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SUMarIo

La integridad de los genomas eucariotas puede verse amenazada durante la replicación
del aDn. en este proceso se debe duplicar el genoma con la mayor fidelidad posible. Sin
embargo, situaciones que perturban la replicación o cantidades limitantes de nucleótidos
causan estrés replicativo alterando la estructura de la cromatina, esencial para garantizar
una correcta replicación, ya que establece dónde se inicia el proceso y regula la expresión
génica. Las alteraciones en la estructura de la cromatina ponen en peligro la integridad
genética y epigenética de la célula, lo que genera graves consecuencias para el organismo.
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SUMMarY

Genomic integrity in eukaryotic cells can be threatened during Dna replication. In
this process, the entire genome must be duplicated with the major possible accuracy. ne-
vertheless, limited supply of nucleotides or situations in which replication is perturbed are
both a source of replication stress, disturbing chromatin structure, which is essential to
ensure a proper replication as it establishes where the process starts and regulate gene
expression. alterations in chromatin structure risks genetic and epigenetic cell integrity,
which leads the organism to severe consequences.
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1. InTroDUCCIón

el código genético es universal. pese a la gran diversidad de la vida, todos los
organismos vivos de la Tierra almacenan su información genética en moléculas de
aDn de doble cadena y todas las células replican su información hereditaria para
copiarla y transmitirla a la siguiente generación. Los daños en este proceso, común
a todos los organismos vivos, son daños importantes para la célula, que tiene que
reparar para mantener la integridad de su genoma y así evitar que se transmitan a
la siguiente generación, pues si los daños en el aDn no fuesen reparados podrían
llevarla al envejecimiento, muerte celular o a una proliferación excesiva que con-
duciría al desarrollo de tumores2.

el genoma es el conjunto de genes dispuestos en los cromosomas dentro de la
célula, es decir, la secuencia total de nucleótidos que constituye el aDn de un indi-
viduo o especie. La complejidad y el tamaño de los genomas es característica de
cada organismo. así, los genomas eucariotas, que según explica la teoría de la
endosimbiosis evolucionaron gracias a un proceso simbiótico3 y tienen, por tanto,
genomas híbridos de gran tamaño, son más grandes y complejos que los de los pro-
cariotas4.

Las células poseen un ciclo de vida y la replicación sucede en la fase de sín-
tesis, es decir, en la fase S del ciclo celular. empieza siempre en puntos concretos
del genoma, llamados orígenes de replicación, que en algunos organismos tienen
secuencias características. La diferencia del tamaño y complejidad de los genomas
eucariotas y procariotas, previamente mencionada, puede apreciarse en el número
de orígenes que presenta cada uno. en eucariotas hay múltiples orígenes de repli-
cación, mientras que en el genoma procariota solo existe un único origen.

La replicación es un proceso esencial y por eso está altamente regulado, ya que
la vulnerabilidad que presenta el aDn expuesto, debido a su desenrollamiento y
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aparición de cadenas simples de aDn enormemente sensibles, necesita un punto
de control o checkpoint que se active en presencia de daños y que retrase la mitosis
para poder asegurar la reparación del mismo5. este mecanismo de control está
regulado principalmente por un grupo de proteínas quinasas6. por eso es muy
importante su correcto funcionamiento, ya que defectos en el checkpoint de la fase
S conllevarían la producción de daños y roturas en el aDn, que en mamíferos
podría acarrear letalidad embrionaria, determinados síndromes como ataxia telan-
giectasia7 o cáncer8.

2. DaÑoS en La repLICaCIón: aLTeraCIoneS en La eSTrUCTUra
De La CroMaTIna

el tamaño del genoma eucariota presenta un reto particular para la célula:
empaquetar y organizar el aDn para que quepa dentro de los límites del núcleo y
al mismo tiempo pueda presentar el dinamismo suficiente para permitir el acceso
a determinadas secuencias específicas, como genes o elementos reguladores9. en
las células que no se encuentran en periodo de división celular, el aDn se encuen-
tra enrollado en torno a una serie de proteínas llamadas histonas –pequeñas fosfo-
proteínas básicas con una gran composición de aminoácidos de carga positiva en
su cadena lateral, como arginina y lisina, que facilitan la unión a la molécula de
aDn, cargada negativamente–, proteínas no histónicas y arn, y diseminado por
el núcleo interfásico. estos complejos entre el aDn eucariótico, arn y proteínas
conforman la cromatina, con una composición aproximada del doble de proteína
que de aDn10. La microscopía electrónica ha demostrado que la unidad básica de
la cromatina es el nucleosoma y que las fibras de cromatina tienen la apariencia de
un collar de cuentas que se extiende con las cuentas separadas, en intervalos de 200
pares de bases.
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existen cinco tipos importantes
de histonas: H1, H2a, H2B, H3 Y
H4. estas cuatro últimas moléculas,
dos veces repetidas: 2H2a, 2H2B,
2H3 y 2H4, conforman el núcleo
octamérico llamado core del nucleo-
soma, unidad básica de la cromatina.
el aDn se envuelve alrededor del
octámero de histonas, da aproxima-
mente 1,8 vueltas que corresponden a
unos 147 pares de bases y es sujetado
por la histona H1, formando el nucle-
osoma, es decir, el conjunto del core
con la histona H1 y los 147 pares de
bases de aDn. esta estructura es
igual para todos los eucariotas excep-
to por la longitud del lazo internucleo-
sómico que puede variar entre 40 y
80 pares de bases. De esta manera,
existe una mayor o menor separación

entre los nucleosomas, pero todos tienen aproximadamente unos 10nm de espesor.
en condiciones fisiológicas esta fibra de 10 nm sufre un segundo grado de enrolla-
miento sobre sí misma para dar lugar a una estructura en forma de solenoide, con
6 nucleosomas por vuelta. esta configuración constituye la fibra de 30 nm, en la
que el grado de empaquetamiento del aDn es de unas 40 veces11. el grado de con-
densación varía durante el transcurso del ciclo celular.

Cuando las células no se dividen porque se encuentran en la interfase del ciclo
celular, una pequeña proporción de cromatina se encuentra en estado de heterocro-
matina, muy condensada, que recuerda a la condensación que esta sufre en la mito-
sis, compactando el aDn cerca de 10.000 veces más para formar cromosomas
estables, sin embargo la inmensa mayoría se encuentra distribuida por el núcleo en
estado de descondensación, denominada eucromatina y es tremendamente accesi-
ble para la maquinaria de transcripción y replicación, facilitando así la transcrip-
ción de genes y la duplicación del material genético.

el hecho de que la célula replique su material genético y mantenga la organi-
zación adecuada de la cromatina es un factor importante para la prevención de
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Imagen 1. Core del nucleosoma.
Fuente: Cooper, G. M.,
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enfermedades. De hecho, el silenciamiento epigenético por hipermetilación de la
cromatina está muy estudiado y se manifiesta especialmente en las etapas tempra-
nas de la progresión tumoral12. Durante la replicación la cromatina se desenrolla
para dejar paso a la horquilla de replicación y debe restaurarse, inmediatamente
una vez que esta ha pasado, en las dos nuevas hebras hijas. el ensamblaje de los
nucleosomas es el primer paso en este proceso, que incluye también el remodela-
miento de los mismos, la incorporación de variantes en las histonas y la restaura-
ción de las marcas en el aDn13.

