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RESUMEN

El genoma mitocondrial es pequefio, circular y cerrado, en seres humanos mide cerca de 16 kpb y
actualmente se conocen todos los genes que codifica, se encuentra en la mitocondria, centro de la
respiracion en la célula, la cual es heredada solo por herencia materna y estd muy expuesta a
mutaciones siendo la mas comun la 8-oxo-guanina generada por las especies reactivas de oxigeno
(ROS). Para medir este dafio se puede usar la enzima hOGG1 (oxoguanina glicosilasa). En este trabajo
se trataron 6 muestras de ADN con la Enzima hOGG1 y se compar6 el retardo en el ciclo umbral de
amplificacion (Cq) del fragmento mitocondrial con la misma muestra no tratada con la enzima hOGG1.
El retardo en la amplificacion (Delta Ct) se considera proporcional al nivel de oxidacion en el genoma
mitocondrial por el efecto de la enzima hOGG1 la cual genera sitios abasicos los cuales retrasan la
amplificacion de un fragmento de ADN mitocondrial por PCR en tiempo real.

ABSTRACT

The mitochondrial genome is small, round and closed, in humans measures about 16 kbp and all genes
encoding are now known, is found in the mitochondria, breathing center in the cell, which is inherited only
through the maternal inheritance and it is highly exposed to the most common mutations guanine 8-oxo-
generated by reactive oxygen species (ROS). This damage can be measure by hOGG1 enzyme
(glycosylase oxoguanine). In this paper 6 samples of DNA was treated with the enzyme hOGG1 and
these showed delay on the threshold amplification cycle (Cq) of mitochondrial fragment, this was
compared with the same sample not treated with hOGG1. The delay in the amplification (Delta Ct) is
considered proportional to the level of oxidation in the mitochondrial genome by the effect of the enzyme
hOGG1 which generates abasic sites which delay the amplification of fragment de DNA mitonchondrial
by real time PCR.
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INTRODUCCION

Los seres vivos continuamente estan expuestos a
sustancias y eventos que pueden dafiar la
integridad del ADN, como es el caso de metales
pesados, compuestos organicos, luz UV,
radiactividad, entre otros.

Debido al aumento en la demanda de recursos por
el rapido crecimiento de la poblacién humana, se
han incrementado las actividades industriales
como es el caso de la explotacion de metales,
industrias textiles, fabricacion de plasticos y las
refinerias de petr6leo. Los contaminantes
generados se movilizan principalmente en agua y
aire, afectando a todos los seres vivos que habitan
en las zonas inmediatas. El ser humano no esta
exento de este dafio, siendo los grupos mas
vulnerables que incluye a los nifios, los que
requieren mayor atencion.

A pesar de que el ADN nuclear posee mecanismos
de reparacion. ElI ADN mitocondrial es mas
pequefio y no esta superenrrollado en histonas,
tampoco presentan las regiones pseudogénicas
qgue le permiten “absorber” las mutaciones por ello
cuando esta expuesto a un agente genotoxico es
muy probable que éste no se repare. EI ADN
mitocondrial se encuentra en la mitocondria, centro
de la respiracion en la célula, la cual es heredada
solo por herencia materna en el caso de los
humanos, por ello un dafio en la integridad de su
material genético repercute en toda la
descendencia mas alla de la F1.

Los mecanismos de reparacion del ADN mas
estudiados son 1) Reparacién por escision de
nucleétidos (NER), repara el dafio de 2 a 30
nucleétidos. 2) Reparacion de errores (MMR),
corrige nucleétidos no apareados. 3) Reparacion
por escisidon de bases (BER) actia sobre un solo
nucleétido.

Dentro de este Ultimo sistema de reparacion se
encuentra la enzima hOGG1l (oxoguanina
glicolasa) que se encarga de remover la 8-oxo-
guanina, un derivado oxidado de la guanina;
representando el dafio mas comun en el ADN el
cual es debido principalmente a las ROS (especies
reactivas de oxigeno), éstas se generan en los
procesos celulares pero cuando el organismo esta
expuesto a diferentes situaciones de estrés
ambiental aumentan considerablemente

provocando por lo tanto mas lesiones que pueden
derivar en mutaciones.

Por lo tanto la 8-OHdG es el biomarcador de dafio
al ADN que podria asociarse a la exposiciéon a
agentes genotoéxicos, presentes en el ambiente.

Una de las ventajas de utilizar biomarcadores
moleculares es la posibilidad de detectar en forma
precoz, los efectos nocivos de los contaminantes
antes de que se evidencien cambios en los niveles
de organizacion superior.

Los biomarcadores se utilizan fundamentalmente
para: 1) detectar una exposicion 2) determinar las
consecuencias bioldgicas de la exposicion, 3)
detectar los estados iniciales e intermedios de un
proceso patolégico, 4) identificar a los individuos
sensibles de una poblacion, 5) fundamentar la
decision de intervenir, tanto a nivel individual como
ambiental.

