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Articulo de revision

Vias de reparaciéon del ADN: nuevos blancos en la terapia contra el
cancer

José Diaz Chavez,* Guadalupe Dominguez Gémez**

RESUMEN

La quimiorresistencia y radiorresistencia de las células cancerosas son los principales obstaculos en el tratamiento y manejo del
cancer. Un importante mecanismo que permite el desarrollo de resistencia a la terapia es que las células cancerosas reconocen el
dafio al ADN inducido por agentes quimioterapéuticos y por la radiacion ionizante y lo reparan mediante la activacion de diversas vias
de reparacion de ADN. Por tanto, inhibidores de vias especificas de reparacion del ADN podrian aumentar la eficacia de los agentes
quimioterapéuticos que inducen lesiones en el ADN, asi como revertir la resistencia terapéutica asociada con la reparaciéon del ADN.
En este articulo se revisan las principales vias de reparacion y se discuten los avances recientes en el desarrollo de nuevos inhibidores
de las vias de reparacion del ADN, muchos de los cuales se encuentran actualmente en fases preclinicas y clinicas de investigacion.
Palabras clave: reparacion, ADN, cancer.

ABSTRACT

Increased chemo-resistance and radio-resistance of cancer cells is a major obstacle in the treatment and management of cancer. An
important mechanism that underlies the development of such therapeutic resistance is that cancer cells recognize DNA lesions induced
by DNA-damaging agents and by ionizing radiation, and repair these lesions by activating various DNA repair pathways. Therefore,
inhibitors of specific DNA repair pathways might prove efficacious when used in combination with DNA-damaging chemotherapeutic
drugs and reversing the associated therapeutic resistance associated with DNA repair. This paper reviews the major DNA repair
pathways and discusses recent advances in the development of novel inhibitors of DNA repair pathways; many of these agents are
under preclinical/clinical investigation.

Key words: repair, DNA, cancer.

os agentes que dafian el ADN, predomi-
nantemente radiacion y quimioterapias
citotoxicas, se han utilizado exitosamente
en el tratamiento de pacientes con una gran
variedad de tumores durante varias décadas y continian
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siendo clave en los protocolos actuales de tratamiento
contra el cancer. Sin embargo, aunque estos tratamientos
poseen cierta selectividad por la induccién de muerte en
células tumorales, la utilidad clinica de tales agentes es
frecuentemente limitada por ocasionar efectos adversos
en tejidos normales. El resultado de los efectos colate-
rales puede ser grave, incluye toxicidad en el sistema
gastrointestinal y hematopoyético, lo que limita el grado
de eficacia que puede lograrse clinicamente. Ademas,
existen multiples mecanismos (regulacion de las concen-
traciones del farmaco, defectos en la apoptosis o en las
vias de reparacion del dafio al ADN) por los cuales los
tumores desarrollan resistencia y, por tanto, los pacientes
dejan de responder al tratamiento. En consecuencia, se
han buscado alternativas que incrementen la potencia de
las terapias de dafio al ADN sobre el tejido tumoral sin
afectar las células normales. Tales estrategias no sélo
deben incrementar la eficacia sin toxicidad, sino tam-
bién proveer la oportunidad de mantener la respuesta al
tratamiento, disminuyendo la dosis de la quimioterapia.
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Esto ayudaria a reducir los efectos adversos indeseables
asociados con la administracién de estos farmacos a la
maxima dosis tolerada.'

Factores ambientales, tales como la luz UV y agen-
tes oxidantes, o errores en los procesos de replicacion,
exponen constantemente a las células a bajos niveles
de dafio al ADN. Para sobrevivir a estas situaciones de
dafio al ADN inducido o espontaneo, las células han
desarrollado mecanismos complejos para vigilar la
integridad del ADN activando vias de reparacion si el
ADN no es totalmente replicado o si se detecta un dafio
en ¢l. Frecuentemente la respuesta celular al dafio al
ADN y la reparacion del mismo son referidas como via
de sefializacion que requiere un gran nimero de proteinas
sensoras, transductoras y efectoras, las cuales forman
una red de interacciones entre varias vias. En la ultima
década, se ha incrementado exponencialmente el interés
—y por lo tanto el conocimiento— en estos procesos, por
lo que han surgido nuevas oportunidades terapéuticas
para agentes que regulan estas vias.>?

