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Resumen

En procariontes se denomina respuesta SOS, al sistema de emergencia celular
que permite la sobrevivencia bacteriana ante la detencién de la replicacion del ADN que
ha sido dafiado por agentes genotoxicos. La respuesta SOS consiste en la induccion de
mas de 20 genes que estan bajo el control del circuito recA/lexA. La proteina recA, es el
regulador positivo del circuito, es activada después de la interaccion con la molécula
sefial: ADN de simple cadena, lexA es el regulador negativo, conocido como el represor
transcripcional de todos los genes SOS en los que se incluyen el propio lexA y recA. El
presente trabajo tuvo como objetivo actualizar sobre el tema del fendbmeno SOS y
respuesta SOS, destacando su utilidad como ensayo genotdxico comunmente llamado
(Ensayo SOS), siendo util a los investigadores que trabajan esta rama de la toxicologia
genética in vitro, para determinar la genotoxicidad y/o radioproteccién de sus productos.
Se hace alusion al efecto de la radiacion ionizante sobre el ADN, respuesta SOS en
bacterias, reparacion por recombinacion, mutagénesis SOS, otros genes involucrados en
la respuesta SOS, ensayos bacterianos basados en fusiones transcripcionales de genes
SOS y por ultimo la antimutagénesis y radioproteccion vinculada a este ensayo.

Palabras clave: Ensayo SOS, lexA, recA, radioprotector, toxicologia genética.
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Abstract

SOS assay, a current review.

In prokarionts it is denominated SOS response, to the system cellular emergency
that allows the bacterial survival before the detention of the DNA replicacion that has
been damaged by genotoxic agents. The SOS response consists on the induction of more
than 20 genes that are low the control of the recA/lexA circuit. The recA protein, is the
positive regulator of the circuit, it is activated after the interaction with the sign
molecule: DNA of simple chain, lexA is the negative regulator, well-known as the
transcriptional represor of all the SOS genes in those that the own lexA and recA are
included. The present work had as objective to current on the SOS phenomenon topic
and SOS response, highlighting their utility like genotoxic assay commonly call (SOS
assay), being useful to the researchers that work the genetic toxicology in vitro topic, to
determine the genotoxicity and radioprotective of their products. We made allusion the
ionizing radiation effect on the DNA, bacterial SOS response, repair for recombination,
SOS mutagenesis, other genes involved in the SOS response, bacterial assay based on
transcriptionals melt of SOS genes and lastly the antimutagenesis and radioprotective
linked to this assay.

Key words: SOS assay, lexA, recA, radioprotector, genetic toxicology.
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Introduccion

En procariontes se denomina respuesta SOS, ! al sistema de emergencia celular
que permite la sobrevivencia bacteriana ante la detencidén de la replicacion del DNA que
ha sido dafiado por agentes genotéxicos.? La respuesta SOS consiste en la induccion de
mas de 20 genes que estan bajo el control del circuito recA/lexA. La proteina recA es el
regulador positivo del circuito, es activada después de la interaccion con la molécula
sefial: DNA de simple cadena,® lexA, el regulador negativo, es el represor transcripcional
de todos los genes SOS en los que se incluyen el propio lexA y recA.*

El circuito recA/lexA regula y modula importantes funciones celulares, entre las
que se encuentran: reparacion del DNA, recombinacién homéloga, sintesis post-lesién®y
el proceso de formaciéon del septo celular que tiene lugar con la participacion de sfiA. La
ejecucion de tales funciones persigue la restauracion de la division celular, garantizando
con ello la sobrevivencia de la célula. Adicionalmente, y bajo el control del propio sistema
SOS, se encuentran otros fenémenos como es la induccién del profago A .°

Los ensayos que se basan en la utilizacion de fusiones transcripcionales con genes
SOS han sido ampliamente empleados como biosensores del dafio genético. Incluidos en
esta categoria se encuentran el SOS Chromotest, rec-lac test, umu test y el test de
genes lux.”

Los sistemas basados en fusiones transcripcionales con promotores de genes SOS
han sido ampliamente empleados en la busqueda de antimutagenos, asi como en el
estudio de los mecanismos de (anti)mutagenicidad por medio de los cuales muchos
compuestos interactian con el DNA de la célula. Por ultimo, podemos afiadir que los
ensayos SOS son excelentes biosensores del dafio producido por radiaciones ionizantes.