2.1. reGULaCIón De La CroMaTIna e InICIo De La repLICaCIón

para que se inicie la replicación es necesario que ocurran una serie de procesos
secuenciales:

al final de la mitosis a los orígenes de replicación se unen los complejos de
reconocimiento de orígenes de replicación (orC), que consisten en complejos con
seis subunidades orC1-614 que tiene actividad aTp-asa.

en la fase G1 el complejo de mantenimiento del minicromosoma MCM (que
contiene seis subunidades MCM2-7) es reclutado hacia los sitios de unión a los
complejos de reconocimiento de los orígenes, por la acción de la proteína de con-
trol de la división celular 6 (CDC6) y CDT1 formando el complejo de pre-replica-
ción (pre-rC)15. Una vez que los anillos de MCM2 se unen al aDn, el origen se
ha “licenciado” y está listo para ser activado.

a continuación se produce la activación del origen, formándose el complejo
de pre-iniciación (pre-IC) y la activación de MCM. el montaje del complejo de
pre-iniciación ocurre en la transición de la fase G1/S y su activación como repliso-
ma funcional ocurre en la fase de sínstesis del ciclo. Cuando el complejo MCM se
une por primera vez para formar el pre-rC, es un doble hexámero inactivo que
rodea el aDn. La activación de los orígenes de replicación conlleva la separación
de dicho par de hexámeros MCM, en aras de conformar dos hexámeros activos que
formen dos replisomas distintos que puedan desenrollar el aDn y generar dos hor-
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quillas de replicación en cada origen16. este paso es generado por la actividad DDk
(kinasa dependiente de Dbf4), que fosforila el complejo MCM. Sin embargo, la
fosforilación por DDk no es suficiente y para promover la activación del origen es
necesaria, también la actividad presentada por kinasas dependientes de Ciclina
(CDks) para fosforilar una serie de factores y permitir la unión de otras proteínas
de replicación a la cromatina y así establecer el pre-IC17.

La cromatina desempeña un papel fundamental en el inicio de la replicación y
la reorganización del genoma. en relación a este papel de la cromatina en la repli-
cación, una cuestión a resolver es cómo los complejos orC identifican orígenes de
replicación, ya que, en metazoos, es decir, en el reino animalia, los orígenes de
replicación no presentan ninguna secuencia específica de aDn18. Si bien es cierto
que estos complejos orC se encuentran abundantemente en zonas libres de nucleo-
somas o de baja ocupación de los mismos en comparación con las regiones inme-
diatamente circundantes19, realmente no está claro si la falta de nucleosomas faci-
lita el reclutamiento de orC o si la unión del complejo desplaza los nucleosomas.
actualmente, sin embargo, sí existen evidencias cada vez más sólidas de que fac-
tores de la cromatina no histónicos, como la proteína heterocromatínica 1 (Hp1)
(proteína que favorece la represión de genes mediante la heterocromatinizacion de
la eucromatina y el mantenimiento de su integridad), o la proteína HMGa1 (pro-
teínas cromatínica aT-hook del grupo de alta movilidad) que regula procesos como
la replicación del aDn o la reorganización de la heterocromatina, pueden dirigir
los complejos orC a regiones particulares para especificar los orígenes de repli-
cación20.

Las modificaciones post-traduccionales de las histonas, como la monometila-
ción en la lisina 20 de la histona H4 (H4k20mel), pueden también regular el reclu-
tamiento de orC. Después del comienzo de la fase S, se produce la degradación
de la metiltranferasa SeT8 (proteina que contiene un dominio SeT) que cataliza la
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monometilación de H4k20, interacciona con el antígeno nuclear de proliferación
celular y es necesaria para el avance de la horquilla de replicación. De hecho, alte-
raciones en su expresión conllevan una menor proliferación y estancamiento de las
células en fase S21. Su degradación da lugar a pérdida de H4k20mel en los orígenes
de replicación e inhibición del licenciamiento de orígenes, lo que podría suponer
un mecanismo eficaz para prevenir una replicación de nuevo en el mismo ciclo22.
Sin embargo, en la fase G2/M, esta marca de monometilación es reestablecida por
SeT8, posiblemente con la finalidad de marcar los orígenes de replicación a los
que se unirá orC en el siguiente ciclo celular23.

Después de la unión de
orC, CDC6 y CDT1 facili-
tan la unión de la helicasa
MCM2-724 y la formación
del complejo pre-rC. al ser
un campo de estudio muy
reciente todavía, se ha pro-
puesto que la acetilación de
las histonas podría estimular
el ensamblaje del complejo
de pre-replicación y/o la
actividad de los orígenes, sin
embargo el mecanismo
exacto es hasta ahora desco-
nocido, mas una posibilidad que se sopesa es que la acetilación de histonas facilite
el reclutamiento de la helicasa MCM2-725.
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Imagen 2. Complejo de pre- replicación.
Fuente: alabert, C., & Groth, a. (2012).

Chromatin replication and epigenomemaintenance.
Nature reviews Molecular cell biology, 13 (3), 153-167.



el complejo MCM2-7 aparece como dos hexámeros26 que, tras la iniciación de
la replicación se divide, avanzando en direcciones opuestas27. Sin embargo, un
correcto complejo de pre-replicación no asegura la activación del origen. De
hecho, sólo el 10% de los orígenes son activados, quedando el 90% en estado dur-
miente28. este exceso de posibles orígenes puede servir como apoyo para asegurar
la correcta duplicación del genoma bajo condiciones de estrés replicativo29. Los
orígenes que se activarán son seleccionados en la fase G1, y aunque el mecanismo
que determina esta selección es desconocido, parece que la organización espacial
del genoma es enormemente relevante.

Si todos los orígenes se activaran a la vez, el genoma humano en su totalidad
podría ser duplicado en menos de una hora. Sin embargo, la replicación del geno-
ma sigue un patrón determinado conocido como programa temporal de replicación,
esto es, el orden en que se replican los elementos a lo largo de la longitud del cro-
mosoma30. el genoma sigue un programa para replicar al mismo tiempo regiones
de megabases de aDn contiguo, conocidas como “dominios temporales” y esto, a
su vez, depende del tipo de cromatina que se replica y del anclaje de los segmentos
cromosómicos en ubicaciones específicas dentro del núcleo. La replicación tem-
prana al principio de la fase S se correlaciona con la accesibilidad del aDn y con
la acetilación H4k16 (H4k16ac). Comparada con la histona H3, la acetilación de
los residuos de H4 ha sido poco estudiada, al menos, en células de mamíferos. el
estudio de la acetilación de H4k16 presenta un interés particular por su capacidad
de descompactar nucleosomas in vitro y de alterar la estructura altamente organi-
zada de la cromatina. parece ser, que la estabilidad de la cromatina y la proximidad
espacial de las regiones que se replican simultáneamente puede ayudar a explicar
patrones específicos de alteraciones genómicas en el cáncer31.
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2.2. proGreSo De La HorqUILLa Y SínTeSIS De La CroMaTIna

La replicación del aDn sucede gracias a numerosos eventos coordinados por
la helicasa replicativa que desenrolla la doble hélice y las polimerasas que sinteti-
zan aDn en sentido 5´-3´32. el complejo CMG, formado por CDC45 (proteína 45
de control del ciclo celular), MCM2-7 (complejo 2-7 de mantenimiento del mini-
cromosoma) y GInS (acrónimo japonés de go-ichi-ni-san: 5,1,2,3 por las cuatro
subunidades de proteínas que conforman el complejo: Sld5, psf1, psf2 y psf3;
esencial para la iniciación y elongación de determinadas fases de la replicación),
conforma el core de la helicasa replicativa en eucariotas33. CDC45 y GInS se aso-
cian al hexámero MCM2-7 para permitir a la helicasa desplazarse a lo largo del
aDn34.

