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LAS POLIMERASAS DE ACIDOS NUCLEICOS LLEVAN A CABO REACCIONES clave como la
replicacion y transcripcion del material genético con gran exactitud. En esta
revision se explican en términos estructurales, los fundamentos de la elevada
fidelidad de las polimerasas de acidos nucleicos y se da énfasis a la excepcion
a la regla, la incorporacion de nucledtidos usando como substrato la lesion 8-
oxoguanosina (80G). T7 ADN polimerasa es una enzima modular, que consiste
en un dominio con actividad de exonucleasa o de edicion y un dominio de
polimerizacion. La fidelidad durante la insercion de nucleétidos ocurre por un
mecanismo de enlace inducido y la rigidez del dominio de polimerizacion. Esta
fidelidad puede ser mayor debido a la actividad de edicion, por la cual, una
base erroneamente incorporada, se traslada del dominio de polimerizacion al
de edicion para ser removida. Asi, T7 ADN polimerasa comente en promedio
solamente un error por cada millon de bases replicadas. Sin embargo esta
polimerasa se “equivoca” en uno de cada cuatro intentos (incorporacion de
dATP en lugar de dCTP) cuando replica la lesion 8oG. La insercion, fiel o infiel,
teniendo como substrato 8oG, se relaciona con la rigidez del sitio activo de la
enzima y modificaciones pequenas en el sitio activo alteran su grado de fidelidad.
Un evento de insercion mutagénico 8oG-dATP, “engana” el sistema de edicion
al formar un par que asemeja el par normal Thy-dATP. Entender el fendmeno
de la fidelidad en polimerasas replicativas esta directamente asociado a poder
combatir enfermedades como el cancer.

Palabras clave: bioquimica / acidos nucleicos / polimerizacion / cancer-
investigaciones
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Introduccion

Una de las caracteristicas que definen a un ser vivo es la capacidad de transmitir informacion
hereditaria. Por lo tanto, la presencia de material genético en los organismos vivos hace que
existan enzimas involucradas en la replicacion de los genomas. Estas enzimas se conocen
como ADN polimerasas y se encuentran en la mayoria de las formas de vida, desde los
bacteriofagos a los organismos eucariontes desarrollados. Dos eventos clave marcan la
historia del estudio de la replicacion de acidos nucleicos: 1) EI modelo de la doble hélice
propuesto por Watson y Crick, que predice que la replicacion del material genético puede
ser llevada a cabo utilizando una de los dos cadenas del acido nucleico como templado
(Watson: 1953);y, 2) la identificacién y caracterizacion, en el laboratorio de Arthur Kornberg,
de la ADN polimerasa I de Escherichia coli, como la primera enzima con capacidad de
polimerizar acidos nucleicos (Lehman, 1958:163).

Evidentemente, la principal funcién de las ADN polimerasas es replicar genomas. Sin
embargo, se ha visto que existen nuevas familias de polimerasas, como la familia Y, que tienen
un papel en la replicacion fiel a través de lesiones de acidos nucleicos o la ADN polimerasa
beta, que estda involucrada en rutas de reparaciéon del ADN. Las polimerasas de acidos
nucleicos varian en su composicion. Por ejemplo, la ADN polimerasa beta es una enzima
de 20 kDa (aproximadamente 230 amino 4cidos), mientras que las polimerasas replicativas
usualmente son proteinas de multisubdominios y en muchos casos de polipéptidosy contienen
miles de amino acidos. Por ejemplo, la ADN polimerasa delta, enzima encargada de replicar
genomas de organismos eucariontes como el Homo sapiens, es una enzima compuesta de
cinco proteinas y de un peso de aproximadamente 475 kDa y la ADN polimerasa III de Z.
coli se compone de 10 proteinas y tiene un peso molecular de aproximadamente 791kDa
(cerca de 8000 amino acidos). En estos complejos, la actividad replicativa se encuentra en
una subunidad denominada “coraza”, pero las demas subunidades estan involucradas en
funciones accesorias (Johnson, 2005:283).