En este estudio se evalué la 8-OHdG mitocondrial
de forma indirecta, en muestras de nifios de
Salamanca expuestos a Benceno medido como
acido trans,trans-muconico en orina, amplificando
por PCR en tiempo real (QPCR) un fragmento de
ADN mitocondrial rico en guaninas. Para ello, cada
muestra de ADN se traté con la enzima hOGG1 y
se comparo el retardo en el ciclo umbral de
amplificacion (Cq) del fragmento mitocondrial por
el tratamiento con la enzima hOGGL1. El retardo en
la amplificacion (Delta Ct) se considera
proporcional al nivel de oxidacién en el genoma
mitocondrial por el efecto de la enzima hOGGL1 la
cual genera sitios abasicos los cuales retrasan la
replicacion por parte de la polimerasa.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon muestras de ADN de nifios de
Salamanca expuestos a benceno para Ila
determinacion de la 8-OHdG. La mezcla de
reaccion para tratar las muestras con la hOOG1
(Biolabs) consistié en: Buffer NE, BSA, agua libre
de nucleasas, enzima hOGG1 y ADN total, los
volumenes utilizados estan indicados en la tabla 1.

Tabla 1: Componentes para el tratamiento con hOGG1
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Yf.
Volumen por H:0 libre de nucleasas 0.1
Componente L
reaccion (uL)
ADN sin tratar /ADN previamente tratado con la 4
Buffer NE 10X 15 enzima hOGGL diluido 1/4 (7ng/ml)
BSA 100X 015 Las condiciones de amplificacién se muestran en
la tabla 3.
H20 libre de nucleasas 2.35 o
Tabla 3: Condiciones de la g°PCR
hOGG1 (1600 unidades/ml)/ H20 7
T Tiempo No. Ciclos
I—wde ﬁ{ﬁ@l&g}gﬁ!aﬂ,ﬁﬁcé I/tr%:_ ndrial. MUESITQ fratada ° .
con hOGG1por triplicado (AIQ‘JH‘.@ Mqut a no tratada con 95°C 8 min. L
ROGGT poF trplicado (Naranja), Control sif femplado (Negray: 98°C 155
35

58°C im
Después se procedié a incubar esta mezcla a 95°C 15 seg
37°C 1 hora, posteriormente se inactivé la enzima 60°C 15s 1
a 65°C por 15 minutos para después llevar a cabo 45°C 15s
una PCR en tiempo real de acuerdo a la 4°C infinito

descripcion de la tabla 2. La secuencia de los
oligos se muestra a continuacion:

Oligo directo (F3212):
5'CACCCAAGAACAGGGTTTGTZ

Oligo reverso (R3319):
5TGGCCATGGGTATGTTGTTA 3

Tabla 2: Componentes para la amplificacion.

. Volumen
Reactivo (L)
Evagreen Supermix 2X (BIORAD) 5
Oligo Reverso (10 puM) 04
Oligo Directo (10 pM) 0.5

El andlisis de datos se llevo a cabo en los
programas OpenEpi e IBM SPSS.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las muestras tratadas con la enzima hOGG1
mostraron un retardo en el ciclo de amplificacion
de un fragmento de ADN mitoncondrial de 108 pb
(Figura 1), las diferencias entre los valores de Ct
obtenidos para las muestras tratadas y no tratadas
con la enzima hOGGL1 son significativos (P < 0.05)
(Figura 2), por consiguiente el valor Delta Ct
evidencia el dafio presente en el ADN

mitocondrial.
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Muestras

Los contaminantes como el benceno se han
asociado a la generacion de especies reactivas de
oxigeno las cuales causan estrés oxidativo y por
consiguiente la formacion de 8-OHdG en el ADN
mitocondrial, el marcador de exposiciébn temprana
del beceno es el acido trans, trans-muconico; en el
presente trabajo se correlacionaron los valores de
t,t-muconico (tabla 4) previamente cuantificado con

eI delta ct medido, sin encontrar un correlaciéon
ﬁﬁ:% V Iores de Ct. Muestras tratadas (T) con hOGG1

Mlue[ﬁtr%s \r)glgraetsa %asdé@ac& y acmG ]1 (tro acomco

Promedio | Promedio
23 Kk
de C* de Ct Delta | Valor | Acidott-
Muestra* muestra muestra no -
Ct deP | mucénico
tratada con tratada con
hOGG1 hOGG1
1 24.21 23.54 0.67 0.0132 13.66
2 25.14 23.36 1.78 | <0.001 31.87
3 24.99 23.31 1.68 | <0.001 17.16
4 24.59 23.08 151 <0.001 13.73
5 24.56 23.34 1.23 | <0.001 60.45
6 25.34 24.30 1.03 | <0.001 35.04

* Muestras tomadas al azar y analizadas por triplicado.
**Desviacion estandar < 0.25

CONCLUSIONES

La determinacion de la 8-OHdG permite evidenciar
el dafio oxidativo presente en el ADN mitocondrial
sin embargo este dafio no se asocia positivamente
con la exposicibn a benceno debido a que la
correlacion con el acido tt-muconico no fue
significativa a causa del numero tan reducido de
muestras analizadas; por consiguiente se sugiere
aumentar el tamafio de muestra para encontrar
una correlacion.
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