Nuestro pais cuenta con experiencia en cuanto a la induccion SOS por medio de
radiacion gamma. Para ello se ha recurrido especificamente a los sistemas de ensayo que
monitorean la expresion de las fusiones génicas con el gen reportero lacZ.8Sin embargo,

es de sefalar que queda mucho por conocer acerca de los mecanismos de interaccion de
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la radiaciéon ionizante con la célula viva y su DNA; asi como del papel jugado por los

genes SOS frente a los dafios provocados por la radiacion gamma.

Recientemente se introdujo la fusion sfiA::lacZ en E. coli AB1157 y en lineas
mutantes derivadas de esta, las cuales poseen mutaciones en genes de reparacion del
DNA (uvrA, recB, recC, recF y recN). Estos genes tienen una participacion activa en los
procesos de reparacion y recombinacion que ocurren durante la respuesta SOS. °

Se ha demostrado que las modificaciones genéticas de esta indole pueden
aumentar la sensibilidad de la célula bacteriana ante el dafio en su material genético.
Paralelamente, este hecho ha servido de base para el estudio de los mecanismos
moleculares implicados en la genotoxicidad y la induccién de la respuesta SOS. *°

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el presente trabajo tuvo como objetivo
actualizar sobre el fendmeno SOS y la respuesta SOS, destacando su utilidad como
ensayo genotoxico comunmente llamado (Ensayo SOS), siendo util a los investigadores
que trabajan estd rama de la toxicologia genética in vitro, para determinar la

genotoxicidad y/o radioproteccion de sus productos.

Desarrollo

- Efecto de la radiacion ionizante sobre el DNA.

La deposicion aleatoria de energia de la radiacion ionizante induce un amplio espectro de
lesiones en el DNA. Estas pueden ser provocadas por ionizacion directa o a través de la
generacion de radicales libres en la vecindad de la molécula; lo que trae como
consecuencia la ocurrencia de roturas de cadenas vy el dafio oxidativo.*!

La presencia de lesiones en la doble hélice del DNA puede ser multiple. Cuando estas son
de naturaleza similar (0 no) y ocupan posiciones muy préximas unas de las otras en
cadenas opuestas (generalmente en el espacio comprendido entre dos vueltas de hélice)
se denominan lesiones agrupadas del DNA o “clustered DNA lesions”. Dentro de esta
denominacion podemos encontrar: roturas de simple cadena (SSB), roturas de doble

cadena (DSB) y lesiones de tipo oxidativo. Recientemente, se demostré que la radiacion
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ionizante provoca la formacion de lesiones agrupadas conformadas principalmente por

sitios abasicos (AP), bases oxidadas y que estas constituyen del 50 al 80% del total del
dafio inducido en el DNA por este tipo de radiacion.**

Tedricamente las lesiones agrupadas pueden resultar de multiples eventos
independientes de radiacion en los que cada uno produzca uno de los dafios que la
constituyen o sino, pueden originarse a partir de un solo impacto (con su tracto
acompafiante respectivo).® La probabilidad de formacién de lesiones agrupadas del DNA
aumenta con la densidad de ionizaciéon de la radiaciéon. En el caso de la radiacion
densamente ionizante (particulasa), la produccion de lesiones agrupadas es alta, estando
mas del 50 % de las SSB acomparfiadas de lesiones vecinas.*!

Las lesiones aisladas en el DNA son reparadas generalmente de forma eficiente, sin
embargo, se ha sugerido que cuando se encuentran agrupadas son mas dificiles, sino
imposibles de reparar. El estudio de la eficiencia de diferentes enzimas de reparacién en
cuanto al corte de duplex oligonucleotidicos que contienen lesiones espaciadas a corta
distancia mostré que los sitios AP, bases oxidadas o SSB muy préoximos entre si reducen
o eliminan el reconocimiento o el corte de dichas enzimas.®® Por otra parte, se ha
demostrado que la reparabilidad de las lesiones agrupadas de DNA esta determinada por
la identidad de las lesiones componentes del grupo; asi como, por la distancia relativa

entre ellas.?