En los tultimos 10 anos se ha dado una explosion en el descubrimiento de polimerasas de
acidos nucleicos. Actualmente, las polimerasas se dividen en siete familias A, B, C, D, X, Y
y Reversa Transcriptasas (RT) (Ohmori, 2001:7). En humanos, se han encontrado a la fecha
14 polimerasas de acidos nucleicos pertenecientes a cada una de estas familias. A pesar de
la divergencia entre las funciones y la complejidad de las ADN polimerasas, la quimica de
la reaccion de polimerizacion se encuentra conservada. Durante el proceso de replicacion,
el DNA de doble cadena que contiene la cadena templada y la cadena de ADN naciente es
translocado al sitio activo de la polimerasa, donde una base del templado es expuesta y el
nucledtido complementario se aparea con un ella. La incorporacion del nucledtido involucra
el ataque nucleofilico por el fosfato alfa del nucleétido que se encuentra en el sitio activo al
3’0OH del azucar del nucledtido final de la cadena naciente. Este ataque nucleofilico es asistido
por dos metales que se encuentran coordinados por dos acidos carboxilicos conservados en
todas las polimerasas de acidos nucleicos.

A pesar de la conservacion de la quimica de la reaccion, las polimerasas de acidos nucleicos
también son variables en propiedades bioquimicas, como la fidelidad (entendiendo por
fidelidad la capacidad de reconocer un par de bases de tipo Watson-Crick: Adenina-‘Timidina,
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y Guanina-Citocina-). Por ejemplo, la mayoria de las polimerasas replicativas son sumamente
fieles. Estas polimerasas comenten, en promedio, solamente un error por cada millon de
bases replicadas, mientras que polimerasas como la reversa transcriptasa del VIH-1 comete
un error cada 10,000 bases replicadas y polimerasas de la familia Y cometen un error por
cada 100 bases replicadas. Otra propiedad bioquimica, conocida como la procesividad (la
cantidad de pares de bases replicadas durante un solo evento de union a la cadena molde), es
sujeta a gran variacion en diversas ADN polimerasas. Por ejemplo, tanto la DNA polimerasa
delta como la DNA polimerasa III se unen a factores procesivos conocidos como el PCNA
(“Proliferating Cellular Nuclear Antigen”) o la abrazadera beta. Estos factores procesivos
tienen una forma cilindrica lo cual les permite formar una abrazadera alrededor del acido
nucleico e impedir el desprendimiento de las polimerasas del templado, en marcado contraste
con polimerasas como la Reversa Transcriptasa del HIV-1, que replica en promedio ~200
pares de bases por evento o la ADN polimerasa eta de humano, que replica en promedio ~5
pares de bases antes de desprenderse del templado. A pesar de que la replicacion de acidos
nucleicos ha sido ampliamente estudiada desde los afios 50, todavia hay muchos vacios en
el entendimiento de su funcion. Historicamente, diversas polimerasas se han usado como
sistemas modelo para estudiar el fenémeno de la replicacion. Desde los estudios iniciales de
Arthur Kornberger con la DNA polimerasa I y, después, con el Fragmento Klenow de E. coli,
a la ADN polimerasa beta, la Transcriptasa Reversa del VIH-1 o la ADN polimerasa delta de
Saccharomyces, por ejemplo.

