en el planeta. De hecho no se puede
pensar en la evolucién humana sin pensar en el gran papel que han jugado los metales en el desarrollo humano.
Algunos metales son esenciales para Ilevar a cabo procesos celulares, sin embargo, otros son capaces de
promover una gran variedad de efectos deletéreos para la salud, incluyendo el cancer.

Las evidencias de que la inhibicién de los mecanismos de reparacién del ADN, es un importante paso para que
se lleve a cabo la carcinogénesis inducida por los metales cobran dia a dia més importancia, sin embargo, es
poco probable que exista un mecanismo de accién comin para todos los metales debido a que presentan
propiedades quimicas diversas. En la presente revision, se discutira el papel de los metales en la inhibicion de
los mecanismos de reparaciéon, poniendo énfasis en algunos mecanismos de accién propuestos como son: la
inactivacion de enzimas, la unién a componentes celulares, la induccién de dafio al ADN, entre otros.
Palabras Clave: Dedos de zinc, metales, reparacion del ADN.

ABSTRACT

Humans have been in contact with metals almost since the beginning of our existence. In fact, one cannot even
think on human evolution without considering the great role played by metals in mankind’s development. Some
metals are essentials for cellular processes; however other metals are less beneficial, owing to their ability to
promote a wide variety of deleterious health effects, including cancer.

The evidence that inhibition of DNA-repair processes is an important step in metal carcinogenesis is growing;
however a uniform mechanism of action for all metals is unlikely given the diverse chemical properties of each
metal. In the present review, the impairment of DNA-repair by metals and the different mechanisms of metal
DNA repair inhibition, such as, inactivation of enzymes, binding to cellular components, induction of DNA
damage, etc, will be discussed.

Key words: Zinc fingers, metals, DNA repair.

INTRODUCCION

os metales se encuentran distribuidos de manera ubicua Cobre, Cromo, Mercurio, Niquel, Plomo y Vanadio; los
en el medio ambiente y su uso en las actividades cuales pueden producir una gran variedad de sintomas
humanas ha contribuido significativamente a que la dependiendo de la forma y duracion de la exposicion,
poblacién se encuentre expuesta a ellos, ya sea de incluso algunos de ellos han sido relacionados con el
manera ocupacional o ambiental. proceso carcinogénico'.
Algunos de los metales o metaloides a los que el hombre esta Los efectos ocasionados por los metales a nivel celular
expuesto son: Aluminio, Arsénico, Berilio, Cadmio, Cobalto, son muy diversos, llamando nuestra atencion las

alteraciones que ocasionan sobre el material genético de

Nota: Articulo recibido el 02 de octubre de 2009 y aceptado el 23 de maner?’ directa ¢ indirecta, dado que es. Fmo de los
noviembre de 2009. mecanismos que conducen a la carcinogenicidad.
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La mayoria de los metales pueden inducir genotoxicidad
generando dafio al ADN, pueden formar entrecruzamientos,
directaeindirectamente inhiben lareparacion del ADN, modifican
la transduccion de sefiales, modulan la expresion de genes,
alteran la respuesta inmune y afectan la homeostasis celular?, sin
embargo, no todos los metales actian mediante el mismo
mecanismo de accion, por lo que es importante tomar en cuenta
el metal involucrado, la dosis, duracion y via de exposicion, asi
como otras condiciones ambientales, que en conjunto
contribuyena determinar la viao mecanismo molecular por el cual
los metales pueden ser carcinogénicos’.

Uno de los procesos celulares mas importantes que ha sido
relacionado con la induccion de la carcinogénesis mediada por
metales, es la inhibicion del proceso de reparacion del ADNS,

La célula ha logrado sobrevivir, a pesar de que la integridad del
ADN esta constantemente amenazada ya sea por agentes
quimicos, fisicos o bioldgicos; como la luz ultravioleta (UV),
radiacion ionizante, la presencia de productos del metabolismo
celular y algunas sustancias quimicas gracias a mecanismos de
salvaguarda.

