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0XIDO NiTRICO, MUTAGENESIS Y CANCER

Lic. Dariel Diaz Arce

RESUMEN

Se realiz6 una revision de los posibles mecanismos generadores de mutaciones, mediados
por las especies reactivas derivadas del NO (RNOS), y su relacién con la carcinogénesis.
Las RNOS potencialmente pueden dafiar el ADN de forma directa mediante procesos de
oxidacién, desaminacién y metilacién de bases; e indirecta inhibiendo la actividad de las
enzimas reparadoras. La oxidacion de bases conduce fundamentalmente a transversiones
y la desaminacion a transiciones. La especie reactiva N,O, puede reaccionar con aminas
bidgenas generando N-nitrosaminas, reconocidos agentes alquilantes. La inhibicion de las
enzimas se manifiesta por la reaccion de las RNOS con grupos nucleofilicos de aminoécidos
criticos para la actividad enzimatica. Todos estos mecanismos pudieran favorecer de una
u otra forma a la ocurrencia de mutaciones en el ADN, implicadas en la activacién de
oncogenes o inhibicién de genes supresores de tumores, o ambas, favoreciendo asi el
surgimiento y desarrollo tumoral.
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El 6xido nitrico (NO’) es una molécula
que desempefia importantes funciones en pro-
cesos fisiologicos y patoldgicos en huma-
nos. Su implicacién en el funcionamiento
de los sistemas inmune, cardiovascular y
nervioso ha sido ampliamente detallada. !
Este gas es producido en cantidades abun-
dantes bajo condiciones asociadas a proce-
sos inflamatorios, reconocido factor de ries-
go para el surgimiento y desarrollo del can-
cer.*

Su sintesis es llevada a cabo por
un grupo de enzimas denominadas 6xi-
do nitrico sintasas (NOS), cuyo dnico

sustrato fisioldgico parece ser el ami-
noicido L-arginina.? La presencia y eleva-
da actividad de estas enzimas se ha repor-
tado en algunos tipos de tumores,> y ade-
maés correlacionada positivamente con da-
flos al ADN.?
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—

Todo lo anterior ha hecho enfocar mul-
tiples investigaciones para desentrafiar el
verdadero papel de este gas en la
carcinogénesis. En esta revision se preten-
den analizar algunas evidencias que rela-



cionan directamente al NO- con el surgi-
miento de tumores.

DESTINOS FISIOLOGICOS DEL NO-

Una vez sintetizado el NO, su destino
en los sistemas bioldgicos es regido por los
procesos siguientes:

1. Difusion a células vecinas. La presen-
cia de un electrén no pareado en su mo-
lécula le permite interactuar con meta-
les de transicién de algunas enzimas y
asi modular su actividad.”® El coeficien-
te difusional de este gas depende de
los lipidos y proteinas que se encuen-
tre a su paso.’

2. Autoxidacion del NO-. Generalmente se
produce cuando se incrementan mucho
sus concentraciones intracelulares, el
cual en presencia del O, se convierte en
trioxido de dinitrégeno (N,0,)."" Esta
reaccién se acelera cuando ocurre en
sitios hidrofobicos como en el interior
de las membranas lipidicas o de nicleos
proteicos.”'> El N,O, es un agente
nitrosante poderoso, con gran afinidad por
sitios nucleofilicos.?

3. Reaccion con superdxido (O,) para for-
mar peroxinitrito (ONOO"). Esta reac-
cion presenta una cinética de tipo difu-
sién-limitante, por lo que se plantea que
es la que rige el destino del NO en pre-
sencia del anién superéxido (O,)."'* El
producto es altamente oxidante, com-
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Fig. 1. Desaminacidn mediada por el N0,

parado en algunas ocasiones con el
radical OH.

MECANISMOS GENOTOXICOS DEL NO-

Actualmente se considera que el NO-
es capaz de generar lesiones en la secuen-
cia primaria del ADN y otras biomoléculas,
y de esta forma mediar el surgimiento y
desarrollo tumoral. Los mecanismos por los
cuales este gas puede producir esos dafios
son explicados a partir de los efectos
deletéreos de las especies reactivas deriva-
das de él.