¢La reparacion de lesiones agrupadas estd exenta de errores o se pueden generar DSB y
deleciones durante su procesamiento? Esta interrogante se ha analizado en diferentes
ocasiones. Recientemente se estudio este fendmeno empleando células bacterianas (y de
mamiferos) transformadas con construcciones de DNA plasmidico que contenian lesiones
agrupadas obtenidas artificialmente. La realizacion de estas investigaciones arrojé que en
ambos casos aproximadamente 1(2), de cada 10 eventos de reparacion, donde estan
involucradas lesiones opuestas muy cercanas, conducian a la ocurrencia de deleciones y

DSB.1?
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Hasta el momento se han descrito mas de cien tipos de lesiones diferentes provocadas

por dafio oxidativo las que a su vez pueden devenir indirectamente en roturas de cadena.
Dentro del grupo de radicales libres generados por radiacion ionizante se encuentran:
*OH, °H, 0, y H,0,. La interaccién de estos con los componentes celulares también
comprende a lipidos y proteinas. La generacion intracelular de las especies reactivas del
oxigeno anteriores contribuye a la mutagénesis bacteriana, siendo mas afectadas las
células deficientes en sus mecanismos de proteccion y reparacion.™*

Uno de los dafos oxidativos predominantes en el DNA después de recibir radiacion
gamma en atmosfera de oxigeno es la generacion de 7,8-dihidro-8-oxoguanina
(80x0G).*® Este dafio es el resultado del ataque de un radical *OH a la posicién C-8 de la
guanina. La 8oxoG presente en la cadena de DNA molde de la replicacién posibilita la
incorporacion tanto de dCTP como de dATP y por ende es fuente de transversiones
G:C=T:A. Por otra parte, la 8oxo-dGTP se incorpora facilmente en oposiciéon a un residuo
A del molde de DNA y con ello posibilita la ocurrencia de transversiones A:T=C:G.®
Ademéas de 8oxoG, existen otras lesiones oxidativas importantes como son: 8-0xo-
adenina, bases pirimidinicas hidroxiladas (glicol-timina y 5-hidroxicitocina) y bases
puricas con el anillo imidazol abierto (formamidopiridinas: Fapy-adenina y Fapy-
guanina). La 8-oxo-adenina y la 5-hidroxicitocina son lesiones mutagénicas; mientras
que la glicol-timina, Fapy-adenina y Fapy-guanina son capaces de bloquear la replicacion
del DNA, teniendo un efecto citotdxico potencial.*®

- Respuesta SOS en bacterias.

En E. coli existe un conjunto de genes no ligados (mas de 20) conocido como regulén
SOS. Su expresion origina la respuesta del mismo nombre la cual tiene lugar bajo una
variedad de estados fisiolégicos: a consecuencia de cambios de pH, transicion de
crecimiento exponencial a estacionario, carencias nutricionales de la célula, asi como por
tratamiento con agente fisicos y quimicos.’

La respuesta SOS garantiza la sobrevivencia celular, elevando los niveles de enzimas de

reparaciéon y recombinacién, asi como la mutagénesis.® Por otra parte, y en respuesta a
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mutaciones en ciertos genes, en la célula se observa una induccion crénica (o sub-

induccién) de los genes SOS; por lo que se plantea que la expresion del sistema SOS no
constituye un intento desesperado de la célula de permanecer con vida, sino méas bien
una reaccién de esta ante la detencién de la replicacién de su DNA.*®

Para su mejor comprension, la respuesta SOS se puede dividir en dos vias cuyas enzimas
procesan las lesiones del DNA de diferente manera:

- Con alta fidelidad de copia (via libre de error, para reparaciéon, recombinacion y
replicacion; que emplea primariamente polimerasas no SOS-inducibles como Pol | y Pol
1)

- Con baja fidelidad de copia (via con propension al error, en la que intervienen tres
polimerasas reguladas por SOS como son Pol I, Pol 1V y Pol V).

Sin embargo, no hay una separacién funcional estricta entre estas vias, por ejemplo, Pol
Il (via 1) es necesaria para reemplazar la polimerasa propensa al error (via Il) y
completar la replicacion gendmica después que se ha copiado a partir de un DNA con
nucleétidos dafiados.®

En concordancia con su funciéon reparadora general del DNA, el sistema SOS responde a
una sefal general que es la presencia de DNA de simple cadena (ssDNA) provocada por
la accion de cualquier agente que dafie el cromosoma bacteriano. Este ssDNA puede
generarse por diferentes vias:

- SSB que devienen en huecos por accion de las exonucleasas celulares.