PRINCIPALES TIPOS DE DANO AL ADN
INDUCIDO POR EL TRATAMIENTO
CONTRA EL CANCER

Daio al ADN por rompimientos de doble cadena del
ADN y cadena sencilla

Los rompimientos de doble cadena del ADN (RDCs),
pueden conducir a la muerte celular o a la pérdida de
brazos de cromosomas, translocaciones, es decir, ines-
tabilidad gendmica si no se reparan.* Los RDCs pueden
ser inducidos directa o indirectamente por muchos
agentes anticancerigenos. Los RDCs directos pueden
ser inducidos por radiacién ionizante, luz UV (terapia
fotodinamica), radicales libres y agentes radiomiméticos
como la bleomicina.’ Los RDCs son causados por ciertos
anticancerigenos de manera selectiva sobre las células
que estan proliferando (durante la fase S) impidiendo la
progresion de la replicacion o transcripcion. Los RDCs
indirectos son también conocidos como RDCs asociados
con la replicacion, €stos se forman después de un dafio
inicial al ADN. Por ejemplo, cuando una horquilla de
replicacion se encuentra un rompimiento de cadena
sencilla (RCS) sobre la cadena lider del ADN templado,
ésta puede colapsar, convirtiendo al RCS en un RDC,

estos pueden ser inducidos por tratamiento con radiacion
ionizante o bleomicina.®®

Modificaciones de bases, entrecruzamientos
intra-cadena, intercadena y ADN-proteina

Muchos agentes terapéuticos pueden modificar bases
del ADN, intercalarse entre ellas, o formar entrecru-
zamientos entre bases vecinas. Tales lesiones del ADN
también pueden bloquear la progresion de horquillas de
replicacion durante la fase S del ciclo celular, produ-
ciendo indirectamente RDCs.’ Por ejemplo, los agentes
alquilantes comtinmente utilizados en tratamientos
clinicos pueden modificar una sola base, entrecruzar
dos diferentes bases o también entrecruzar ADN con
proteina, dependiendo de la estructura molecular
especifica del compuesto.'® Los Agentes alquilantes
actualmente usados en quimioterapia pertenecen a las
siguientes familias: mostazas nitrogenadas (ciclofosfa-
mida, ifosfamida, busulfan, etc.), nitrosourecas (BCNU
[bis-cloronitrosourea o carmustina]), aziridinas (mitomi-
cina C), triazenos y compuestos de platino (cisplatino,
carboplatino y oxaliplatino)."

Bloqueo del metabolismo de nucleétidos y sintesis
de ADN

El dafio al ADN también puede ser inducido por agentes
que en lugar de ocasionar dafio directo al ADN, inhiben
su sintesis teniendo como blanco enzimas o complejos
ADN-proteina que son requeridos para la replicacion
del ADN. Por ejemplo, antifolatos (metrotrexato), fluo-
ropirimidinas (5-fluorouracilo), gemcitabina, analogos
de adenosina, etc. Los cuales son utilizados como
agentes quimioterapéuticos basados en su capacidad
para bloquear el metabolismo de las vias de nucledtidos
y secundariamente conducen a lesiones como RDCs.!?
Otro mecanismo que interfiere con los procesos de re-
plicacion y transcripeion es mediado por inhibidores de
topoisomerasas.'* Las topoisomerasas son enzimas que
deshacen la torsion de la doble hélice del ADN y relajan
el superenrollamiento del ADN durante la replicacion
y trascripcion por medio de rompimientos transitorios
del ADN." Los inhibidores de estas enzimas evitan la
ligacién de estos rompimientos de ADN, ocasionando
RCSs transitorios o0 RDCs persistentes. Las antracicli-
nas (doxorubicina y derivados) son inhibidores de la
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topoisomerasa II, mientras la camptotecina y los deriva-
dos son inhibidores de la topoisomerasa I; estos agentes
causan RDCs y son muy importantes en el tratamiento
de algunos tipos de cancer (cancer de pulmoén de células
pequedias, de ovario, etc.)."