1. Mecanismos de dafio directo al ADN por
especies reactivas derivadas del NO-
(RNOS).

— Formacién endégena de N-nitro-

saminas carcinogénicas.

Las N-nitrosaminas son compuestos
quimicos con potencial carcinogénico re-
conocido, debido a que pueden ser
metabolizadas a fuertes agentes alqui-
lantes.'* Se sintetizan mediante la reaccién
del agente electrofilico N,O, con aminas
bidgenas segtin la primera reaccion repre-
sentada en la figura 1.

La formacién endogena de estos com-
puestos se ha demostrado en lineas celula-
res de hepatocitos inmortalizados con el
virus de los simios SV 40 Tag.!¢

— Desaminacion de bases.

Las N-nitrosaminas de aminas prima-

rias pueden generar iones diazonium, los

—— | RNHNO +NO, (1)

—— |ROH+N, @)
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que se hidrolizan espontdneamente a alco-
holes como se representa en la reaccion 2
de la figura 2.

La presencia de este tipo de aminas en
la estructura de las bases nitrogenadas in-
dica que estas pueden ser desaminadas por
el NO- via N,O,, generdndose alteraciones
puntuales con potencial mutagénico.!”-8

Experimentos in vitro han aportado
evidencias, las cuales sugieren que la
desaminacion de bases por este mecanismo
parece tener un patrén de mutaciones diri-
gido fundamentalmente a las bases puricas,
aunque también se pueden afectar las
pirimidinicas.! Las mutaciones mas comu-
nes son las transiciones guanina (G) a
adenina (A) y viceversa.'® También es fre-
cuente la formacién de bases modificadas
como la oxanina, derivada de la guanina,
que puede producir entrecruzamientos
inespecificos ADN-proteinas.?®?! De esta
manera se afecta la integridad del ADN
por 2 mecanismos diferentes: provocar ines-
tabilidad gendmica por el entrecruzamien-
to entre las proteinas-ADN y actuar como
un sustrato suicida para enzimas reparado-
ras de este dafio.”

Se ha observado in vitro una mayor fre-
cuencia de alteraciones en simples que en
dobles cadenas de oligonucledtidos, eso su-

Oxidacion

Inhibiciéon de Enzimas
NO Reparadoras~ ~ "

Nitrosacién

N-nitrosaminas

giere que este mecanismo mutagénico se
produce cuando las bases se encuentran
desprotegidas en eventos celulares como la
replicacion y la transcripcién, en los que la
doble hélice se abre.'®

— Oxidacion de bases.

Experimentos en macréfagos activados
en cultivos celulares muestran dafio
oxidativo y por desaminacion del ADN.” El
analisis del destino del NO en estas células
mostré que la mayor parte pasaba a la ge-
neracion de peroxinitrito (ONOO"); un fuer-
te agente oxidante.?

El tratamiento de plasmidos de ADN
con ONOOr sintético y su insercidn en sis-
temas biol6gicos para su replicacién y pos-
terior andlisis, mostraron un espectro de
mutaciones puntuales; fundamentalmente
transversiones de guanina a timina (T) y de
guanina a citosina (C).?

El poder oxidante de esta especie es
suficiente también como para dafiar direc-
tamente al azicar y provocar sitios sin ba-
ses en el ADN,?* ademés de oxidar y modi-
ficar las bases generando especies dificiles
de reparar.? La formacion de estas lesio-
nes ocurren con mas frecuencia en sim-
ples que en dobles cadenas, siendo repa-
rada por la formamidopirimidina-DNA
glicosilasa (Fpg).

Oxidacién de bases
ruptura de cadenas

Acumulacién de lesionges

| Desaminacion de basel@

| Metilacién de bases |

Fig. 3. Mecanismos mutagénicos del NO, mediados por sus especies reactivas (RNOS).
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Modificacion indirecta de la secuencia
del ADN por las RNOS

Algunos autores han sugerido que tan-
to la desaminacién, oxidacién y ruptura de
cadenas del ADN por las RNOS requiere
de concentraciones muy elevadas, situacion
que muy raramente se daria en humanos.
Ademas, in vivo los antioxidantes como el
ascorbato y el glutation (GSH) son abun-
dantes, lo que disminuye las posibilidades
de acumularse RNOS a concentraciones su-
ficientes como para producir dafio al ADN
directamente.? Es por ello que se han su-
gerido otras hipétesis.