- DSB que pueden convertirse en regiones de simple cadena por accion de la exonucleasa
V (recBCD) que degrada ambas cadenas comenzando por la rotura y continuando hasta
encontrar un octadmero de secuencia conocido como Chi (5’'GCTGGTGG3’).

- Replicacion de cadenas molde de DNA que contengan lesiones. La existencia de duplex
de DNA con huecos en sus cadenas hijas se debe a que Pol Il no puede desempefiar su
actividad en una cadena molde que presente anomalias en sus bases.*®

La expresion de los genes SOS esta controlada ajustadamente. Por ejemplo, sfiA (sulA)
es uno de los genes que se inducen mas tardiamente; codifica para una proteina que
inhibe la divisiéon celular e induce el crecimiento filamentoso de la célula por inhibicion de
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la polimerizaciéon de la proteina FtsZ.'® Los principales genes involucrados en la

regulacion de la expresion SOS son: lexA, recA y dinl.

- lexA.

El gen lexA de E. coli codifica una proteina de 202 aa y un peso molecular de 22.7 kDa la
cual constituye el represor de todos los genes SOS.?°

El lexA forma dimeros y se autohidroliza a pH béasico o en presencia de recA como
catalizador. El recA en su forma activa causa el autoclivaje proteolitico del represor lexA
por ruptura del enlace Alags-Glyss en la estructura de este. Paralelamente, el represor del
fago A, similar en estructura y funcién a lexA, puede sufrir también corte autocatalitico
(recA-dependiente) por tratamiento de células hospedero portadoras del profago A con
agentes fisicos como la luz UV.?°

La proteina lexA actia uniéndose a la caja SOS de los genes del mismo nombre. Dicha
caja ocupa una seccion especifica dentro de la regién promotora (que funciona como una
region operadora) de estos genes y estd conformada por un palindromo perfecto cuya
secuencia consenso es: 5-TACTGT-Ng-ACAGTA-3'. De forma general, cada gen del
regulén SOS tiene una sola caja SOS, aunque en algunos casos puede haber dos (lexA y
ydjM) e incluso tres (recN) regiones operadoras. Cada una de las bases del motivo
consenso tiene un grado diferente de importancia, siendo las mas conservadas entre los
genes regulados por lexA: CTGT-Ng-ACAG. La region especifica del operador que se une a
esta proteina es CTGTNNNN.& 20

El represor lexA se une a la region operadora de los diferentes genes, lo que sugiere que
esta proteina actda inhibiendo la iniciacion de la transcripcion, al impedir la union de la
RNA polimerasa. El grado de represion de la proteina lexA frente a los diferentes genes
es variable y depende de la localizacion exacta de las regiones operadoras con respecto
al inicio de la trascripcion (ATG), los posibles cambios de base frente a la caja consenso,
el niumero de cajas presentes y la fuerza de la interaccion operador—represor. Por
ejemplo, en una célula no inducida y en crecimiento normal algunos de los genes (uvr)

de este sistema presentan una expresion basal significativa que les permite cumplir con
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diferentes funciones vitales para la célula. Por otra parte, genes como sulA o el operén

umuCD tienen mayor afinidad por su represor por lo que son dereprimidos tardiamente
(aproximadamente a los 45 min. e haberse inducido la respuesta SOS).%*82°

- recA.

El gen recA no forma parte de ningln operon, localizandose en una zona del cromosoma
en los que se encuentran los genes de mantenimiento (o “house keeping”) y metabdlicos,
esta bloqueado por los genes recX y alaS. El recA mantiene la expresion de la proteina
recA a un nivel basal relativamente alto entre 1000 y 10 000 mondmeros por célula. Sin
embargo, en estado inducido esta cifra aumenta considerablemente.®

Los monémeros de recA son polipéptidos de 352 aa. Estos se encuentran empaquetados
en los cristales purificados de esta proteina, formando un filamento espiral continuo con
seis unidades por vuelta de hélice (de izquierda a derecha). El recA forma un filamento
helicoidal sobre el ssDNA o un DNA de doble cadena (dsDNA) que presente huecos. El
ensamblaje es en direccibn 5'—>3’ con respecto a la cadena simple de DNA,
presentandose un monémero por cada tres nucleétidos o pares de bases.?