PRINCIPALES ViAS DE REPARACION DEL
ADN

Los RDCs directos son principalmente reparados por
recombinacién no homdloga (RNH), mientras RDCs
asociados con el proceso de replicacion son reparados
por recombinacion homdloga (RH). Los aductos de
ADN son causados por agentes alquilantes, éstos pue-
den ser eliminados y reparados antes de que se lleve a
cabo el proceso de replicacion. Esto se lleva cabo por
la via de reparacion por escision de bases (BER por
sus siglas en inglés). La BER elimina una base o una
secuencia corta conteniendo la base dafiada. La via de
reparacion por escision de nucledtidos (NER por sus
siglas en inglés) puede eliminar una cadena sencilla de
ADN danado con una longitud de 24-30 pares de bases.
Otra via de reparacion importante es la via de reparacion
directa (RD), la cual puede reparar el ADN dafiado sin
eliminar la base dafiada.'

INHIBIDORES DE LA REPARACION DEL ADN
EN COMBINACION CON COMPUESTOS
ANTINEOPLASICOS CONVENCIONALES

El conocimiento basico de la reparacion del ADN,
desde como las lesiones de ADN son creadas a las
vias que son capaces de reparar estas lesiones, se ha
incrementado considerablemente en los ultimos afios.
Este conocimiento permite pensar en combinaciones
de agentes citotoxicos e inhibidores de reparacion del
ADN para potenciar la muerte de las células cancerosas.
Varios inhibidores de la reparacion del ADN estan siendo
evaluados en ensayos clinicos y preclinicos (Cuadro 1).

Sensibilizadores a agentes alquilantes

No obstante los efectos adversos causados por los
agentes alquilantes en la médula dsea y otros tejidos
normales, farmacos como ciclofosfamida, ifosfamida,
melfaldn, clorambucil y dacarbizina siguen siendo las

quimioterapias mas prescritas en adultos y nifios con
tumores solidos y enfermedades hematoldgicas, particu-
larmente en combinacion con antraciclinas y esteroides.
Recientemente, un agente alquilante de ADN y metila-
dor desarrollado en el decenio de 1980, temozolida (un
farmaco oral que cruza la barrera hematoencefalica),
cambio la practica clinica en el tratamiento de gliomas
de alto grado en adultos y nifios." Otra clase de agentes
que estan siendo probados en ensayos clinicos en combi-
nacién con temozolida consiste en pseudosustratos para
la O-6-metilguanina-ADN metiltransferasa (MGMT),
una alquiltransferasa que remueve alquilaciones sobre la
posicion O6 de la guanina en la via de reparacion directa
del ADN. Los compuestos con mejores expectativas
son la O6-benzilguanina y lomeguatrib (AstraZeneca,
Londres, Reino Unido); este ultimo también es conoci-
do como O6-(4-bromotenil) guanina o PaTrin-2."° La
resistencia a agentes alquilantes O6 puede ser revertida
en modelos preclinicos por eliminaciéon de MGMT y
una relaciéon entre la actividad de MGMT vy la resis-
tencia a nitrosoureas y agentes metilantes en células
tumorales creciendo in vitro y modelos xerograficos. '
O6-benzilguanina y lomeguatrib recientemente se pro-
baron en ensayos clinicos de fase I-II. En el caso de
0O6-benzilguanina, un ensayo clinico de fase I determind
no soélo la dosis maxima tolerada de temozolida cuando
se combind con O6-benzilguanina, sino también la do-
sis efectiva para eliminar completamente la actividad
de la MGMT a las 48 h."” Sin embargo, los resultados
obtenidos también muestran que la combinacién con la
quimioterapia citotoxica de O6-benzilguanina y lome-
guatrib causd mielosupresion significativa, por lo que
se necesita una reduccion significativa en las dosis de
los agentes alquilantes prescritas de manera estandar
en la quimioterapia.'® Por otro lado, también se esta
probando la combinacién de temozolida con inhibidores
de la poli(ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP1) en varios
ensayos clinicos (Cuadro 1). PARP1 es necesario para
una eficiente reparacion del ADN por la via BER, las le-
siones al ADN inducidas por la temozolida son reparadas
por esta via por lo que la inhibicién de PARPI retarda
la reparacion de este tipo de dafio. Los inhibidores
de PARPI que estan siendo actualmente probados en
combinacion con temozolida son: GPI-21016 (Guilford
Pharmaceuticals, Baltimore, Maryland, Estados Unidos),
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Cuadro 1. Inhibidores de la reparacién del ADN que estan siendo evaluados en ensayos clinicos y preclinicos