La helicasa CMG es parte de un complejo proteínico superior llamado Com-
plejo de progresión del replisoma (rpC)35, que incluye numerosos factores como
el Factor de replicación C (rFC), el antígeno nuclear de proliferación celular
(pCna), la proteína a de replicación (rpa) y otras aDn polimerasas que convier-
ten el pre-IC en dos horquillas de replicación funcionales, que avanzan en direc-
ciones opuestas desde el origen activado, con el replisoma en cada horquilla. La
polimerasa e, es la responsable de la síntesis continua de la hebra líder, mientras
que la hebra retardada es sintetizada de manera discontinua por la unión de los
fragmentos de okazaki. Cada fragmento se inicia por el complejo primasa-polime-
rasa α, mediante la síntesis de un cebador de arn con una corta extensión de
aDn, lo que comúnmente se entiende como polimerasa δ. el cebador y parte del
aDn se eliminan, mientras que dos de los fragmentos de okazaki se ligan por
acción de la endonucleasa flap1 (Fen1) y la aDn ligasa 136.
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2.3. enSaMBLaJe De La CroMaTIna

el replisoma eucariota dirige la replicación a una velocidad aproximada de 2
a 3 kb/min37. esto supone que la cromatina tiene que desenrollarse en unas tasas
de, aproximadamente, 10 a 15 nucleosomas por minuto por delante de la horquilla
de replicación. para reproducir un ambiente de cromatina similar al existente en las
nuevas hebras de aDn, tienen que transferirse las histonas y otra serie de compo-
nentes38 unidos a la cromatina de las hebras parentales a las hebras hijas39. además,
para mantener la densidad nucleosómica hay que incorporar nuevas histonas, y sus
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Imagen 3. Estructura del replisoma.
Fuente: alabert, C., & Groth, a. (2012). Chromatin replication and epigenome

maintenance. Nature reviews Molecular cell biology, 13 (3), 153-167.



modificaciones postraduccionales deberían asemejarse a las de las histonas anti-
guas en el ambiente cromatínico local.

Una consecuencia inmediata de la replicación del aDn es la disrupción de la
estructura existente de la cromatina por el paso de la horquilla de replicación. exis-
ten varias vías que contribuyen al reensamblaje de la cromatina en el nuevo aDn.
La primera es la disrupción de la cromatina: la liberación del octámero de histonas
por delante de la horquilla de replicación genera histonas parentales que pueden ser
recicladas detrás de la horquilla40; y la segunda: facilitar la deposición de nuevas
histonas sintetizadas por el nuevo aDn41. La segregación de histonas parentales
combinadas con las sintetizadas de novo es un proceso esencial para la estabilidad
y heredabilidad de los estados de la cromatina.
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Imagen 4. Disrupción de la cromatina. La ciclina a-CDk2 es reclutada en la horquilla,
probablemente gracias a la asociación con pCna y MCM2-7, y esto puede facilitar
la fosforilación de la histona H1, que causa su liberación de la fibra de cromatina.

Los nucleosomas sufren disrupción inmediatamente delante de la horquilla y las histonas
permanecen en cercana proximidad para asegurar un reciclado eficiente.

Fuente: alabert, C., & Groth, a. (2012). Chromatin replication and epigenome
maintenance. Nature reviews Molecular cell biology, 13 (3), 153-167.



2.3.1. Disrupción de la cromatina

análisis en la dinámica del complejo MCM en células vivas sugieren que la
cromatina que se replica está descondensada42. Un mecanismo podría ser la fosfo-
rilación de la histona H1 en la fase S por la kinasa dependiente de ciclina a-
CDk243, pues incrementa la movilidad de la histona H1 y, en consecuencia, favo-
rece la descompactación de la cromatina44. en el moho mucilaginoso Physarum

polycephalum la depleción de la histona H1 aceleraba la progresión de la fase S y
el tiempo de replicación45. en células humanas la ciclina a-CDk2 es reclutada a
los sitios de replicación e interacciona directamente con pCna y MCM746. ade-
más, la ciclina a-CDk1 de G2/M, que también fosforila a la histona H1, puede
activar orígenes de replicación tardíos si se sobreexpresa en células en fases tem-
pranas de la fase S47.

La disrupción de los nucleosomas sucede fundamentalmente en las zonas más
próximas a la horquilla de replicación48, quizá como resultado de la colisión con
las helicasas replicativas49. no se sabe si influyen otros factores, pero posiblemente
el superenrrollamiento generado delante de la horquilla pueda aumentar potencial-
mente el riesgo de disrupción50, por tanto, el grado de enrollamiento de las molé-
culas de aDn también juega un papel fundamental.
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2.3.2. Reciclaje de las histonas

Fuertes evidencias sostienen un modelo en el que los tetrámeros parentales de
H3-H4 se segregan aleatoriamente a las dos hebras hijas formando nucleosomas
con nuevos o viejos dímeros de histonas H2a-H2B. está poco claro si los dímeros
de histonas H2a y H2B se reciclan eficientemente, debido a su naturaleza más
dinámica. Sin embargo, la mayoría de los tetrámeros H3-H4 con histonas parenta-
les tienden a permanecer en zonas próximas a su locus original51.

el cómo se transfieren las histonas antiguas a las nuevas hebras de aDn sigue
siendo un misterio, pero parece ser que la helicasa MCM2-7 podría ser importante,
ya que la histona H3 se une fuertemente y con gran afinidad al dominio amino ter-
minal de MCM252. además, en humanos la chaperona de histonas aSF1 forma un
complejo con MCM2-7 y una parte de aSF1 colocaliza con MCM2 en la cromati-
na53. esta interacción aparece favorecida por el dímero de H3-H454. La clave de la
cuestión aquí es si MCM2-7 une dímeros o tetrámeros de H3-H4 liberados de los
nucleosomas parentales y qué mecanismos aseguran la transferencia de estas his-
tonas al nuevo aDn. Los complejos de histonas con aSF1 portan modificaciones
típicas de nuevas histonas, aunque las marcas específicas de la cromatina que esta-
rían presentes en las histonas parentales pueden detectarse en asociación con aSF1
cuando la replicación se perturba55. Una posibilidad es que aSF1 se encargue de
las histonas parentales en las horquillas activas, en cuyo caso H3-H4 serían trans-
feridas como dímeros56. La chaperona aSF1 está claramente ligada a la replicación
del aDn, como resulta evidente de las observaciones realizadas en organismos con
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defectos en la fase S del ciclo celular que tenían una depleción de aSF157. La fun-
ción de aSF1 durante la replicación del aDn, para evitar el silenciamiento de
secuencias y facilitar el ensamblaje de la cromatina, parece ser independiente de
CaF-1 (factor 1 de ensamblaje de la cromatina en humanos), una chaperona con
una propiedad única, favorecer la deposición de las histonas H3-H4 sobre el aDn
que se replica, una función evolutivamente muy conservada58. el complejo CaF-1
comprende tres subunidades (p150, p60 y rbap48, en mamíferos)59. CaF-1 es
dirigido hacia las horquillas de replicación a través de la interacción con pCna,60.
estas interacciones entre CaF-1 y pCna, dependen de la fosforilación de la subu-
nidad grande de CaF-1 (p150) por la kinasa replicativa Cdc7-Dbf4, en células
humanas. Sin embargo, parece ser que la interacción de CaF-1 y aSF1 no es sufi-
ciente para promover una deposición de histonas61. La formación de un complejo
ternario (CaF-1- aSF1- H3- H4) puede así actuar como un intermediario que
transmita histonas de una chaperona a la siguiente. La transferencia de histonas
desde aSF1 a CaF-1, es parte del proceso de ensamblaje que aseguraría una depo-
sición eficiente de histonas en la replicación del aDn62.

experimentos recientes han demostrado que durante el estrés replicativo aSF1
puede asociarse con histonas parentales, pudiendo tener un rol de aceptor de histo-
nas. para apoyar estos experimentos, los estudios estructurales sugieren que aSF1
se una al extremo carboxilo terminal de H4 y que esta captura de la hebra puede
facilitar la división de tetrámeros en dímeros63. además, aSF1 suele tomar el con-
trol cuando se perturba la dinámica de las histonas durante el estancamiento de la
horquilla.
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También la chaperona FaCT (facilitador de la transcripción de la cromatina)
une varios componentes del replisoma y viaja con la horquilla de replicación.
FaCT es indispensable para la replicación en algunos organismos. esta chaperona
interactúa con las histonas H2a-H2B y H3-H4 de muchas maneras, promoviendo
tanto el ensamblaje como la disrupción del nucleosoma, pero sus funciones exactas
no están claras todavía.