La nucleacion sobre el ssDNA (que constituye la forma activa de recA, denominada
recA*) es un proceso mucho mas rapido que sobre el dsDNA, siendo el sitio mas efectivo
el hueco de simple cadena en el DNA. La nucleacién no aumenta por el dafio en el DNA
como se ha sugerido en ocasiones, sino por las perturbaciones (particularmente
desenrollamiento del duplex) en la estructura del DNA que es consecuencia del dafio.?
Los filamentos de recA pueden unir realmente hasta 3 cadenas de DNA al surco de su
hélice presentando tres sitios de uni6n diferentes. Estos se han denominado
simplemente: I, Il y Ill. El sitio | tiene la mayor afinidad por el DNA y es generalmente
por donde se une el ssDNA a recA. El sitio Il generalmente es ocupado por una cadena
complementaria a la del I, aunque se tolera la presencia de cadenas heterélogas. El sitio
1l estaria ocupado por una cadena de DNA que se desplaza durante el intercambio de
recombinacion. La cadena que ocupa el sitio de unidbn a recA que normalmente le

corresponde al ssDNA (sitio 1) esta protegido de la actividad nucleasa 2 6 3 veces mas
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que su complementaria (sitio I1). Por otra parte, el desensamblaje del filamento de recA

dependiente del extremo, ocurre en el sitio opuesto al del ensamblaje.?

Se considera la formacion del filamento recA-ssDNA como la base estructural o “punto
comun” del que parte la activacion de procesos aparentemente tan desvinculados como
la reparacién por recombinacion, la induccién SOS y la mutagénesis SOS.®

- Reparacion por recombinacion.

Este es un proceso que se dispara cuando en el DNA hay lesiones frente a las que Pol 111
no puede continuar su funcionamiento normal y tiene que “saltar”, dejando un hueco de
unos 1000 pares de bases en la cadena que estaba replicando (cadena hija). Por esta
razon no se podra realizar una reparacion por replicacién al no contarse con una cadena
molde intacta. Mediante la reparaciéon por recombinacion la célula es capaz de
reconstituir la cadena hija con huecos y, después de ello, realizar la reparacion de las
lesiones mediante las vias convencionales.

El papel de recA durante la reparacion por recombinacion consiste en juntar dos
moléculas homologas de DNA y promover el intercambio entre ellas. La unién de la
primera cadena puede tomarse como unién primaria, incluyendo lo mismo ssDNA en el
sitio I que dsDNA en el sitio I y Il. La unidon de un segundo DNA puede tomarse como
unién secundaria. Cuando se une ssDNA al sitio I, la unién secundaria puede contemplar
dsDNA que ocuparia los sitios 11 y I1l. El recA promueve eficientemente una reaccion de
intercambio de 4 cadenas, pero el apareamiento inicial siempre se inicia en el contexto
de un hueco de simple cadena. Es decir, que los intercambios de cuatro cadenas deben
iniciarse como reacciones de tres.®

En este proceso intervienen ademas las vias recF, recBCD y los productos de expresion
de los genes ruvABC y recG.

- Mutagénesis SOS.

La mutagénesis SOS ocurre durante la sintesis post-lesion a cargo de la DNA polimerasa
V (Pol V) y es consecuencia de la reparacion del DNA con tendencia al error. Este es un

mecanismo relacionado directamente con el sistema SOS. Tiene lugar cuando el nivel de

RETEL Sertox © Copyright 2003




[retel]

revista de toxicologia an linea
dafio en el DNA es muy alto y permite a la célula reanudar la replicacién sin haber

reparado todas las lesiones primarias y eficientemente.®

La enzima Pol V esté constituida por las subunidades Umu(D’),C que se expresan a partir
del operén umuCD regulado por lexA. El umuC contiene el dominio catalitico de esta
enzima la cual esta esencialmente fuera de servicio en ausencia de recA. Esta polimerasa
actla de conjunto con recA*, las proteinas SSB, ATP y el complejo B y y de Pol |1l tiene N
como caracteristica un alto rango de error durante la polimerizacién (entre 102 y 10™
/por par de bases incorporadas).®®

El papel de recA* durante la sintesis post-lesion es multiple actuando por ejemplo como
coproteasa que cataliza el autoclivaje de UmuD a UmuD~. Por otra parte, se plantea que
recA* podria funcionar como un cebo que sitlUe a las proteinas Umu frente al ssDNA
lesionado que no ha podido replicarse o bien que la proteina UmuD y la molécula de DNA
podrian estar compitiendo por la misma region de unién en el filamento nucleoproteico
de recA.>®