Estas amenazas generan una variedad de lesiones en la estructura
del ADN, como son: rompimientos de cadena sencilla y doble,
modificacion quimica de bases, sitios abasicos, aductos,
entrecruzamientos intercadena o intracadena, apareamiento
incorrecto de bases, inserciones, delecciones, entre otros; lo que
genera mutaciones, recombinacion genética, aberraciones
cromosoOmicas e inhibicion o alteracion de procesos celulares en
casi todos los organismos.

Debido a esta gran variedad de amenazas y sus efectos, no es de
sorprenderse que la evolucion haya moldeado un conglomerado
desofisticados sistemas de reparacion del ADN que se entrelazan
para subsanar la mayoria de las lesiones que son infringidas a la
informacion genética, lo que es vital para la célula. Los procesos
de reparacion del ADN pueden ser divididos dependiendo de su
mecanismo de accion en tres grandes clases: reparacion directa,
reparacion por escision y reparacion por recombinacion’.

Por lo que, el presente trabajo explora las evidencias existentes
que determinan el papel que juegan los metales en la inhibicion
de los sistemas de reparacion del ADN.

MECANISMOS DE REPARACION
La funcion de los mecanismos de reparacion es restaurar los
dafios que pueden modificar la informacién contenida en el
ADN. Existen mecanismos que involucran la accion de una sola
enzima y por otro lado estan los que son altamente complejos,
dado que participan varias enzimas®.

Reparacién directa
La mayoria de los agentes que dafian al ADN, son de origen

exogeno, sinembargo, una proporcion de los dafios en el material
genético provienen de fuentes enddgenas. El ataque al ADN de
estos agentes resulta en una variedad de bases modificadas y de
lesiones en el esqueleto de la molécula, de las cuales, la mas
comun es la formacion de aductos. Muchas de estas lesiones son
reparadas por las denominadas proteinas de reparacion directa
del ADN, que son: la proteina Ada de Escherichia coli, la O°-
alquilguanina-ADN alquiltransferasa, O°metilguanina-ADN
metiltransferasa (MGMT), la familia AIkB y la fotoreactivacion’

(Figural).

Experimentos hechos por Scicchitano y Pegg (1987)'° sugieren
que la actividad de la proteina de reparacion O%-alquilguanina-
ADN alquiltransferasa se ve inhibida fuertemente por un gran
nimero de iones metalicos, éstos incluyen cadmio (Cd), cobre
(Cu), mercurio (Hg), zinc (Zn) y plata (Ag). Esta inhibicion es
probablemente debida a la interaccion de los metales con los
residuos de cistein en la proteina®. Por otro lado, Bhattacharyya
y colaboradores (1988)!! muestran que la MGMT se inhibe por
Hg, Zn,Cdy plomo (Pb)aconcentraciones de entre 100y 500 UM,
mientras que algunos metales como aluminio (Al) y hierro (Fe)
requieren concentraciones mas altas, hasta de ImM para poder
inhibir la proteina. Ademas, se ha observado en procesos
epigenéticos, que el arsénico (As) puede alterar lametilacion del
promotor del gen de la MGMT, regulando negativamente la
expresion de la proteina, mientras que el niquel (Ni) causa
cambios en el patron de metilacion en el promotor, a
concentraciones de 50UM!'.

Reparaciéon por escisién

La reparacion por escision comprende dos mecanismos de
reparacion del ADN; la escision de bases y la escision de
nucledtidos,ambos mecanismos son los encargados de preservar
y asegurar la fidelidad del ADN los cuales son mecanismos
altamente conservados, en el contexto evolutivo.

REPARACION POR ESCISION DE BASES (BER)
Elsistemadereparacion encargado de eliminar pequefias lesiones
enel ADN generadas enddgena o exdgenamente es lareparacion
por escision de bases (BER) que es el que predomina en células
demamifero’.