T7 ADN polimerasa como modelo de estudio de la replicacion

Uno de los sistemas clasicos de estudio es la ADN polimerasa del bacteriéfago T7, conocida
como T7 ADN polimerasa. Esta polimerasa pertenece a la familia A y contiene 704 amino
acidos y, debido a una fuerte interaccion con la enzima tioredoxina de %. coli, tiene una gran
afinidad por el ADN de doble cadena, asi la procesividad de esta enzima es comparable a las
polimerasas replicativas de organismos mas evolucionados. Igual que la mayoria de las ADN
polimerasas, T7 ADN polimerasa es una enzima modular y se compone de dos dominios:
un dominio con actividad 3’-5’ exonucleasa y un dominio con actividad de polimerizacion
de nucleétidos. El dominio de polimerizaciéon se compone a su vez de tres subdominios
conocidos como palma, pulgar y dedos, por su semejanza a una mano derecha (ilustracion 1).
T7 ADN polimerasa es una enzima con una fidelidad exquisita, experimentos cinéticos han
demostrado que T7 ADN polimerasa se equivoca, en promedio, una vez por cada millon de
bases replicadas. Mas atin, si la enzima incorpora una base erronea, la adicion del proximo
nucledtido se vuelve mas lenta, lo cual permite que la cadena que contiene el nucleotido
erroneamente incorporado se transporte al sitio de actividad exonucleasa y se lleve a cabo
la reaccion edicion (ilustracion 1). Es entonces importarte recalcar la presencia de dos
actividades enzimaticas que confieren la propiedad global de la fidelidad: la incorporacion
y la edicion.
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Ilustracion 1. T7 ADN polimerasa es una enzima modular. Esta polimerasa se compone de
dos dominios: 1) de edicion o de exonucleasa (amarillo) y de 2) polimerizacion. El dominio de
polimerizacion resembla una mano derecha y se compone de tres subdominios, denominados
pulgar (verde), palma (rojo) y dedos (azul). La asociacion con thioredoxina (gris) aumenta
la procesividad de la polimerasa. La reaccion de incorporacion de nucledtidos implica la
rotacion de la alfa hélice O del subdominio del los dedos para formar el sitio activo de la
polimerasa.

La incorporacion se refiere a la reaccion de adicion de un nucleétido a la cadena lider
utilizando un molde; y la edicion es el fendomeno por el cual la DNA polimerasa reconoce
que durante la incorporacion, se ha cometido una incorporacion errénea y se procede a
remover esta base y repetir el ciclo de incorporacion. La estructura cristalografica de la
T7 ADN polimerasa con dNTP en el sitio activo fue la primera evidencia que la reaccion
de polimerizacion de acidos nucleicos se lleva a cabo mediante un mecanismo de enlace
inducido, en donde una de las alfa hélices del subdominio de los dedos, conocida como alfa
hélice O, se mueve >60° para formar el sitio activo. De esta manera, las polimerasas tienen
dos conformaciones: una denominada “abierta”, en la cual el sitio activo se encuentra
vacio (sin nucle6tido); y una denomina “cerrada”, que corresponde a la forma fisica de la
polimerasa antes de llevar a cabo la reaccion de adicion de nucledtidos. En la conformacion
cerrada se forma un sitio activo apretado, en el cual tanto el nucledtido a ser incorporado
como el templado, son coordinados por residuos de los dominios de la palma y de los dedos,
y se observa la presencia de dos metales que pueden coordinar el ataque en linea del grupo
3’0OH por el fosfato alfa del nucledtido a ser incorporado.

Estos estudios cristalograficos concuerdan con estudios cinéticos en donde se postula que
el paso limitante de la reaccion de la polimerizacion es un cambio conformacional en la
polimerasa y no la quimica de la reacciéon. La exquisita fidelidad de las ADN polimerasas
parece ser llevada a cabo por un mecanismo de efecto estérico, donde los pares de bases de
tipo Watson-Crick, que tienen una geometria similar entre ellos, pueden ser acomodados en
un sitio activo relativamente rigido. Estudios utilizando nucleétidos sin capacidad de formar
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puentes de hidrégeno, pero con una geometria similar a los pares de bases de Watson-Crick,
pueden servir como templadosy como substratos delareaccion de polimerizaciéony conservar
la propiedad de la fidelidad. Este experimento argumenta la importancia de la forma y no
de la capacidad de formar puentes de hidrogeno como determinante de la fidelidad durante
la incorporacion. Sin embargo, si la polimerasa ha cometido una equivocacion durante la
incorporacion de nucleotidos, el sitio de elongacion no es tan rigido en comparacion con el
sito de incorporacion, ni parece que sufra cambios conformacionales.