La regulacion del nivel de Pol V es especialmente importante porque su actividad resulta
nociva para la célula. Su acceso al DNA estd modulado por la combinacién de una
induccidon SOS tardia, el procesamiento postraslacional de UmuC por las proteasas Lon y
ClpXp y por el clivaje de UmuD a UmuD’ por parte de recA*, lo que hace del complejo
(UmuD’,C) una polimerasa activa.®

Recientemente, se ha planteado que todas las DNA polimerasas SOS inducibles pueden
estar involucradas en la mutagénesis inducida y que esto depende de la naturaleza de la
lesién en el DNA y del contexto de su secuencia. Las polimerasas SOS-inducibles no son
procesativas, sino distributivas. Sintetizan so6lo un pequefio fragmento de 6 a 8
nucledtidos a lo largo de la lesion no codificadora para ser luego liberadas y sustituidas
por Pol 111.2 Sin embargo, hasta el momento no se conoce con exactitud la necesidad de
la interaccién de estas con recA durante la sintesis post-lesion.*

- dinl.

El “apagado” de la maquinaria SOS es un paso importante en la regulacion de la
respuesta SOS. Este garantiza la progresion normal de la replicacién, reduce la alta
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mutabilidad y revierte la filamentacion celular; lo que contribuye a mantener la eficiencia

energética.?! El producto génico del gen dinl interviene directamente en este proceso.

El dinl no inhibe la induccion de la Respuesta SOS por competencia por el ssDNA con
recA, mas bien compite con el DNA por el sitio catalitico que este ocupa en recA. El sitio
activo de dinl (extremo C-terminal) mimetiza las cargas negativas de la molécula de
DNA, actuando esencialmente como un competidor con el DNA por recA.??

- Otros genes involucrados en la respuesta SOS.

Genes uvr.

La radiacion UV (254 nm) produce dos tipos de lesiones primarias en el DNA: dimeros de
pirimidina (cys) syn-ciclobutano y el fotoproducto pirimidina-6-4-pirimidona el cual causa
una distorsion estructural mayor. Ambos dimeros son intracatenarios y se forman por
exposicion a la luz solar. Lesiones voluminosas como estas, capaces de bloquear la
progresion de la maquinaria de replicacion, también pueden ser provocadas por agentes
quimicos como es el caso del benzo-amino-pireno.*

Inicialmente se relacion6é al mecanismo de reparacién por escisiéon de nucleétidos (NER)
con la eliminacion de dafios de esta naturaleza, capaces de provocar una distorsion
considerable en la molécula de DNA.?® Sin embargo, recientes evidencias han
demostrado que NER también interactia con dafios oxidativos en el DNA. Ejemplo de ello
son la glicol-timina y los sitios AP los cuales presuntamente sélo provocan distorsiones
menores en la molécula.?*

La principal diferencia entre el modo de operacion de la reparacion por escision de bases
y NER estriba en que la escision de bases incluye sélo el corte y reparacion del nucleétido
dafiado mientras que NER implica la escision del nucleétido dafiado y de varios de los
adyacentes.”® La ejecucién de NER incluye la expresién de al menos seis productos
génicos diferentes: UvrA, UvrB, UvrC, UvrD (o DNA helicasa I1), DNA Pol | y una ligasa.?®
La proteina UvrA, en particular, contiene dos sitios de union al ATP y tres motivos
estructurales adicionales (dos motivos en forma de dedos de Zinc y otro en forma de
hélice) los cuales, se plantea, se requieren para el reconocimiento de las lesiones en el

DNA. El UvrA se expresa constitutivamente en E. coli a razon de 25 mondmeros por
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célula; sin embargo, después de la induccion SOS su nivel aumenta a la cifra de 250

moléculas por célula. Por su parte, las proteinas UvrB y UvrD también se inducen durante
la respuesta SOS; lo que no sucede en el caso de UvrC.?®

Genes recBCD.

La via principal de recombinacion en E. coli es la ruta recBCD, involucrada en la
recombinacion por transduccidn y conjugacion, reparacion del DNA y degradacion del
DNA foraneo.?’