Compuesto Molécula blanco Monoterapia o combinacién con Fase de Referencias
(compafiia) o via de reparacion compuestos antineoplasicos  ensayo clinico
AZD-2281 PARP Gemcitabina Fase Il http://lwww.astrazenecaclinical-
(AstraZeneca) Carboplatino Fase Il trials.com/article/525925.
Topotecan Fase Il aspx
Monoterapia Fase Il
AG014699 PARP Temozolomida Fase Il http://www.eddn.org/clinical Tr_
(Pfizer) Radiacion ionizante Fase Il caResUK.html
Topotecan Fase Il
INO-1001 (Inotek) PARP Temozolomida Fase | http://www.inotekcorp.com/con-
tent/ino-1001.asp
BSI-201 PARP Monoterapia Fase | http://www.biparsciences.com/
(Bipar Sciences) Gemcitabina— Fase Il BSI201.html
carboplatino
ABT-888 (Abbott PARP Temozolomida Fase Il NCT00526617
Laboratories) Compuestos de platino Fase Il
Ciclofosfamida Fase |
Radiacion ionizante Fase |
MNNG Fase |
Inhibidores de Fase |
topoisomerasa |
TRC-102 BER Temozolomida Fase | http://www.traconpharma.com/
(Tracon Pharma) Pemetrexed Fase | content/pipeline_
overview.html
Lomeguatrib MGMT Irinotecan Fase | http://www.astrazenecaclinical-
(AstraZeneca) Temozolomida Fase Il trials.com/article/525925.
aspx
06-Benzilguanina MGMT Temozolomida Fase Il http://clinicalstudies.info.nih.gov/
cgi/detail.cgi?A_2006-
C-0089.html
XL844 (Exilixis122) CHK1, CHK2 Gemcitabina Fase | planned http://www.exelixis.com/pipeli-

ne_x|I844.shtml

BER: reparacion por escision de bases; CHK: cinasa del chekpoint; MGMT: O-6-metilguanina-ADN metiltransferasa; PARP: poli(ADP-

ribosa) polimerasa.

INO-1001 (Inotek Pharmaceuticals, Beverly, Massachu-
setts, Estados Unidos) y AG-014699 (Pfizer GRD, La
Jolla, California, Estados Unidos).

Quimioterapia a base de platino

El cisplatino, carboplatino y oxaliplatino son los tres
agentes quimioterapéuticos mas cominmente prescritos
para tratar tumores solidos. La resistencia a compuestos
de platino es uno de los principales problemas clinicos
y actualmente no existen agentes que puedan revertir
esta resistencia. Sin embargo, recientemente un estu-
dio preclinico demostrd que los inhibidores de PARP
en combinacion con platino preferencialmente matan
células tumorales induciendo completa o parcial regre-
sion de una amplia variedad de tumores xenograficos

en ratones desnudos.! Por ejemplo, se ha demostrado
que el ABT-888 (Abbott Laboratories, Chicago, Illinois,
Estados Unidos), un potente inhibidor de PARPI y
PARP2, potencia la regresion de tumores tratados con
temozolida, cisplatino o ciclofosfamida en modelos
xenograficos.”® Aunque el mecanismo de cooperacion
entre los inhibidores de PARP y los compuestos anti-
neoplésicos mencionados anteriormente aun no se han
aclarado, estos resultados han dado lugar a la realizacion
de estudios en fase clinica (Cuadro 1).

Radiosensibilizadores

La proteina cinasa ADN-dependiente (ADN-PK) es
importante en la via de reparacion RNH cuando ocurre
un dafio inducido por radiacion ionizante. Células de-
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fectuosas en ADN-PK son muy sensibles a la radiacion
ionizante, lo que indica que la inhibicion de ADN-PK
podria sensibilizar tumores al tratamiento con radia-
cion.?! Pequefias moléculas que reversiblemente inhiben
la actividad de ADN-PK se estan utilizando en fases
preclinicas finales e iniciando ensayos clinicos. En
particular, NU7441 sensibiliza las células tumorales a
inhibidores de la topoisomerasa I1.%