Elprimerpaso enla BER esremover bases daiadas o modificadas
mediante ADN glicosilasas, seguido de la acciéon de la
endonucleasa apurinica/apirimidinica (APE1). El resultado de
estasreacciones es la ausencia de una base conuna desoxirribosa-
fosfato (dRP) en el extremo 5° y un OH en laregion 3°. La ADN
polimerasa 3 (pol-f) mediante la sintesis de ADN polimeriza las
bases faltantes, eliminando el sitio AP que resulta de la accion
dela APE1 yremueve el grupo dRP. Elltimo paso es el sellado,
que es llevado a cabo porla ligasa I o I1I, dependiendo de la via,
“long patch” o “short patch”, respectivamente. Otras proteinas
involucradas en este mecanismo de reparacion son XRCCI,
PCNA,FEN1,POL &/, PNKy PARP™.
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Figura 1. Ejemplificacién simplificada de algunos mecanismos de reparacién del ADN. Para detalles ver texto.
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Dentro de este mecanismo por escision de bases existen enzimas
clave, éstas son las ADN glicosilasas. Estas moléculas remueven
diferentes tipos de bases dafiadas o modificadas. La remocion
del dafio es por escision del enlace N-glicosilico entre la base
yladesoxiribosa. Hay diferentes ADN-glicosilasas para eliminar
diferentes tipos de dafios, es decir, se requiere de una ADN-
glicosilasa especifica en funcion de la base involucrada'®
(Figura1).

Se sabe que este tipo de enzimas pueden ser blanco de algunos
iones metalicos. Por ejemplo, la exposicion a Cd resulta en un
decremento de los niveles de expresion de la 8-oxoguanina ADN
glicosilasa (OGG1), comoresultado de la atenuacion en launion
del factor de transcripcion SP1 al promotor dehOGG1'6, mientras
que el Cr inhibe la expresion de OGGI1 en células humanas
dependiente de la concentracion!’. Aunado a esto, también se
ha visto que el Co, Cu, Ni y Cd inhiben la actividad 8-oxo-
dGTPasade MutT y MTH]1, lo que se relaciona con un aumento
en las lesiones del ADN'3, También se sabe que el Cr induce la
inhibicion o inactivacion de la ADN polimerasa como resultado
de la formacion de aductos ADN-ADN'20,

ElCdyelNisuprimenlaremocion del dafio oxidativoal ADN, que
es reconocido por la Formamidopirimidina-ADN glicosilasa
(Fpg), lo que sugiere su inhibicién. La inhibicion de estas
proteinas de reparacion puede darse por el desplazamiento del
i6n Zn y magnesio (Mg) por el i6n Cd, en el caso de la Fpg??,
oporlosiones Niy Hgenlaactividad endonucleasa de L1%. Otro
posible mecanismo se ha observado cuando se utilizan
compuestos de selenio reducidos, que incluyen selenocisteina,
cloruro de fenil selenio, ebselen, 2-nitrofenilseleno-cianato y
acido fenil-seleninico, éstos no originan un desplazamiento, si
no que pueden reaccionar con los grupos tiol de proteinas de
reparacion, resultando en la inactivacion de la misma?*,

Por otra parte, existen evidencias de que algunos metales como
el Pb, pueden interaccionar con las ADN polimerasas y reducir
la fidelidad de la ADN polimerasa del virus de la mieloblastosis
aviar®, al igual que pueden inhibir a la polimerasa [3, efecto que
también es inducido por iones metalicos de Co y Cd?*.

Cabe mencionar que estudios recientes, demuestran que la
actividad de laendonucleasa APE1 se inhibe por Pb, Fe, Cdy Zn
a concentraciones citotoxicas para la mayoria de las células?’-,

Por otro lado, existe evidencia de que el arsenito de sodio reduce
la capacidad de reparar el dafio generado por Metil Metano—
Sulfonato (MMS) y esto se atribuye al decaimiento en laactividad
de la ligasa®. Ademas, estudios hechos por Hu y colaboradores
(1998)**muestran una inhibicion de la ADN ligasal y ADN ligasa
111, pero no de la ADN polimerasa 3. Pero la inhibicién no s6lo
se presenta en los ultimos pasos de la reparacion, sino que
también, se puede presentar en los primeros pasos, ejemplo de
esto son los estudios donde se muestra un descenso inducido

porcompuestos de arsénico trivalente en la poliADP-ribosilacion,
y éste se debe a cambios en la actividad de PARP-1, molécula
encargada del reconocimiento del dafio en el sistema de escision
de bases’'.