La ruta recBCD es esencial para la iniciacion de la recombinacién homadloga de moléculas
lineales de DNA en E. coli. recB, recC y recD son subunidades de la nucleasa
multifuncional recBCD (exonucleasa V) la cual presenta actividad DNA helicasa ATP
dependiente, endonucleasa Chi especifica, exonucleasa sobre dsDNA y exonucleasa sobre
ssDNA.*°

El recBCD se une a los extremos de dsDNA y emplea la energia de hidrdlisis de ATP para
desenrollar la molécula.?’ Esta enzima reconoce especificamente los extremos romos o
cercanamente romos del dsDNA y los degrada hasta encontrar una secuencia Chi.
Reconocida Chi, ocurre una atenuaciéon de la actividad nucleasa de recBCD, pero no de su
actividad helicasa. Se considera que la actividad helicasa de recBCD es esencial para la
iniciacion de la recombinaciéon homoéloga al generar extremos de simple cadena en el DNA
que pueden ser asimilados en un duplex homoélogo mediante la accién de la proteina
recA. Por ello, podemos plantear que Chi estimula la recombinacion homdloga mediada
por recBCD.%®

Otras observaciones interesantes relacionadas con el complejo recBCD incluyen su
intervencion en la supresion de la replicacion litica del fago L y del P22, la supresion de la
replicacion en circulo rodante de los plasmidos y el predominio de su accion en la region
terminal del cromosoma. También es de notar, por razones hasta ahora no definidas, que
las secuencias Chi estan orientadas predominantemente en la direccién de progresion de
la horquilla y que ese predominio es mas pronunciado a medida que se acerca el origen

de replicacién del cromosoma.*
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La reparacion eficiente de DSB requiere de la induccién de la respuesta SOS.?* En estas

condiciones la funcién de Chi es inhibida parcialmente y por ello no puede ocurrir
eficientemente la atenuacion de la actividad nucleasa recBCD (los sitios Chi estan
sobrexpresados en el cromosoma de E. coli, presentandose uno por cada cuatro kb como
promedio). En su lugar se inducen inhibidores de la nucleasa recBCD que convierten la
enzima en una helicasa sin actividad degradativa del DNA.

Genes rector.

Ademas de recA, se han identificado otros productos génicos que interactian con la
horquilla de replicacion después que la célula ha sufrido la accibn de agentes
genotoxicos. En esta categoria se incluyen los constituyentes de la ruta recF, recF, recO y
recR.* 2

Existen otras proteinas relacionadas con la via recF y con el procesamiento de las
horquillas de replicacion que se encuentran detenidas por la presencia de lesiones en el
DNA.%® Por ejemplo, la degradacion del DNA naciente de una horquilla, que ocurre en
células salvajes de E. coli y mas extensamente en sus mutantes recF, recO o recR,
depende de la accion combinada de recQ (helicasa 3'—5") y recJ (exonucleasa de simple
cadena 5—3").*

Las mutaciones lo mismo en recQ que en rec] alteran la frecuencia y los sitios en los
cuales ocurre la recombinacién en el cromosoma. De la misma forma, los homoélogos de
recQ en levadura, Drosophila melanogaster y el hombre tienen funciones criticas en el
mantenimiento de la replicacién procesativa y en la supresiéon del intercambio de cadenas
de DNA. Por esta razén, y tomando en cuenta los resultados alcanzados en estudios de
naturaleza similar a los anteriores, se ha sugerido que recJ y recQ degradan
especificamente la cadena retardada en la horquilla cuando esta bloqueada la replicaciéon
y que la degradacion mediada por rec) y recQ genera un sustrato mucho mas extenso
sobre el cual recA puede unirse y estabilizarse. De esta forma se asegura la reanudacion
de la replicacién a partir del mismo sitio donde ocurrié el desensamblaje.*

Gen recN.