INHIBIDORES DE LA REPARACION DEL ADN
COMO MONOTERAPIA

Como se discuti6 anteriormente, la mayor parte de las pe-
quefias moléculas inhibidoras de la reparacion del ADN
se ha probado en ensayos clinicos como sensibilizadores
de células tumorales a la quimioterapia. Sin embargo,
el dafio al ADN también se presenta espontaneamente
en células en ausencia de tratamientos terapéuticos y las
vias de reparacion del ADN son, por tanto, esenciales
para la sobrevivencia de las células sin tratamiento. Por
lo que la reparacién del ADN es un blanco ideal para
inhibir la proliferacion de células cancerosas donde
los inhibidores de la reparacion del ADN podrian ser
exclusivamente toxicos a las células cancerosas y, por
tanto, asociarse con efectos adversos minimos para los
pacientes.

De hecho, los inhibidores de la reparacion del ADN
trabajan como agentes sencillos en pacientes con tumo-
res defectuosos en alguna via de reparacion del ADN.
El ejemplo mas notable es el uso de los inhibidores de
PARP para tratar pacientes con cancer de mama y ova-
rio hereditarios que presentan deficiencia de una de las
copias silvestres de los genes BRCA1 0 BRCA2.% Las
células con mutaciones de BRCAI y BRCA?2 presentan
defectos en la via de reparacién por recombinacion
homdloga.?* Estas células son cien a mil veces mas
sensibles a los inhibidores de PARP que las células
que son heterocigotas o silvestres, lo que demuestra su
potencial como tratamientos especificos de tumores con
mutaciones de BRCA1 o BRCA2.% Una explicacion
para esta sensibilidad es que los inhibidores de PARP
inducen rompimientos de cadena sencilla que pueden
convertirse en RDCs, los cuales serian normalmente re-
parados por recombinacién homdloga, pero esta via esta
bloqueada en células de cancer deficientes de BRCA1 o

BRCA2.% Estas observaciones han conducido a ensayos
clinicos de fase II de monoterapia usando el inhibidor
de PARP AZD2281 (AstraZeneca) que actualmente re-
cluta pacientes con cancer de mama y ovario, las cuales
presentan mutaciones en BRCAIl o BRCA2. Por otra
parte el inhibidor de PARP1 AG014699 (Pfizer GRD)
se esta utilizando en otro estudio clinico de fase II que
recluta pacientes portadoras de mutaciones de BRCAI o
BRCA?2 con cancer avanzado localmente o metastasico
de ovario y mama. Sin embargo, no todos los pacientes
con mutaciones en BRCAI o BRCA2 responden a los in-
hibidores de PARP como monoterapia. Las razones estan
actualmente bajo investigacion. Las células defectuosas
en proteinas relacionadas con recombinacion distintas a
BRCA1 0 BRCA2, tales como RAD51, RAD54, XRCC2
XRCC3,DSS1 ATM, ATR, CHK 1, CHK2, NBS1 y com-
ponentes de la via de reparacion de anemia de Fanconi,
también presentan un incremento en la sensibilidad a la
inhibicion de reparacion del ADN.2¢?7 Esto sugiere que
los inhibidores de PARP podrian también ser utiles en
el tratamiento de varios tipos de tumores con defectos
en la recombinacion homdloga.

INHIDORES DE LAS VIAS DE REPARACION
DE ROMPIMIENTOS DE DOBLE CADENA
DEL ADN

La hipotesis de que el bloqueo del punto de control en
G2 podria potenciar el efecto de compuestos que dafian
el ADN surgid en la década de 1980 y fue reforzada en
la de 1990. La cafeina se identificé como un inhibidor
de ATR y ATM,? dos proteinas fundamentales en la
respuesta a rompimientos de doble cadena. La cafeina
causa que las células pasen a mitosis sin reparar el ADN,
lo que resulta en apoptosis. Después de este trabajo,
estudios adicionales demostraron radiosensibilizacion
selectiva de células con p53 mutado seguido de la in-
hibicién del punto de control de G2 por el andlogo de
estaurosporina (UCN-01) y cafeina.? Posteriormente,
se descubrid que la proteina Chk1, otra proteina critica
en la respuesta a RDC, era uno de los blancos de UCN-
01, reconociéndose asi el potencial de Chkl como un
blanco terapéutico.’' Actualmente, UCN-01 se encuen-
tra en estudios clinicos de fase I en combinacion con
perifosina en pacientes con recaida y leucemia aguda