éCual es el mecanismo por el cual se reconoce una equivocacion? La clave se encuentra
en los estudios clasicos de Seeman y Rich, los cuales indican que los pares de bases de
tipo Watson-Crick tienen una disposicion espacial idéntica de los grupos que pueden ser
donadores y aceptores de puentes de hidréogenos en el surco menor del ADN (Seeman: 1976).
En las polimerasas de acidos nucleicos de la familia A, dos aminoacidos conservados en el
subdominio de la palma, una Arg y una Gln, estan en una posicion optima para contactar los
grupos donadores y aceptores del par de bases recién incorporado. Estos amino acidos se
conocen como “sensores del surco menor”(Double, 1998:251).

Estudios cinéticos postulan que, si se lleva a cabo una incorporacion erronea, la disposicion
espacial de los grupos en el surco menor es distinto y los aminoacidos Arg y GIn no podrian
posicionar el grupo 3°0OH en una posicion optima para continuar la catdlisis. Estudios
cristalograficos demuestran que las doce posibles combinaciones erréneas de pares de
bases producen cambios sutiles en la posicion del grupo 3°OH, lo cual explica que la catalisis
de la reaccion sea mas lenta y pueda efectuarse la transferencia entre los dominios de
polimerizacion y de edicion (Johnson, 2004:803). El transporte entre los dos sitios activos de
la polimerasa es posiblemente asistido por el subdominio del pulgar. El dominio de edicion
lleva a cabo la hidrolisis del nucledtido recién incorporado por un mecanismo que también
involucra dos metales coordinados por dos carboxilatos. A pesar de que existen mecanismos
para evitar las mutaciones, se sabe que la fuerza de la evolucion hace que existan cambios
en el genoma de los organismos y, a pesar de que se entiende como se lleva a cabo una
reaccion de polimerizacion fiel, no se entienden los fundamentos por los cuales ocurren las
mutaciones.

Oxo Guanosina una lesion y agente mutagénico

El ADN puede ser considerado como el guardian de la informacion genética. A pesar de su
relativa estabilidad, este material puede ser sujeto a reacciones de oxidacion, de metilacion,
o de entrecruzamiento. Uno de los agentes que mas danan a los adcidos nucleicos son las
especies reactivas de oxigeno, formadas durante la respiracion celular. Las especies
reactivas de oxigeno pueden reaccionar con nucle6tidos como la guanosina y llevan a cabo
su oxidacion. Una de las lesiones mas estudiadas, es el producto de la oxidacién en el grupo
8 de la guanosina, lesion conocida como 8-oxoguanosina (80G). En marcado contraste con
bases que no han sido modificadas y tienen una preferencia por la conformacion anii, la
presencia del oxigeno en la posicion 8 de la guanosina hace que la 8-oxoguanosina tenga
una preferencia hacia una conformacion de tipo syn. Asi, esta base tiene un potencial de
codigo doble, puede formar una interaccion de tipo Watson-Crick con citosina, pero en su
conformacion de tipo syn puede formar una interaccion estable de tipo Hoogsten con dATP
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(Ilustracion 2). De este modo, cuando las polimerasas de acidos nucleicos encuentran esta
lesion e incorporan dATP en lugar de dCTP, el resultado puede ser un evento mutagénico y,
eventualmente, unatransversion en el genoma de G—'T (Shibutani, 1991:431). Laacumulacion
de la lesion 80G se ha asociado con enfermedades y fendmenos diversos como la vejez, la
muerte celular programa, enfermedades neurodegenerativas, fibrosis cistica y cancer.