Es importante hacer notar que algunas de las enzimas que
participan en el proceso de reparacion por escision de bases
requieren de un cofactor, que en su mayoria es un i6n metalico,
por lo que, como se menciond antes son blancos susceptibles
delosmetales, sin embargo, recientemente Wangy colaboradores
(2006)* encontraron que laN-metilpurina-ADN glicosilasa (MPG)
humana, la cual no requiere a un metal para su funcionamiento
o estructura, puede ser inhibida en su actividad por iones
divalentes como Cd*", Zn*" y Ni*", a concentraciones micro y
nanomolares, in vitro. Ademas, también observaron que Co*"y
el Mg?" no inhiben la actividad de MPG a las mismas
concentraciones.

REPARACION POR ESCISION DE NUCLEOTIDOS (NER)
De todos los mecanismos de reparacion de ADN, al parecer el
mas versatil en términos de reconocimiento de lesiones, es el de
escision de nucledtidos. Lareparacion por escision de nucleotidos
tiene la capacidad de reconocer y reparar una amplia gama de
lesiones estructurales no relacionadas, como son dafio al ADN
generado por la exposicion a la radiacion ultravioleta (UV) y un
gran nimero de aductos inducidos por quimicos presentes en el
ambiente o por drogas citotoxicas usadas en quimioterapia®2. Se
conocendosrutasalternasen NER: laprimera, llamada Reparacion
Global del Genoma (GGR) puede detectar y remover lesiones en
todo el genoma; mientras que lasegunda, laReparacion Acoplada
alaTranscripcion (TCR) asegura una reparacion rapida de todas
las lesiones cuando se localizan en la cadena que se esta
transcribiendo’.

Las lesiones que se generan provocan distorsiones en la cadena
de ADN, estas distorsiones se reconocen por un complejo,
formado por XPC-HR23B, que estabiliza la cadena y recluta al
Factor de Transcripcion II H (TFITH). Mediante la adicion de
ATP, TFIIH desenrolla el ADN con la ayuda de las helicasas
XPD y XPB para formar una estructura en forma de burbuja de
aproximadamente 20 pb. RPA, XPA y XPG sonreclutadas para
formar el complejo de preincision. ERCC1-XPF hacenel corte 5
y XPGlohace 3’, mientras que RPA permanece unidaalacadena
facilitando la sintesis de la polimerasa 0 o €, que esta sostenida
por RFC y PCNA, finalmente la ligasa 1 sella los huecos??
(Figura 1).

Para determinar el potencial que tienen algunos iones metalicos
parainterferir con el mecanismo de NER, Calsouy colaboradores
(1996)* observaron que al usar Cd, Co, Fe, Cu, Hg, Pb y Znen
ensayos in vitro se inhibe el reconocimiento y escision del dafio
en el ADN. Estos hallazgos junto con las observaciones de que
losiones del galio y el molibdeno inhiben lareparacion en células
de mamifero®* sugieren que este mecanismo puede ser inhibido
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o alterado por una gran cantidad de compuestos metalicos.

La proteina de Xeroderma Pigmentosum tipo A (XPA), forma
parte de las proteinas esenciales en el reconocimiento del dafio
en NER, y se ha visto que a concentraciones mayores 100uM de
Cd se ve disminuida su capacidad de union al sitio dafiado en el
ADN?, Esta disminucion es debida a que el Cd puede sustituir
el Zn en la proteina XPA, lo que provoca una deformacion en el
dedo de zinc***’, Sin embargo, al parecer XPA puede sufrir otro
tipo de inhibicion cuando se trata con compuestos de selenio
reducidos, dado que éstos oxidan los grupos tiol que se
encuentran en el dominio de dedos de zinc de esta proteina
inhibiendo su actividad®*. Otro candidato susceptible de ser
inhibido por Cdes el factor de trascripcion ITH dado que p44, que
esta incluida dentro del complejo es una proteina con dedos de
zinc, que es capaz de intercambiar iones Cd por iones Zn. Asi,
también TFIITH disminuye su capacidad para unirse a la cadena

rota y promover su renaturalizacion'e,

Existen evidencias que muestran que los iones del Cdy la Ag se
pueden unir covalentemente al ADN en el atomo N7 de la
Guanina o Adenina, causando una desestabilizacion de la hélice
y provocando aductos bifuncionales®3’, cuando se utilizan
concentraciones extremadamente altas.