2.3.3. Provisión de nuevas histonas

Durante la duplicación de la cromatina se necesita un suministro eficiente de
nuevas histonas a las regiones de síntesis del aDn. para satisfacer tan alta demanda
de histonas y, al mismo tiempo, evitar la acumulación potencial de histonas tóxicas
libres, la producción de las histonas más importantes (H3.1, H3.2, H4, H2a, H2B y
H1) en la fase S está minuciosamente regulada a nivel de estabilidad en la transcrip-
ción, traducción y estabilidad de arnm64. poco después de su síntesis, las histonas
H3.1 y H4 forman un dímero que se dirige rápidamente al núcleo y donde interac-
ciona con el factor 1 de ensamblaje de cromatina (CaF1)65. esta vía de transporte
conlleva una secuencia de chaperonas, entre las que se incluyen HSC70 Y HSp90
(proteínas de choque térmico que promueven un plegamiento y estructura de las
proteínas, necesarias para el correcto desarrollo fisiológico de la célula)66; naSp
(proteína nuclear autoantigénica de esperma, requerida para la replicación del aDn,
avance del ciclo y proliferación celular); o rBap46 (proteína de unión al retino-
blastoma, componente de diversos complejos que regulan el metabolismo de la cro-
matina)67. naSp forma un complejo citoplasmático con HSp90 y estimula su acti-
vidad aTpasa, juntos transportan las histonas al núcleo de las células en división68

y mantienen un grupo de histonas H3-H4 solubles, disponibles para su deposición.

Las modificaciones que las histonas adquieren antes de la deposición podrían
facilitar determinados pasos específicos para el ensamblaje y/ o influenciar la
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estructura de la cromatina tras su incorporación69. La marca de pre-deposición más
prominente y conservada evolutivamente es la diacetilación de la histona H4 en k5
y k12. esta diacetilación se encuentra en el 95% de las histonas unidas a aSF170y
puede estimular la importación nuclear del complejo H3-H4-aSF1 por la importi-
na 471. Casi todos los organismos eucariotas la presentan. La histona acetiltransfe-
rasa (HaT) responsable de H4k5k12ac es HaT1, formando un complejo con el
dímero H3-H4, CaF-1 y aSF1 antes de la deposición. Su función sigue siendo un
enigma, aunque es probable que sea importante en el mantenimiento y propagación
de la heterocromatina.

otra marca de pre-deposición es la acetilación de la histona H3, aunque el resi-
duo acetilado varía entre especies. en la levadura de gemación, Saccharomyces

cerevisiae, se ha propuesto que la acetilación H3k56ac proporciona una accesibi-
lidad superior al aDn nucleosomal y promueve un acceso al aDn dañado para
facilitar la reparación del estancamiento de las horquillas de replicación y roturas
en la doble hélice. Más aún, la acetilación de H3k56 aumenta la afinidad de CaF-
1 por la histona H3 y promueve el ensamblaje de nucleosomas durante la fase S.

La nueva cromatina se encuentra, por tanto, altamente acetilada debido a la
incorporación de nuevas histonas. este estado altamente acetilado permite una
mayor accesibilidad al aDn, a su reparación, activación de la transcripción y unión
de factores de transcripción72. Sin embargo, las marcas de cromatina asociadas con
las nuevas histonas H3 y H4 son transitorias y rápidamente eliminadas durante la
maduración de la cromatina. La eliminación de H4k5 y la diacetilación de k12 es
un proceso crítico para la asociación de Hp1 y el mantenimiento de la heterocro-
matina silenciada73 y fallos en la eliminación de estas marcas de acetilación, ponen
en peligro el silenciamiento de la organización de la heterocromatina, conllevando
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defectos en la segregación del cromosoma74. La desacetilación y maduración de la
cromatina son un requerimiento importante para el progreso y estabilidad de la hor-
quilla75. en células humanas, un tratamiento breve con inhibidores de histonas des-
acetilasas (HDaC) demostró que puede disminuir la velocidad de la horquilla. en
fibroblastos embrionarios de ratones, un mutante condicional de HDaC3 favorecía
la acumulación de marcas típicas de nuevas histonas, y esto se correlacionaba con
un daño en el aDn en la fase S, fragilidad cromosómica e incluso carcinoma hepa-
tocelular76. De manera similar, la desacetilación de H3k56 en S. cerevisiae durante
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Imagen 5. Los nucleosomas se ensamblan a partir de histonas parentales recicladas
e histonas sintetizadas de nuevo. Los tetrámeros de histonas parentales (H3-H4) segregan
aleatoriamente sobre las dos hebras hijas. el mecanismo sobre cómo se transmiten H3-H4

está claro, pero se cree que el complejo MCM2-7 puede tener una función importante
junto con chaperonas como aSF1 y FaCT. Las nuevas histonas ya traen la diacetilación

H3k56ac son cedidas a CaF1 por aSF1, que es reclutado por pCna.
Fuente: alabert, C., & Groth, a. (2012). Chromatin replication and epigenome

maintenance. Nature reviews Molecular cell biology, 13 (3), 153-167.



la maduración de la cromatina es también importante para la estabilidad del geno-
ma. La pérdida de los dos HDaCs, Hst3 e Hst4, cuyo objetivo es eliminar la marca
H3k56ac, produce daño en el aDn y sensibilidad al estrés replicativo77. por tanto,
la maduración adecuada de la cromatina es esencial para la estabilidad del genoma.

para completar la formación del nucleosoma, pCna recluta a CaF1, promo-
viendo el primer paso de su ensamblaje78, la deposición del dímero de histonas
H3.1-H4 sobre el aDn79. Las histonas H2a-H2B se asocian rápidamente para
completar el nucleosoma favorecidas, probablemente, por las chaperonas FaCT.
en los minicromosomas del virus SV40 en replicación, los nucleosomas se encuen-
tran a unos 225 y 285 nucleótidos de distancia tras la horquilla en la hebra líder y
retardada, respectivamente80. en la hebra líder, CaF1 puede enlazarse con pCna
y actuar simultáneamente con la pol e. Sin embargo, en la hebra retardada, la for-
mación del nucleosoma debe estar coordinada con la maduración de los fragmen-
tos de okazaki por acción de Fen1 (endonucleasa flap 1) y la aDn ligasa 181.

La maduración de la cromatina de nueva síntesis a una estructura que muestra
una resistencia a nucleasas similar a la de la cromatina en interfase dura unos 20
minutos, aproximadamente82. La maduración no implica que los estados epigené-
ticos sean restaurados por completo en este periodo tan corto de tiempo. Sin embar-
go, la eliminación y adquisición de determinadas modificaciones post traducciona-
les en las histonas, como la metilación del aDn y la remodelación de nucleosomas
ocurren en la cromatina naciente, y estos procesos son guiados a menudo a través
de las interacciones con la maquinaria de replicación. La abrazadera pCna recluta
algunas actividades moduladoras de la cromatina y está en un lugar ideal para inte-
grar el ensamblaje y la maduración de la cromatina con la replicación y reparación
de la horquilla. análisis de células vivas sugieren que las abrazaderas, una vez car-

IGnaCIo Herrero TapIa162

77 CeLIC, I., VerreaULT, a., & Boeke, J. D. (2008). Histone H3 k56 hyperacetylation per-
turbs replisomes and causes Dna damage. Genetics, 179 (4), 1769-1784.