RETEL Sertox © Copyright 2003




[retel]

revista de toxicologia an linea
Actualmente se plantea que el producto de expresion de recN se requiere para la

reparacion de DSB que resulta del dafio en el DNA. No obstante, hasta el momento su

funcion especifica no se conoce con claridad;*®?”

no existiendo siquiera reportes acerca
de la actividad in vitro de recN. Esto se debe a que esta proteina es practicamente
insoluble y bastante dificil de trabajar. Las preparaciones parcialmente purificadas de
recN presentan una débil actividad ATPasa y cierto grado de actividad nucleasa. Sin
embargo, la pureza de estas muestras no ha sido la suficiente como para atribuir estas
funciones directamente a recN.3

La secuencia aminoacidica de recN guarda relacion con la de las proteinas eucariodticas
Smc. Esta familia de proteinas cumple con varias funciones relacionadas con el
mantenimiento de la integridad cromosdmica, como lo es por ejemplo garantizar la
condensacién del cromosoma. La estructura terciaria predicha para estas proteinas
contiene dos dominios (supuestamente asociados con una funcion ATPasa) conectados
por un eje principal.® Por ello, se ha sugerido que, durante la recombinacién homéloga,
RecN pudiese tener una funcién enzimatica, estructural o ambas. Adicionalmente, se ha
planteado que RecN pudiese estar involucrada en posicionar adecuadamente los
segmentos de DNA recombinante, garantizando el curso normal del proceso de
recombinacién.*®2”

- Ensayos bacterianos basados en fusiones transcripcionales de genes SOS.

Los ensayos bacterianos basados en fusiones transcripcionales de genes SOS estiman el
nivel de dano primario ocurrido en el DNA por medio de la cuantificacion del nivel de
expresion de un gen marcador. Dicho gen puede codificar para una proteina fluorescente
0 una enzima que en presencia del sustrato apropiado desarrolla color o fluorescencia.?®
El ensayo SOS Chromotest en especifico, consiste en la determinacion cuantitativa del
nivel de induccion de la respuesta SOS a través del monitoreo de la expresion del gen
sfiA.*° Para registrar la induccién de este gen se tomé la cepa de E. coli K12 donde se
introdujo la fusion sfiA::lacZ. Esta ultima posibilita que ante la induccién SOS se sintetice
B-galactosidasa cuya actividad se cuantifica a través de un ensayo colorimétrico. En la
cepa obtenida, denominada PQ37, se realiza la determinacion en paralelo de la actividad
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fosfatasa alcalina; enzima que se expresa constitutivamente y permite cuantificar la

marcha de la sintesis proteica celular.®!

Este sistema microbiano fue validado por estudios comparativos con el ensayo de Ames y
mediante el empleo de una amplia gama de mutagenos conocidos. También ha sido
utilizado para estudiar el efecto de la radiacion ionizante sobre el ADN y de iones pesados
como son: Helio, Berilio, Deuterio y Criptén.3? En este sentido, nuestro laboratorio cuenta
actualmente con cepa PQ37, habiéndose empleado adicionalmente en el estudio
productos naturales y compuestos con un efecto radioprotector potencial.

En general, los ensayos de induccién de genes SOS como el SOS Chromotest sirven
como complemento para el estudio de las bacterias que han sido sometidas a la accion
de agentes genotdxicos como la radiacion ionizante. Los resultados obtenidos con este
tipo de modelo experimental, cuando se combinan con datos de frecuencia mutagénica,
letalidad celular y cuantificaciones moleculares de las roturas de cadena del DNA (por
solo citar algunos ejemplos); resultan de gran utilidad al complementar la informacion
acumulada acerca del efecto biol6gico de las radiaciones ionizantes.®®* Ademas de ello, la
realizacion de este tipo de ensayo bacteriano presenta ventajas précticas, al arrojar una
respuesta en poco tiempo, ser de facil ejecucion y bajo costo.

- Antimutagénesis y radioproteccion.

La antimutagénesis es el proceso mediante el cual se reduce la frecuencia de mutaciones
espontaneas o0 inducidas. Tomando como referencia este concepto, la accion
antimutagénica de un compuesto queda definida como su capacidad para disminuir o
evitar el dafo mutacional en el DNA de la célula. Por su parte, la radioproteccion reside
en reducir los efectos bioldgicos adversos de las radiaciones ionizantes en los organismos
vivos.®*

Los antimutagenos se pueden clasificar a su vez como desmutagenos o
bioantimutagenos. Los desmutagenos interactian de forma directa con el mutageno,
modificAndolo quimica o bioquimicamente antes de que el mismo alcance la molécula
blanco. Los bioantimutagenos constituyen agentes biol6gicamente activos que interfieren
con las funciones celulares que determinan los procesos de mutagénesis o reparacion del
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DNA dafado; implicando una disminucion de la frecuencia de las mutaciones

espontaneas e inducidas.
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