H2N === HZ2 H
P 0 ',Z,' O'Hp‘“ﬁ& 3 0 N?q"/ o
NEL . 0 /N’/O ~P-0 /NH',
R "o
: :
80G(anti):dCTP 80G(syn):dATP

Ilustracion 2. La lesién 8oG tiene un potencial de codigo doble. a) 8oG puede formar un
par de bases de tipo Watson-Crick, 8oG-dCTP, utilizando su conformacion anti, en esa
conformacion los grupos N7 y O8 se localizan en el surco mayor b) 8oG puede formar un par
mutagénico apareandose con dATP al utilizar su conformacion syn (flecha azul). En esta
conformacion, el grupo N7 se aparea con timina y el grupo OS se ubica en el surco menor.

Numerosos experimentos cinéticos han demostrado que las ADN polimerasas de diversas
familias tienen diversos grados de preferencia de incorporacion fiel (dCTP) o infiel (dATP)
cuando replican la lesion 8oG, por ejemplo la T7 DNA polimerasa perteneciente a la familia
A es fiel en un 75% de los eventos replicativos, la Reversa Transcriptasa del VIH en un 25%,
ADN polimerasa delta de la familia B en un 85%, y la DNA polimerasa eta de S. cerevisae,
de la familia Y, en un 90 %. Una explicacion razonable de las diferencias observadas en la
fidelidad de cada polimerasa puede radicar en diferencias estructurales en el sitio activo de
cada una de ellas. Estas polimerasas son también diferentes en el reconocimiento de esta
lesion como equivocacion: todas las polimerasas estudiadas a la fecha con la excepcion
de polimerasas de la familia Y, como la ADN polimerasa eta no se detienen una vez que
han cometido una incorporacion infiel del producto 8oG-dATP. Las polimerasas replicativas
distinguen entre una incorporaciéon mutagénica, G-dATP y una incorporacion fiel G-dCTP,
con un decremento de aproximadamente 100,000 veces en su actividad catalitica y la
elongacion de una par de bases erronea es 20,000 mas ineficaz que la elongacion de un
par de bases de tipo Watson-Crick. En cambio, la incorporacion mutagénica S8oG-dATP y la
incorporacion fiel 8o0G-dCTP tiene un decremento de solamente tres veces en su actividad
catalitica y muchas polimerizas prefieren elongar una equivocacion 8oG-dATP, en lugar de
un par fiel 8oG-dCTP.

Con el objeto de entender como se lleva a cabo la incorporacion fiel e infiel teniendo como
templado la lesién 880G, se han llevado numerosos estudios cristalograficos con esta lesion.
Uno de los més detallados es el estudio utilizando como modelo a la enzima T7 ADN
polimerasa.
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Insercion fiel o infiel teniendo como templado la 80G

Numerosos estudios estructurales han establecido que el tamafo y la forma del sitio
activo son cruciales en la fidelidad. El1 doble potencial de codigo de la lesion 8oG la hace
un candidato ideal para elucidar el fenémeno de la infidelidad. Estudios cristalograficos
usando como modelo la 7 ADN polimerasa revelan que la estructura del complejo 8oG-dCTP,
en comparacion del complejo G-dCTP, es casi idéntica. La tnica diferencia es el movimiento
del amino acido Lys536 de la alfa hélice O1 del subdominio de los dedos para formar un
puente de hidrogeno con el grupo 08 del 8oG (ilustracion 3a) (Breiba, 2004:3452). Estos
resultados son similares a la estructura del complejo de 80G-dCTP utilizando la ADN
polimerasa del bacteriofago RB69, en el cual el complejo 8oG-dCTP es idéntico, dentro de
los limites experimentales, al complejo G.dCTP.