El Asreducelacapacidad de reparar el dafio inducido porluz UV,
como dimeros de timina, en una gran variedad de células. Hartwig
y colaboradores (2003)*° demuestran que el efecto inhibitorio del
As sobre la NER es tanto en el ambito de GGR como de TCR y
esto se presenta a nivel de reconocimiento y ligacion del dafio®,
sin embargo, existen estudios que reportan que el As no altera
la interaccion proteina-ADN durante el reconocimiento del
dafio, pero si inhibe la escision, cuando se utiliza a bajas
concentraciones*!#2,

Ni y Co también inhiben la NER*, aunque el Ni lo hace en los
pasos de incision y ligacion del dafio mientras que el Co inhibe
tanto la incision y polimerizacion®, estos efectos pueden ser
reversibles con magnesio. Esto es debido a que el Cd reduce la
capacidad que tiene XPA para reconocer las lesiones inducidas
porluz UV,

También Hartmann y Hartwig en 19984 demuestran que laNER
se inhibe por Ni, a bajas concentraciones, especificamente el
tratamiento con Ni altera el primer paso del proceso, el
reconocimiento del dafio. Mediante el ensayo de cambios en la
movilidad electroforética o “Gel Mobility Shift Assay”, utilizando
extracto de células HeLa tratadas y oligonucle6tidos radiados
con luz UV se observa una interrupcion en las interacciones
proteina-ADN sobre el dafo*’. Ademas, estos efectos pueden
ser reversibles cuando se les adiciona Mg y Zn, lo que sugiere
una inactivacion a nivel de proteina, por el desplazamiento del
i6n metalico respectivo y no por lainterferencia con la expresion
o traduccion de las proteinas de reparacion correspondientes.

MECANISMO DE REPARACION DEL MAL APAREAMIENTO
DE BASES (MMR)

La reparacion del mal apareamiento de bases o mejor conocido
como “Miss Match Repair” (MMR), es una compleja reaccion
que implica multiples proteinas, éstas reconocen los
apareamientos erroneos de las bases, escinden el ADN que
contiene el error y resintetizan la cadena de ADN*,

La correccion del error se inicia por la union de la proteina MutS
enelsitio del apareamiento erroneo. Se formaun dimero de MutL
y de MutH que se une a la cadena recién sintetizada y genera un
rompimiento de la cadena, esto debido a que MutH reconoce una
secuencia hemimetilada. La proteina UvrD, que es una helicasa,
desenrolla la cadena de ADN desde el rompimiento y la cadena
desplazada es degradada porun exonucleasa. La cadenarestante
es protegida por la proteina Ssb. La ADN polimerasa III se
encarga de polimerizar, mientras que la ADN ligasa sella los
huecos restantes® (Figura 1).

Algunas de las consecuencias que se originan por lainactivacion
de proteinas de MMR son: inestabilidad genémica, resistencia
adrogas usadas en quimioterapia, infertilidad e incremento en la
susceptibilidad a cancer, ejemplo de esto ltimo es el cancer de
colon hereditario®.

Entre los metales, el Cd parece ser el tnico que interfiere con
MMR. Al parecer la actividad que tiene el heterodimero MSH2-
MSHB6, que son proteinas de MMR, de unir e hidrolisar ATP es
la que se inhibe por efecto del Cd, aunado a esto, también se
presenta una ligera inhibicion de la union de la proteina al ADN,
y ésta es dependiente de la dosis y del tiempo de exposicion’'.
Ademas, estudios realizados por Jin y colaboradores (2003)>?
muestran que el Cd inhibe la actividad de MMR, tanto en
extractos de células humanas, como en levaduras, sin embargo,
cuando se utilizan otros cationes divalentes como Co y Mg a
altas concentraciones no se observa inhibicion de MMR.