78 MoGGS, J. G., GranDI, p., qUIVY, J. p., JónSSon, z. o., HüBSCHer, U., BeCker, p. B., &
aLMoUznI, G. (2000). a CaF-1–pCna-mediated chromatin assembly pathway triggered by sensing
Dna damage. Molecular and cellular biology, 20 (4), 1206-1218.

79 TaGaMI, H., raY-GaLLeT, D., aLMoUznI, G., & nakaTanI, Y. (2004). Histone H3. 1 and
H3. 3 complexes mediate nucleosome assembly pathways dependent or independent of Dna synthe-
sis. Cell, 116 (1), 51-61.

80 GaSSer, r., koLLer, T., & SoGo, J. M. (1996). The stability of nucleosomes at the replica-
tion fork. Journal of molecular biology, 258 (2), 224-239.

81 CHaFIn, D. r., VIToLo, J. M., HenrICkSen, L. a., BaMBara, r. a., & HaYeS, J. J. (2000).
Human Dna ligase I efficiently seals nicks in nucleosomes. The EMBO journal, 19 (20), 5492-5501.

82 annUnzIaTo, a. T. (2012). assembling chromatin: the long and winding road. Biochimica

et Biophysica Acta (BBA)-Gene Regulatory Mechanisms, 1819 (3), 196-210.



gadas, son sorprendentemente estables y permanecen en el aDn replicado hasta
unos 20 minutos83.

además de unir factores reguladores de la cromatina, pCna contribuye a res-
taurar estados epigenéticos de la cromatina por otros mecanismos. por ejemplo, se
ha propuesto que la unión de pCna potencia las concentraciones locales de
DnMT1 (aDn metiltransferasa 1, una enzima que metila el carbono cinco de las
citosinas) y facilita el reconocimiento rápido de las regiones hemimetiladas en la
estructura abierta de la cromatina naciente84.

La maduración de la cromatina también incluye la remodelación del nucleo-
soma. el factor de transcripción del Síndrome de Williams (WTSF-SnF2) es reclu-
tado junto con SMarCaD1 por pCna a la cromatina de nueva síntesis, pero pare-
ce ser que desempeñan funciones opuestas. el complejo WTSF-SnF2, que
pertenece a la familia ISWI de enzimas remodeladoras, se localiza en sitios de
replicación a lo largo de la fase S y parece que contrarresta la heterocromatiniza-
ción85. SMarCaD1, es un factor de remodelación que se requiere para restaurar
el silenciamiento de la heterocromatina, probablemente facilitando la desacetila-
ción de histonas y la metilación H3k9me3. además, es parte de un gran complejo
represor junto con HDaC1, HDaC2, la H3k9 metiltransferasa G9a y el factor de
heterocromatina kap1 y, por lo tanto, es muy adecuado para coordinar el espacia-
miento del nucleosoma con la desacetilación y monometilación de H3k986.

3. DaÑoS en La repLICaCIón: eSTréS repLICaTIVo

pese a que el estrés replicativo sea una amenaza sumamente reconocida para
la estabilidad del genoma y la supervivencia de la célula, no existe una definición
exacta o un conjunto de marcadores que caractericen inconfundiblemente este esta-
do. De hecho, el que sea consecuencia de causas tan diversas y tenga tan amplia
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multitud de repercusiones en la célula contribuye a tal confusión. es por esto que
la definición de estrés replicativo evoluciona constantemente y es difícil de preci-
sar: se entiende por estrés replicativo el enlentecimiento o estancamiento en el
avance de la horquilla de replicación y/o en la síntesis de aDn.87 esto no se pro-
duce necesariamente por defectos en la replicación, como la pre-replicación o un
número reducido de orígenes, ni por daños en la estructura física del material gené-
tico, como roturas en la doble hélice (DSBs). puede generarse también por un
amplio rango de obstáculos físicos y usualmente culmina con la formación de
regiones de aDn de cadena sencilla (ssDna), que se forman frecuentemente cuan-
do la helicasa replicativa continúa separando el aDn parental después de que la
horquilla se haya estancado.88

3.1. FUenTeS De eSTréS repLICaTIVo

La replicación se basa en la síntesis y disponibilidad de aDn, junto con nume-
rosos componentes de la cromatina, entre los que se incluyen: nucleótidos, histonas
o chaperonas. así como una maquinaria de replicación intacta. el suministro limi-
tado de cualquiera de estos componentes puede ser fuente de estrés replicativo,
aunque muchas veces la disponibilidad inadecuada de estos factores no tiene por
qué ser la causa.89 por ejemplo, la rotura del enlace entre dos nucleótidos vecinos,
la aparición de huecos en la secuencia y la existencia de regiones monocatenarias
de aDn pueden ser tanto fuentes como síntomas de estrés replicativo. Las roturas
de enlaces y presencia de huecos en las secuencias son, muchas veces, estados tran-
sitorios en algunas respuestas de reparación del daño causado en el aDn y también
productos de manipulaciones comunes del mismo. Cuando se producen estos
daños en el genoma de la célula, esta reacciona ralentizando la progresión por la
fase S con el fin de disponer de más tiempo para reparar el daño antes de que llegue
la horquilla90, pues si estos huecos de cadena sencilla fuesen encontrados por la
maquinaria de replicación podrían convertirse en roturas de la doble hélice, ya que
las lesiones no reparadas del aDn son algunas de las causas más frecuentes de
estrés replicativo. Dichas lesiones pueden actúar como barreras físicas que impiden
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el avance de la horquilla de replicación o pueden ser solucionadas por vías de repa-
ración especializadas, conocidas como vías de tolerancia al daño de aDn (DDT).
estas vías permiten a la célula sortear o tolerar la lesión en el aDn utilizando tanto
polimerasas especializadas y cromátidas hermanas como moldes de la secuencia de
nucleótidos y así poder rellenar el hueco91. DDT puede ocurrir también en la hor-
quilla replicativa estancada, simplemente intercambiándola por otra o a través de
la remodelación de la misma. Juntos, estos procesos favorecen que la replicación
se lleve a cabo, evitando y previniendo que se prolongue el estancamiento de la
horquilla.

además, existe una amplia variedad de fuentes endógenas y exógenas de daño
al aDn, entre las que se incluyen subproductos del metabolismo celular, luz ultra-
violeta y químicos mutágenos92. evidencias recientes sugieren que en esta lista
deberían incluirse las lesiones causadas por aldehídos reactivos, como los que se
generan durante el metabolismo del alcohol93 o la desmetilación de las histonas94,
pues agentes como el alcohol se asocian con cáncer y pueden dañar el aDn. estu-
dios recientes muestran que las lesiones inducidas por aldehídos metabólicos pue-
den ser la fuente endógena primaria de entrecruzamientos entre las hebras y, muy
posiblemente, también de uniones entre las proteínas con el aDn.