Ilustracion 3. Bases estructurales de la incorporacion fiel e infiel. a) Estructura
cristalografica del complejo 80G-dCTP en el sitio activo de la T7 ADN polimerasa. El par
80G-dCTP es estabilizado por los puentes de hidréogeno entre el residuo Lys536 y el grupo O8
del templado 80G. b) Estructura cristalografica del complejo 8oG-dATP en el sitio activo de
la T7 ADN polimerasa. La remocion del grupo epsilén amino de Lys536 en la mutante Ala536
evita un choque estérico entre el par 8oG-dATP. El residuo Lys536, observado en el complejo
80G-dCTP, se observa de color gris. En ambas estructuras se observa la posicion de los dos
Mg+ + que coordinan la quimica de la reaccion.

En esta polimerasa, el grupo OS del templado S8oG se mueve hacia un sitio activo sin
impedimentos estéricos (Freisinger, 2004:1494). La situacion del par 8oG-dCTP contrasta en
la ADN polimerasa beta, en la que se observa que el fosfato alfa del templado 80G sufre una
rotacion de 180° con respecto a templados canonicos. El sitio activo de la ADN polimerasa
beta es diferente en la posicién de la cadena templada 5, y esta rotacion del fosfato alfa
es necesaria para impedir un choque entre los grupos PO4 y el O8 del 80G. La razon por
la cual el fosfato alfa del templado es rotado en la ADN polimerasa beta es por que al base
siguiente del templado tiene un doblez que no es tan pronunciado como en el caso de la T7
ADN polimerasa o la polimerasa RB69. Estos estudios indican que la tnica razon para la
baja eficiencia catalitica de la incorporacion de 8oG debe de ser que esta base existe en un
equilibrio entre las dos conformaciones anti y syn. Estudios cinéticos indican que, en el
caso de la T7 ADN polimerasa, la incorporacion fiel tiene un paso limitante que se asocia
con el cambio conformacional de la alfa hélice O. Es, entonces, congruente pensar que la
incorporacion de dCTP teniendo como substrato la lesion 80G se lleva a cabo por un mismo
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mecanismo cinético, similar al de una base normal. La rotacion del fosfato alfa en el caso de
la ADN polimerasa beta puede ocasionar una pérdida en la eficiencia catalitica y hacer que
esta polimerasa sufra una pausa antes de la incorporacion de nucledtidos cuando encuentra
la lesion.

Entender el fenémeno de la incorporaciéon de un evento mutagénico S8oG-dATP ha sido
mucho mas complicado. Durante el intento de cristalizar a la enzima T7 ADN polimerasa,
teniendo como sustrato un par 8oG-dATP, se obtuvo un cristal en que el subdominio de
los dedos se encontraba en una conformacion abierta y no contenia nucleétido en el sitio
activo (Breiba, 2004:3452). Esta conformacion “abierta” de la enzima corresponde a un
estado no catalitico de la polimerasa. Similares resultados se obtuvieron al resolver las
estructuras cristalograficas utilizando las polimerasas RB69 (Freisinger, 2004:1494) y beta
(Krahn 20031:121), aunque en el caso de la ADN polimerasa beta se observa una densidad
electronica muy débil en el sitio activo de la polimerasa que puede corresponder a dATP.
Estudios cinéticos indican que, en el caso de la T7 ADN polimerasa, el paso limitante de la
incorporacion de dATP teniendo como templado S8oG es la quimica de la reaccion y no un
cambio conformacional en la polimerasa (Einolf, 1998:13300), indicando que la incorporacion
infiel podria ser llevada por un mecanismo diferente al de la incorporacion fiel (por ejemplo
que no necesite el cambio conformacional).