Una hipétesis muy prometedora se
basa en la inhibicién de los sistemas
enziméticos reparadores de las lesiones
en el ADN y de esta manera favorecer el
dafo indirectamente.

Las RNOS poseen una elevada afini-
dad por el grupo tiol (-SH) de la cisteina.?”’
Lo anterior sugiere que aquellas enzimas
con cisteinas criticas para su actividad,
pueden ser inhibidas por estas especies
reactivas. Otros grupos nucleofilicos como
el hidroxilo (-OH) de la tirosina®® y el amino
(-NH,) de la lisina," también son poten-
cialmente modificables.

Jaiswal y otros (2001), observaron que
las lineas celulares de colangiocarcinoma
y colangiocitos transfectados con el gen de
la NOS inducible (iNOS), eran incapaces
de reparar la lesién 8-0x0-G.?* Esta lesion
es reparada por las enzimas Fpg y 8-oxo-
guanina glicosilasa (Oggl), enzimas que
resultaron inhibidas por el NO y sus es-
pecies reactivas.’** Estas evidencias pu-
dieran explicar los resultados de Jaiswal
y otros.”

SUMMARY

Otras enzimas inhibidas por el NO re-
sultaron ser las ADN alquiltransferasas
reparadoras de los residuos metilados de G
y T (O%-metil guanina y O*metil timina),*
y la enzima ADN ligasa.** La inhibici6n
de esta ultima pudiera explicar el hecho de
que cuando las células se exponen al NO,
se observe un elevado niimero de rupturas
de cadenas de ADN.?

El oxido nitrico en la iniciacion y promocion
tumoral

Todos los mecanismos hasta ahora ex-
puestos explican, desde diferentes puntos
de vista, los efectos mutagénicos del NO
(fig. 3). Estas mutaciones bien colocadas
pudieran provocar la inactivacién de genes
supresores de tumores y la activacion de
oncogenes y de esta forma participar en
diferentes etapas del proceso carcinogénico.
Quizas el ejemplo mds evidente de esto lo
constituye el gen para la proteina p53, el
cual se encuentra mutado en alrededor de
50 % de todos los tumores humanos.**

Estudios previos presentaron in vitro
mutaciones de importancia bioldgica en el
gen p53 inducidas por el NO y la me-
tilacion.® Posteriormente se demostrd que
en estadios iniciales del carcinoma de pul-
mon existe una correlacion significativa
entre la actividad de las NOS y las muta-
ciones presentes en dicho gen.®

Aunque en estos estudios no se analizd
la funcionabilidad del producto génico, la
hipétesis es suficiente como para plantear
que el NO, en situaciones como la inflama-
cion, puede provocar la inactivacion del gen
p53 y favorecer al menos de este modo el
surgimiento y desarrollo tumoral.

A review was made on the possible mechanisms generating mutations mediated by the reactive species derived
from NO (RNOS) and their connection with carcinogenesis.The RNOS may damage the DNA directly by
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processes of oxidation, deamination and methylation of bases, and indirectly by inhibiting the activity of the
repairing enzimes. The oxidation of bases leads mainly to transversions, whereas deamination leads to
transitions. The reactive species N,O, may react with biogen amines generating N-nitrosamines, known as
alkylating agent. The inhibition of the enzimes is manifested by the reaction of the RNOS with nucleophylic
groups of critical aminoacids for the enzimatic activity. All these mechanisms may favor in one way or another
the occurrence of mutations in the DNA involved in the activation of oncogens and/or inhibitons of tumor-
suppressing genes, enabling this way the appearance and development of tumors.

Key words: Nitric oxide; cancer; mutagenesis; p53; reactive nitric oxide species; inflammation.
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