La falta de ribonucleótidos también puede ser una causa de estrés replicativo,
aunque las polimerasas replicativas son muy específicas en cuanto a lo que a apa-
rear bases se refiere, tanto la pol δ como la pol e son menos rigurosas discriminan-
do desoxirribonucleótidos (dnTps) de ribonucleótidos (rnTps), por lo que los
incorporan en tasas sorprendentemente altas95. Los rnTps que no se incorporan son
reconocidos y eliminados a través de la vía de reparación de escisión de nucleóti-
dos (rer), catalizada por una enzima especializada en el proceso, la rnasa H2,
una enzima de vigilancia del genoma requerida para la eliminación de ribonucleó-
tidos, junto con otras endonucleasas como Fen1 o exo1. existen dos tipos de ribo-
nucleasas tipo H en eucariotas, la rnasa H2 es un complejo multimérico compues-
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to por 3 subunidades: rnaSeH2a, rnaSeH2B, rnaSeH2C, que digiere el
arn de cadena simple reconociendo al ribonucleótido en un dúplex de aDn y
rompiendo el enlace 5'-fosfodiéster de dicho ribonucleótido. pérdidas en la rnasa
H2 resulta letal en mamíferos96 y sensibiliza a los hongos a los factores dañinos del
aDn, especialmente durante el incremento de tasas de incorporación de rnTps,
sugiriendo que la eliminación de los rnTps es importante para la supervivencia de
la célula97. De hecho, un estudio realizado en 2012 concluyó que las lesiones de
ribonucleótidos simples o dobles, covalentemente incorporados en el aDn genó-
mico, a una frecuencia de aproximadamente 1.000.000 sitios por célula, la hacían
ser la lesión endógena base más común en el genoma de mamíferos98. La señaliza-
ción de respuesta al daño en el aDn se activa quizás por la incorporación de ribo-
nucleótidos en regiones difíciles de replicar o roturas en la doble hélice por la
hidrólisis de rnTps en cadenas de aDn opuestas. en resumen, puso de manifiesto
el hecho de que los ribonucleótidos pueden ser altamente perjudiciales para las
células de mamíferos, causando inestabilidad en el genoma.

recientemente, se ha demostrado que las estructuras secundarias, más concreta-
mente la de hélice cuádruple, conocida como G-cuadruplex, haciendo la G referencia
a la guanina (por su tendencia a formarse en presencia de altas cantidades de esta
base nitrogenada), son fuentes significativas de daño en el aDn99. La estabilización
química de estas estructuras o la pérdida de las helicasas que las relajan, puede con-
llevar una velocidad inferior en la replicación, aumento en la formación de DSBs y
deleciones en los sitios en que se forman las estructuras de G-cuadruplex100. el sín-
drome de Werner, por ejemplo, es causado por la mutación del gen Wrn, que codi-
fica para la helicasa recq, que es capaz de unirse a estructuras G-cuadruplex101. Las
evidencias obtenidas sugieren que la proteína alterada no es transportada al interior
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del núcleo celular, donde normalmente interacciona con el aDn. Sin la presencia de
esta proteína en el núcleo, las células no pueden llevar a cabo correctamente los pro-
cesos de replicación, reparación y transcripción del material genético contribuyendo
así al incremento estrés replicativo en el organismo102.

Como la replicación y la transcripción son procesos que operan ambos sobre
el aDn, es inevitable que los dos procesos interfieran entre sí, y las colisiones
entre los complejos de replicación y transcripción también son fuente de estrés
replicativo. Hay regiones genómicas propensas a formar DSBs y se denominan
sitios frágiles de replicación temprana y se encuentran en regiones altamente trans-
critas y prontamente replicadas de la fase S de las células de mamíferos103.

el procesamiento de los componentes de arn también es importante para pre-
venir el daño en el aDn o sus mutaciones, aunque en muchos casos su función
sigue siendo una incógnita104. Se ha demostrado que pérdidas o disminuciones en
los componentes de arn puede retrasar la tasa de transcripción o impedir la diso-
ciación de los complejos de transcripción del aDn, promoviendo indirectamente
las colisiones con la maquinaria de replicación e incrementando el estrés topológi-
co, es decir, el que se produce cuando existen fallos en el superenrollamiento, anu-
damiento y encadenamiento del aDn, pues durante la replicación y transcripción
el material genético debe estar totalmente desenrollado. Sin embargo, existen
diversos mecanismos para prevenir el estrés topológico generado y la colisión de
las maquinarias de replicación y transcripción. por ejemplo, las helicasas y topoi-
somerasas contribuyen a solucionar estos problemas ocasionados por convergencia
de estos complejos, evitando la formación de híbridos arn-aDn conocidos como
R loops105. perturbaciones en cualquiera de estos procesos incrementarán la coli-
sión entre los mecanismos de replicación y transcripción o incrementarán la forma-
ción de R loops, favoreciendo el daño en el material genético106.
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además de las zonas frágiles de replicación temprana mencionadas anterior-
mente existen otras regiones en el genoma propensas también al estrés replicativo
causando DSBs107. estas regiones, llamadas sitios frágiles comunes son secuencias
sensibles al estrés replicativo incluso a niveles leves. Se encuentran frecuentemen-
te en algunos orígenes de replicación activos, haciendo estas regiones particular-
mente susceptibles al estancamiento de la horquilla.

La sobreexpresión o activación constitutiva de oncogenes como HraS, MYC
y la ciclina e es también una fuente emergente de estrés replicativo, aunque esto
todavía no está muy estudiado108. estos tres oncogenes promueven el incremento
de la iniciación de la replicación o la activación de orígenes, condición que puede
llevar a depleciones de nucleótidos o a incrementar la colisión con los complejos
de transcripción. esto puede explicar por qué el tratamiento de células canceríge-
nas con nucleótidos exógenos ayuda a reducir la inestabilidad genómica109. Curio-
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Imagen 6. Fuentes de estrés replicativo. número de condiciones u obstáculos que pueden
ralentizar o estancar la replicación, entre los que se incluyen: ausencia de nucleótidos,

lesiones en el aDn, incorporación de ribonucleótidos, elementos repetitivos en el aDn,
complejos de transcripción y/o híbridos de arn-aDn, estructuras secundarias del aDn,

sitios frágiles y oncogenes que inducen la aparición del estrés.
Fuente: zeman, M. k., & Cimprich, k. a. (2014). Causes and consequences

of replication stress. Nature cell biology, 16(1), 2-9.



samente, una sobreexpresión de ciclina e produce una reversión de la horquilla, lo
que puede ser resultado de un estrés topológico aumentado, inducido por un exceso
de orígenes de replicación activados.

Finalmente, otra causa de estrés replicativo son secuencias desafiantes de
aDn para la maquinaria de replicación. por ejemplo, las repeticiones de trinucle-
ótidos pueden formar estructuras secundarias de aDn que bloquean la progresión
o deslizamiento de la horquilla de replicación. esto conduce a una expansión o
contracción de la secuencia repetida y la consecuente disfunción del gen. Sin
embargo, la respuesta al estrés replicativo contribuye a la estabilidad y correcto
mantenimiento de estas repeticiones.

3.2. MeCanISMoS De reSpUeSTa FrenTe aL eSTréS repLICaTIVo

La respuesta al estrés replicativo es un término amplio que abarca toda la seña-
lización iniciada por lesiones en el aDn y horquillas de replicación dañadas, pues
se extiende para organizar la reparación del material genético, los puntos de control
del ciclo celular, la muerte celular y la senescencia110.

para asegurar la fidelidad de la replicación y mantener la integridad del geno-
ma, las células activan las vías de respuesta al estrés replicativo cuando la replica-
ción se perturba111, estas vías de respuesta son cascadas de señalización que se han
mantenido a lo largo de la evolución. en situaciones de estrés, activan mecanismos
de vigilancia o checkpoints que se encargan de resolver el problema y solucionar
el estancamiento de las horquillas de replicación. La presencia de fragmentos de
ssDna, que surgen cuando las helicasas replicativas siguen disociando la doble
hélice una vez que la polimerasa se ha estancado, asociado a la proteína de repli-
cación a (rpa), la cual tiene gran afinidad por estos fragmentos, desencadena el
reclutamiento de la proteína kinasa aTr (de ATM and Rad3 related)112, conservada
en todos los organismos eucariotas. aTr, es activada en presencia de aDnss por
rpa. por un lado, rpa recluta al complejo aTrIp113, que es el complejo sobre el
cual se une la kinasa a la lesión del aDn y, por otro lado, a rad17 que carga a
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rad9–Hus1–rad1, más conocido como complejo (9-1-1), esencial para reclutar y
posicionar el activador alostérico TopBp1, que activa a aTr114.
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Imagen 7. La fosforilación de aTr a numerosos sustratos regula la replicación
y transición del ciclo celular. el mayor sustrato de aTM y aTr es la kinasa de regulación
CHk1. Su fosforilación la libera de la cromatina y deja libre, incrementando su actividad
kinasa. CHk1 tiene numerosos sustratos, algunos de los cuales regulan las transiciones

del ciclo celular y la activación de los orígenes de replicación. Muchos sustratos de aTr,
incluyendo MCM2 (proteína 2 del mantenimiento del minicromosoma), MCM3, rpa,
raD9 (subunidad del complejo 9-1-1), ToBp1 (proteína de unión a la topoisomerasa)

y rad17 se encuentran en la horquilla de replicación. en la mayoría de los casos las
consecuencias de la fosforilación son todavía desconocidas, pero se sabe que

probablemente contribuyan a la estabilización de la horquilla. además, la fosforilación de
MCM2, regula la unión de pLk1 que promueve la finalización de la replicación del aDn

en los alrededores de la horquilla estancada.
Fuente: Cimprich, k. a., & Cortez, D. (2008). aTr: an essential regulator of genome

integrity. Nature reviews Molecular cell biology, 9(8), 616-627.