Dentro de la misma familia A de las ADN polimerasas, existen polimerasas que tienen rangos
de insercion muy variados al tener como templado 80G. Por ejemplo, la T7 DNA polimerasa
incorpora aproximadamente ~30% de dATP (Breiba, 2004:3452, Freisinger, 2004:1494) y
la ADN polimerasa de Bacillus stearothermophilus ~90% (Hsu, 2004:217). En el caso
de la T7 ADN polimerasa, un modelaje inicial propone que el residuo Lys536 podria hacer
interacciones electrostaticas y estéricas con un par de bases 80G-dATP. Un dato interesante
es que el residuo correspondiente a la Lysb36 en la ADN polimerasa de Bacillus es una
glicina. De este modo, se propuso realizar una mutante en la que el grupo epsilon amino de
la Lys se eliminara y observar las propiedades cinéticas de incorporacion de dATP con esta
mutante. La mutante Lys536Ala incorpora preferentemente dATP en lugar de dCTP cuando
tiene 80G como templado y esta mutacion no altera la fidelidad global de la polimerasa con
otros substrato (Breiba, 2005:1653). Sorprendentemente, al cristalizar esta mutante con un
templado 80G y dATP, se obtuvo un complejo cerrado en el cual se observa clara densidad
electronica para el nucledtido dATP y el templado S8oG, siendo éste el primer ejemplo de una
incorporacion mutagénica observado en una polimerasa de acidos nucleicos.

En este complejo, se observa al templado 8oG en una conformacion de tipo syn y claramente
apareado con el dATP. Kool y colaboradores han propuesto que el sitio activo de las ADN
polimerasas es “rigido” y tiene cabida para la geometria de un par de bases de tipo Watson-
Crick. La estructura del par 8oG(syn) dATP en el sitio activo de la T7 ADN polimerasa
revela que el sitio activo de las ADN polimerasas puede ser modificado (ilustracion 3b)
(Guo, 2005:256). Este ejemplo de ingenieria de proteinas concuerda con los datos de que
polimerasas tipicamente fieles como RB69, ADN polimerasa beta, o ADN polimerasa delta,
prefieren incorporar dCTP y polimerasas infieles como la reversa transcriptasa del VIH-1
prefieren incorporar dATP y hay una relacién entre lo relajado del sitio activo y la fidelidad.
Asi, polimerasas con un sitio activo mas relajado son més propensas a ser mutagénicas. Sin
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embargo, las polimerasas infieles pero especializadas en negociar lesiones, como la DNA
polimerasa eta, tienen el sitio activo mas relajado en comparacion de todas las polimerasas,
pero prefieren incorporar dCTP con una fidelidad exquisita cuando encuentran la lesion
80G.

En este caso se ha cristalizado a la ADN polimerasa IV (Dpo4) con un par 80G-dCTP y
se observa que dos residuos de la Dpo4 (Arg331 y Arg332) forman una red de puentes de
hidrégeno con el templado S8oG en la conformacion anii que hace que esta conformacion
sea favorecida en el sitio activo de la polimerasa (Rechkoblit, 2006 y Zang, 2006:2358). Los
amino acidos Arg331 y Arg332 se encuentran en un subdomonio conocido como “dedos
pequeiios”, que no esta presente en todas las polimerasas de la familia-Y. asi es posible
que modificaciones en este subdominio cambie el equilibrio de las forma anti o syn del
templado S8oG y diversas polimerasas de la familia Y sean diversas en su incorporacion fiel
o infiel al replicar la lesion 8oG. Mutaciones en el subdominio de los dedos han previsto que
afecten el equilibrio de la forma abierta o cerrada de las polimerasas (Huang, 2000:11571).
Asi, una polimerasa que disponga de una barrera energética menor para cambiar de la
forma abierta a la cerrada, sera en principio mas mutagénica. En el caso de la T7 DNA
polimerasa, esta barrera energética esta dada por el residuo Lys536 y al eliminar la cadena
lateral se disminuye la barrera energética y, por lo tanto, la catélisis se puede llevar a cabo
de forma eficiente.

Extension fiel e infiel

Una vez que las polimerasas incorporan una mutacion, en la mayoria de los casos esta
incorporacion erronea es editada por el dominio exonucleasa. Estudios estructurales revelan
que el grupo 3°0OH que va a ser extendido es posicionado erroneamente, lo cual disminuye
la capacidad del el ataque nucleofilico del fosfato alfa para continuar la catélisis (Johnson,
2004:803). Este posicionamiento erréneo del grupo 30H hace que pueda trasladarse hacia
el dominio de exonucleasa donde la base es editada y, posteriormente, devuelta al domino
de polimerizacion. En las ADN polimerasas de la familia A, se observa que la extension
de un incorporacién infiel es mas favorecida (80G-dATP) que la de una extension fiel
(80G-dCTP).