El Cd también inhibe la actividad ATPasa de MutSq, la cual es
una proteina involucrada en la escision del error y la sintesis del

nuevo ADN, junto a esta proteina también participan: MutLa,
RPA,RFC,PCNA yla ADN polimerasa &*.

REPARACION DEL ADN POR RECOMBINACION

El dafio que se origina en el ADN por radiacion ionizante, rayos
X, radicales libres y quimicos son los rompimientos de doble
cadena (DSB). La Reparacion de DBS se da por un mecanismo
denominado, reparacién por recombinacion homologa. La
recombinacion homoélogaimplicalaaccion de los genes RADSO0,
MREI11 y NBSI, los productos de estos genes forman un
complejo que produce un corte que extrae un segmento en los
extremos 5° de lazona donde esta el DSB. A los extremos 3’ que
resultan de ello se une la proteina Rad51, previa unién de Rad52
y Rad54. Rad51 produce la invasion de cadena. Finalmente esta
estructura denominada el intermediario de Holliday se resuelve
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y se sella por una ligasa (ligasa I).

La reparacion de los rompimientos de doble cadena en
organismos superiores se da por la de extremos no homologos,
y consiste en que laligasaIV reparalaroturaen colaboracion con
unaserie de proteinas, que forman un complejo junto con XRCC4
que se une al extremo del ADN dafiado cuando previamente se
ha unido la proteina Ku’ (Figura 1).

Hasta el momento no se conocen moléculas pequefias, iones
metalicos o productos del metabolismo que se puedan utilizar
como un inhibidor de RecA, sin embargo, estudios hechos por
Webery colaboradores (2003) encuentran que iones metalicos
como el Cd, Ni y Zn pueden inhibir a Rho, un terminador
transcripcional, que es estructuralmente igual a RecA.
Actualmente se tienen datos de que el Zn, Cuy Hg, inactivan a
la proteina RecA in vitro®.

CONCLUSIONES
Los estudios para determinar la capacidad que tienen los metales

como genotoxicos o carcindgenos para los humanos va en
aumento, aunque los efectos de éstos pueden resultar muy
ambiguos, dependiendo del modelo de estudio, del metal, del
tiempo de exposicion y de la concentracion.

La presente revision muestra uno de los posibles mecanismos
moleculares por el cual los metales resultan carcindgenos para
los humanos. Las evidencias sugieren que los iones metalicos
pueden alterar el proceso de reparacion del ADN.

Los datos encontrados sugieren que el mecanismo molecular
involucrado es la inactivacion directa de enzimas o proteinas de
reparacion por el desplazamiento de los iones Zn, cabe mencionar
que muchas de las proteinas de reparacion comparten dominios
de dedos de zinc, y si éste es desplazado, la conformacion de la
estructura proteica se ve afectada, lo que resulta en una
inactivacion de la misma (Figura 2). Esta inactivacion proteica
puede darse tanto en los pasos de reconocimiento del dafio,
comoenlosdeligacion y afectartodos los sistemas de reparacion.
Ademas, se sabe que los iones metalicos son muy afines a los
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Figura 2. Mecanismos moleculares de inhibicién propuestos para los metales. 1) Enmascaramiento del sitio activo por modificacién
estructural de la proteina, resultado de la sustitucién del i6n metalico. 2) Inhibicién enzimatica mediada por el desplazamiento
del cofactor por el ion metélico. 3) Disminucién de la actividad enzimatica originada por la interaccién de iones metalicos con
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Figura 3. Mecanismos de accién y blancos potenciales por la accién de algunos compuestos metélicos

grupos sulthidrilo y que los sitios cataliticos de muchas enzimas
de reparacion tienen este tipo de grupos, por lo que son
susceptibles de ser inhibidas.

Porultimo, cabe resaltar que en los tltimos afios se ha reportado
que losmetales son capaces de inducirlaexpresion demicroRNA,
pudiendo ser ésta la causa de las modificaciones de la expresion
de genes de reparacion o factores de transcripcion, por lo que se
debe considerar esta posibilidad para entender el verdadero
papel que juegan los metales en los mecanismos de reparacion

(Figura3).
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