aTr responde frente a agentes que interfieran en el correcto funcionamiento
de las horquillas de replicación, como hidroxiurea, radiación UV y agentes alqui-
lantes del aDn. en estas condiciones, la activación de aTr da lugar a la inhibición
del avance del ciclo celular y a la supresión de la activación de orígenes de repli-
cación tardíos. estos eventos proporcionan más tiempo para la reparación y permi-
ten a la célula disponer de un tiempo adicional para completar la síntesis de aDn
tras solucionar el bloqueo de la replicación. además, aTr ayuda a estabilizar y rei-
niciar la replicación a partir de la horquilla parada y suprimir la recombinación,
previniendo el colapso descontrolado de la horquilla. Sin embargo, el mecanismo
que gobierna la estabilidad de la horquilla no está del todo claro, aunque tras la
activación de aTr, un factor clave es la fosforilación y activación de la proteína
kinasa CHk1 (Checkpoint kinase 1).

Se ha demostrado, recientemente, que aTr protege localmente las horquillas
de replicación y suprime, de manera global, la activación de los orígenes. Cuando
aTr es activado por aDnss generado ante la horquilla de replicación estancada,
CHk1 se difunde globalmente por el núcleo, donde inhibe la activación de nuevos
orígenes. Con esto se asegura la célula que haya rpa en exceso sobre el aDnss al
limitar el número de horquillas estancadas al que hubo al comienzo del estrés repli-
cativo. Si la señalización de aTr falla, los orígenes durmientes se activan y los
nuevos aDnss generados progresivamente agotan rpa en el núcleo. Cuando esto
sucede, cada replicón activo genera aDnss, que se convierte rápidamente en
DSBs115. además, se ha descubierto que en las células humanas la activación de la
vía aTr/CHk1 estabiliza el complejo Cdc7-aSk kinasa de unión a la cromatina,
homólogo humano de Cdc7- Dbf4, necesario para el comienzo adecuado de la
replicación y activación del origen.

3.3. papeL De La CroMaTIna en La reSpUeSTa aL eSTréS repLICaTIVo

evidentemente, al ocurrir el progreso de la horquilla y la resolución de su
enlentecimiento, colapso o estancamiento en un ambiente altamente organizado de
cromatina, el papel que jugará esta última será esencial en la respuesta al estrés
replicativo. por eso, es interesante tener en consideración cómo el progreso y
estancamiento de la horquilla se ve influido por el ambiente cromatínico pre-exis-
tente, y cómo el estrés inducido por alteraciones en la integridad epigenética de la
cromatina puede afectar a la reparación de horquillas estancadas o colapsadas.
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en primer lugar, la accesibilidad de la cromatina es un regulador importante
de los tiempos de replicación. Las regiones heterocromatínicas, menos accesibles,
enriquecidas por marcas silenciadoras como H3k9 (H3k9me3), tardan más en
replicar su información genética que las que se encuentran más accesibles, en las
regiones eucromatínicas transcripcionalmente activas116. por eso, un aumento de la
desmetilación de H3k9me3 por sobreexpresión de la kDM4a/JMJD2a desmeti-
lasa promueve la accesibilidad de la cromatina y acelera el ciclo celular. Variacio-
nes en la velocidad del ciclo por acción de kDM4a tienen multitud de consecuen-
cias funcionales, entre las que destaca la ralentización de la replicación debida a
una depleción de dicha desmetilasa, pues conlleva la aparición de estrés replicativo
por un aumento en el daño del aDn y apoptosis por aTr/p53117. por otro lado, una
sobreexpresión de kDM4a origina una serie de ganancias debido a la re-replica-
ción118. Los defectos que se puedan causar en la fase S por causa de kDM4a pue-
den solucionarse con la sobreexpresión de la H3k9 metiltransferasa Suv39H1.
Juntos, la regulación de kDM4a y la metilación en H3k9 juegan un papel impor-
tante a la hora de prevenir el estrés replicativo.

La monoubiquitinación de H2B es otra modificación que causa estrés replica-
tivo cuando se perturba. en hongos la monoubiquitinación de la lisina 123 de la his-
tona H2B (H2Bub) facilita el ensamblaje y estabilización de los nuevos nucleoso-
mas sintetizados. por tanto, pérdidas de H2Bub ralentizan el progreso de la
horquilla de replicación, sin afectar al ensamblaje del complejo pre-replicativo119.
Como resultado de esto, células con mutaciones en H2B-k123 son hipersensibles al
estrés replicativo provocado por la hidroxiurea (HU), un inhibidor de la síntesis de
dnTp120, y enlentece la recuperación de la replicación del aDn tras la eliminación
del bloqueo producido por la HU. en concordancia, la depleción del ortólogo en
mamíferos rnF20/40, causa a su vez estrés replicativo e inestabilidad genómica.
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además del impacto de la naturaleza de la cromatina pre-existente en el estrés
replicativo, también la aparición de este está asociado a las modificaciones o la
reorganización de la misma. Uno de los primeros cambios en la respuesta a estrés
replicativo en la cromatina es la fosforilación de la serina 139 de la histona H2aX
por parte de aTr. esta modificación se encuentra abundantemente en sitios en los
que la horquilla de replicación se ha estancado (en fase S), predominando en el
aDn ribosomal, genes de arnt y telómeros121. La ausencia de aTr conlleva la no
fosforilación de H2aX y la consecuente inestabilidad genómica bajo estrés repli-
cativo. no obstante, la fosforilación de H2aX no es específica del estrés replicati-
vo, sino que también ocurre en respuesta al daño en el aDn, pudiendo ser generada
por varias kinasas, no sólo aTr.

en adición a las modificaciones de histonas, la remodelación de la cromatina
y el cambio en las variantes de las histonas se ha asociado con la respuesta al estrés
replicativo tanto en células de hongos como mamíferos. Depleciones del remode-
lador cromatínico, la helicasa Ino80 conlleva desestabilización y colapso de las
horquillas y reduce la viabilidad de la célula en hongos122. De manera interesante,
defectos en Ino80 en células de mamíferos incrementan la sensibilidad a HU,
sugiriendo una función conservada para esta enzima durante el estrés replicativo123.
entre otras funciones de Ino80 destaca la eliminación de la histona deslocalizada
H2a.z. por tanto, si hubiese defectos en este complejo remodelador aumentarían
los niveles de H2a.z con sus consecuentes inconvenientes, ya que, entre otras
cosas, altas concentraciones de H2a.z se asocian con un colapso de las horquillas
de replicación.