La estructura cristalografica de los complejos de elongacion fiel e infiel, revela que los
grupos aceptores y donadores de los pares de bases 8o0G-dCTP y 8oG-dATP son contactados
por residuos Arg429 y GIn615 del “sensor del surco menor” sin sufrir ninguna distorsiéon
(Breiba, 2004:3452) (Ilustracion 4a). Estructuras cristalograficas de la T7ADN polimerasa
(Breiba, 2004:3452) y de Bacillus ADN polimerasa (Hsu, 2004:217) revelan que el par
80G-dATP es similar al par canénico Thy-dATP, en el sentido que el grupo O8 del 8oG(syn)
ocupa la misma posicion que el 02 de la Thy. El sitio de elongacion no es tan ajustado
como el sitio de insercion y permite que la base 8oG(syn) se acomode libremente sin ningtin
impedimento estérico. A pesar del mayor tamano del par 8oG. dATP de bases con respecto
al Thy-dATP, el evento mutagénico no es reconocido porque el sitio de elongacién no es
“apretado” como el sitio de insercion y la base S8oG(syn) no ejerce ninguna interaccion
negativa con la polimerasa.
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Ilustracion 4. Bases estructurales dela elongacion a partir delalesion 8oG. A) Superposicion
entre el complejo 80G-dCTP (naranja) y el complejo 8oG-dATP (azul). Estos dos complejos,
unavez insertados en el sitio de elongacion, son reconocidos por los residuos GIn615y Arg429.
B) Superposiciéon entre el complejo 8oG-dATP (azul) y el par canénico Thy-dATP(gris). La
posicién del grupo O8 es idéntica al grupo O2 de la Timina. Esta disposicion espacial engafia
el sistema de edicién de las polimerasas de acidos nucleicos.

La perdida de eficiencia catalitica del par 80G-dCTP puede ser debida a que el fosfato alfa
rota aproximadamente 180° para evitar una colisién con el grupo O8 que afectaria la posicion
del grupo 3’'OH del dCTP. Asi, el evento mutagénico 8oG dATP engaiia a los “sensores del
surco menor” de las polimerasas de la familia A al mimetizar la disposicion de aceptores-
donadores de puentes de hidrogeno de un par Thy-dATP (ilustracion 4b).

Conclusiones

La lesién 8oG ha sido utilizada para entender como se llevan a cabo los eventos mutagénicos
en las polimerasas de alta fidelidad. Este trabajo demuestra que la incorporacion de un
evento mutagénico 8oG. dATP se da por un mecanismo que es similar al de una incorporacion
fiel y se comprueba que el evento mutagénico 8oG. dATP puede enganar al sistema de
edicion de una polimerasa replicativa al mimetizar un par normal Thy dATP. La lesion 8oG
se encuentra principalmente en mitocondria y se estima que una de las posibles causas el
envejecimiento es la acumulacion de mutaciones originadas por polimerasas mitocondriales,
al tener como substrato 80G en lugar de Guanosina. Es interesante comprobar que diversas
DNA polimerasa gamma tienen amino acidos como His o Phe, en el lugar correspondiente
a Lys635 de la T7 ADN polimerasa. Estudios cinéticos han demostrado que las polimerasas
mitocondriales tienen una preferencia por ser fieles (incorporacion de dCTP) cuando
encuentran la lesiéon 880G, pero incorporan dATP en un 20% de los eventos replicativos.
Entender fenémenos basicos como la fidelidad, esta implicado en eventualmente disenar
herramientas de terapia génica, dado que se conoce que mutaciones de la DNA polimerasa
gamma de humano son causales de enfermedades hereditarias.
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