Revista de Especialidades Médico-Quirdrgicas Volumen 15, Nim. 4, octubre-diciembre, 2010 225



Diaz Chavez J y Dominguez Gomez G

resistente, asi mismo en combinacién con cisplatino
en tumores so6lidos y con irinotecan en casos de cancer
de mama triples negativos.>* En 2004, se identificé un
inhibidor especifico de ATM nombrado KU-55933. Este
compuesto puede sensibilizar eficientemente células
tumorales a la radiacién y agentes quimioterapéuticos,
tales como camptotecina y etopdsido.>

Dado que el complejo MRN es un componente clave
de las vias de reparacion de los rompimientos de doble
cadena del ADN, es requerido para activacion del punto
de control en G2 del ciclo celular y ademas en los sin-
dromes que se originan de las deficiencias de MRE11 y
NBSI se presenta radiosensibilizacién, podemos deducir
que estas proteinas podrian ser un blanco atractivo en
el tratamiento del cancer.’*** En ese sentido, existen
algunos estudios basicos que empiezan a demostrar la
utilidad de bloquear el complejo MRN, por ejemplo, un
pequetio péptido de una region conservada de NBS1 que
interactia con ATM, se encontrd que inhibe la respuesta
a dafno del ADN radiosensibilizando células cancerosas,
sugiriendo que NBS1 puede ser un blanco efectivo en la
terapia contra el cancer.*® Asi mismo, un estudio reciente
identificé un inhibidor especifico del complejo MRN,
conocido como Mirin. Mirin inhibe la activacién de ATM
dependiente del complejo MRN e inactiva la actividad
de endonucleasa de MRE11. Sin embargo, éste es un
estudio preliminar y falta mas trabajo por hacer para
demostrar la actividad antitumoral de este compuesto
en modelos animales.

PERSPECTIVAS

Los regimenes actuales de quimioterapia demuestran que
la excesiva produccién de lesiones durante la replicacion
es una exitosa forma de matar las células cancerosas.
También se ha observado que las células tumorales por
si solas exhiben altos niveles de lesiones de replicacion
enddgena que resultan en inestabilidad gendémica.’” En
teoria, los inhibidores de la reparacién del ADN pueden
usarse para incrementar el dafio en las lesiones replicati-
vas que presentan las células tumorales convirtiéndolas
en lesiones fatales que especificamente maten a las cé-
lulas cancerosas. Por ejemplo, existe evidencia de que
el incremento en la expresion o actividad de oncogenes
puede inducir estrés replicativo. En tales tumores seria

posible usar inhibidores de la reparacion del ADN para
hacer las lesiones relicativas especificas del cancer mas
toxicas, resultando en una muerte selectiva de las células
cancerosas que expresan oncogenes.*

CONCLUSIONES

El potencial de los inhibidores de la reparacion del
ADN en el futuro de la terapia contra el cancer esta
comenzando a ser aparente, debido a que una selectiva
inhibicidon de las vias de reparacion del ADN podria
utilizarse para favorecer la quimioterapia, tal es el caso
de los inhibidores de PARP en cancer con defectos en
alguna via de reparacién del ADN, lo que resulta en
aumento en la induccién de la muerte celular. Este tipo
de terapia es muy ventajosa cuando se compara con la
actual quimioterapia porque produciria efectos colatera-
les minimos resultando en lesiones altamente toxicas que
pueden inducir muerte celular de las células cancerosas.
Sin embargo, una limitacion potencial de este tipo de
terapia es que estaria restringida a tumores con defectos
en la reparacidon del ADN y que podrian desarrollarse
mecanismos de resistencia. Hace falta mucho trabajo
por hacer en la caracterizacion de lesiones especificas
de tumores para tratar el cancer. La investigacion basica
para incrementar el conocimiento de la naturaleza toxica
de las lesiones replicativas, asi como la obtencion de
una vision mas clara de las vias de reparacion del ADN
y sus interacciones, son decisivas para el futuro de los
inhibidores de la reparacion del ADN como agentes en

la terapia contra el cancer.
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