4. IneSTaBILIDaD epIGenóMICa, CánCer Y SeneSCenCIa CeLULar

el colapso de las horquillas por alteraciones en la replicación causa daños en
el aDn, mutaciones y, finalmente, enfermedades. Son daños genéticos porque
alteran la secuencia de nucleótidos y, en consecuencia, el estado de la célula. La
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acumulación de mutaciones en los genes regulatorios claves, puede inactivar a los
genes supresores de tumores o activar protooncogenes generando una proliferación
irregular en los tejidos que conduce a enfermedades como el cáncer124.

el inicio y progresión del cáncer normalmente ha sido visto como una enfer-
medad genética, sin embargo ahora sabemos que es un proceso multifactorial com-
plejo que encierra en su seno también alteraciones epigenéticas125. La epigenética
se refiere a los cambios heredables en el aDn y las histonas que no implican alte-
raciones en la secuencia de nucleótidos pero que modifican la estructura y función
de la cromatina, por lo que afectan a la expresión génica y al fenotipo126. La gran
mayoría de estos cambios heredables, conocidos como epigenoma, se generan
durante la diferenciación y se mantienen, de manera estable, a lo largo de múltiples
ciclos celulares, permitiendo a las células tener identidades diferentes aun teniendo
la misma información genética127. el epigenoma, por tanto, proporciona un meca-
nismo de diversidad celular regulando qué información génica puede ser accesible
o no a la maquinaria de transcripción. Fallos en el mantenimiento adecuado de
estas marcas epigenéticas que pueden heredar las células hijas conlleva la activa-
ción o inhibición de varias vías de señalización que terminan condenando al orga-
nismo a un estado de enfermedad128. De hecho, se ha demostrado recientemente
que las células cancerígenas humanas contienen numerosas anormalidades epige-
néticas que interaccionan de manera conjunta con alteraciones genéticas, contribu-
yendo, por igual, al progreso y expansión del cáncer en el organismo129. Tanto los
fallos en el mantenimiento de la cromatina como el estrés replicativo pueden dar
lugar a inestabilidad epigenética, y son, por tanto, dos factores fundamentales en el
envejecimiento y el cáncer.

4.1. FaLLoS en eL ManTenIMIenTo De La CroMaTIna proDUCen enFerMeDaDeS

existen defectos en la heterocromatina que pueden desencadenar fallos en la
célula, como inestabilidad genómica y carcinogénesis. esto se aprecia en pacientes
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con síndrome ICF (inmunodeficiencia,
inestabilidad centromérica y anomalías
faciales) por alteraciones en
DnMT1130, ya que la metilación del
carbono 5 de las citosinas en las islas
CpG es el único factor epigenético que
modifica directamente el aDn en
mamíferos y conlleva silenciamiento
génico131. La hipometilación, es decir,
tasas bajas de la misma, es una caracte-
rística muy frecuente en el cáncer,
minuciosos análisis genómicos han
demostrado la existencia de grandes
bloques de hipometilación en el geno-
ma de personas con cáncer de cólon132.
Los cambios que se observaron en la
cromatina fueron pérdida de H4k16ac
y H4k20me3 en regiones repetidas y
reducción de los dominios H3k9me2133.
Todo esto conducía a la inestabilidad
del genoma, alteraba los mecanismos
de control de la replicación, la estructura de la cromatina y potenciaba la inestabi-
lidad cromosómica. además, mutaciones en el gen que regula a aSF1 se asocian
con un tipo de anemia que conlleva anormalidades peligrosas en la cromatina y
defectos en la replicación. por si fuera poco, estos defectos en el ensamblaje de la
cromatina acarrean senescencia celular y daño acumulativo en el aDn134.
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Imagen 8. Causas de daños por día en una
célula de mamífero en división.

Datos tomados por el autor de: preston, B.
D., albertson, T. M., & Herr, a. J. (2010,

october). Dna replication fidelity and
cancer. In Seminars in cancer biology (Vol.
20, no. 5, pp. 281-293). academic press.



4.2. eSTréS repLICaTIVo, IneSTaBILIDaD epIGenéTICa Y SeneSCenCIa

Cuando las células experimentan continuamente estrés replicativo sufren una
serie de alteraciones que, pese a que evolutivamente han desarrollado un mecanis-
mo sofisticado de respuesta para asegurar el progreso de la horquilla y la replica-
ción adecuada del aDn en el genoma, pueden terminar haciendo mella en la célu-
la. Y es que, una vez que la polimerasa se estanca, el ambiente cromatínico se ve
expuesto a numerosos cambios epigenéticos como el deterioro progresivo del reci-
claje de histonas parentales tras la horquilla estancada135, que conduce potencial-
mente a una pérdida o ganancia indeseada de información epigenética136. además,
el estrés replicativo puede alterar las modificaciones en las histonas y el aDn137 y,
finalmente, el colapso de la horquilla puede conducir a una reorganización alterada
de la cromatina138.

estas alteraciones epigenéticas terminan afectando a la célula conduciéndola
a la senescencia. La senescencia es un estado de la célula iniciado como respuesta
frente al estrés replicativo, que constituye una ruta de respuesta alternativa a la
apoptosis139. este mecanismo supresor de tumores necesita ser efectivo durante un
corto periodo de tiempo, las primeras décadas en humanos y meses en ratones,
pues si se mantiene en el tiempo los mecanismos fisiopatológicos de respuesta al
daño se vuelven armas de doble filo con efectos nocivos para el organismo140. por
tanto, estos mecanismos son tanto favorables como desfavorables al organismo
dependiendo de su edad. Se ha demostrado recientemente que la senescencia es un
potente agente supresor de tumores que a la larga conduce al envejecimiento141.
Las características de las células senescentes son:

– Parada del crecimiento: Metabólicamente activas, pero incapaces de avan-
zar en el ciclo celular.
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– Resistencia a la apoptosis: La senescencia previene la proliferación y el
crecimiento de células dañadas, que si las hubiere serían eliminadas por este
mecanismo.

– Alteración de la expresión génica: Fundamentalmente de inhibidores de
CDks y de genes supresores de tumores, como p53.

5. ConCLUSIón Y perSpeCTIVaS FUTUraS

La replicación es una etapa crucial en la vida de la célula, pues en ella el aDn
se ve expuesto más que nunca a multitud de agentes dañinos y así también su orga-
nización en cromatina. en función de los datos aportados en los apartados anterio-
res se concluye que el papel que juega la estructura de la cromatina a la hora de
mantener la integridad del genoma es esencial para el correcto desarrollo y funcio-
namiento de la célula, pues alteraciones en su organización o en marcas epigenéti-
cas tienen un gran impacto en la replicación y la expresión génica se desequilibra,
es decir, terminan produciéndose enfermedades en el organismo. es por esto que
entender los mecanismos que aseguran la estabilidad y el mantenimiento de la
estructura de la cromatina es necesario para entender cómo la célula, a través de
ellos, mantiene la integridad del genoma.

MeCanISMoS CeLULareS qUe ManTIenen La InTeGrIDaD... 177

Imagen 9. Círculo de relación del estrés replicativo, la inestabilidad del (epi)genoma,
el envejecimiento y el cáncer. Las nuevas evidencias sugieren que el estrés replicativo
es la mayor fuente de inestabilidad genética en cáncer y, además, altera el epigenoma
generando aberraciones en la cromatina que pueden ser transmitidas a las células hijas
y afectar a la expresión génica. estas alteraciones genéticas y epigenéticas se potencian

entre ellas alterando el ambiente de la cromatina.



La secuenciación completa del exoma de varios tipos de cáncer ha dado como
resultado el inesperado descubrimiento de muchas mutaciones, que inactivan a los
genes que controlan el epigenoma. estas mutaciones tienen la capacidad de alterar
los patrones de metilación del aDn, modificar las histonas, reubicar a los nucleo-
somas. La alteración del epigenoma contribuye al cáncer al igual que el proceso
epigenético puede causar mutaciones puntuales y desactivar los mecanismos de
reparación del aDn. esta interferencia entre el genoma y el epigenoma abre nue-
vas posibilidades para la terapia contra el cáncer y para la medicina epigenética,
que en un futuro será, muy probablemente, de una enorme relevancia.
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