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RESUMEN

El céncer es una enfermedad que afecta tanto a humanos como animales domésticos y
silvestres. Cada célula y afio de vida adicional deberian aumentar la probabilidad de
carcinogeénesis, sin embargo, la tasa de ocurrencia de cancer no esta en funcion directa
con el tamafio del animal.

La paradoja de Peto sefiala que no hay asociacion entre el tamafio corporal, la longevidad
y el riesgo de cancer entre las especies y predice que los animales con un gran tamafio
corporal desarrollarian mecanismos Unicos para evadir el cancer. Se han planteado
distintas hipdtesis para resolverla y si bien entre ellas se ha mencionado a los genes de
reparacion del ADN, estos no han sido investigados de manera especifica y a un nivel
estructural y funcional de sus proteinas.

La reparacion del ADN es un mecanismo que evita la acumulacion de mutaciones en el
genoma y sus vias son altamente conservadas. En la carcinogénesis, la maquinaria de
reparacion del ADN esta dafiada, esto genera inestabilidad gendmica que promueve la
transformacion celular. La union de las proteinas reparadoras de ADN al acido nucleico
se da por medio de dominios que muestran una alta conservacion de residuos.

Se ha documentado que las ballenas muestran una estrategia de evasion del cancer
inclinada a la reparacion del ADN puesto que presentan amplificaciones en sus genes
reparadores, mientras que, los elefantes poseen una estrategia dirigida hacia la apoptosis
por medio de TP53. Esto sugiere que las ballenas tienen un mecanismo de reparacion del
ADN mas eficiente y exitoso en comparacion con los elefantes, lo cual podria tener su
explicacion en la estructura y funcion de las proteinas reparadoras. Se plantea un estudio
comparativo de las secuencias aminoacidicas y estructuras 3D de las proteinas

reparadoras de ADN de humanos ort6logas en ballenas, elefantes y ratones.

PALABRAS CLAVE: Reparacion de ADN, Paradoja de Peto, Carcinogénesis, Cancer.



ABSTRACT

Cancer is a disease that affects humans and domestic and wild animals. Each additional
cell and year of life should increase the probability of carcinogenesis, nevertheless, the
rate of cancer does not have a direct function with the size of the animal.

The Peto paradox points out that there is no association between body size, longevity, and
cancer risk between species and predicts that animals with large body sizes would develop
unique mechanisms to evade cancer. Different hypotheses have been put forward to solve
it, and although DNA repair genes have been mentioned among them, they have not been
specifically investigated at a structural and functional level of their proteins.

DNA repair is a mechanism that prevents the accumulation of mutations in the genome
and its pathways are highly conserved. In carcinogenesis, the DNA repair machinery is
damaged, this generates genomic instability that promotes cell transformation. The
binding of DNA repair proteins to nucleic acid is through domains that show high residue
conservation.

It has been documented that whales show a cancer avoidance strategy inclined to DNA
repair since they present amplifications in their repair genes, whereas elephants have a
strategy directed towards apoptosis through TP53. This suggests that whales have a more
efficient and successful DNA repair mechanism compared to elephants, which could be
explained by the structure and function of repair proteins. A comparative study of the
amino acid sequences and 3D structures of orthologous human DNA repair proteins in

whales, elephants and mice is proposed.

KEY WORDS: DNA repair, Peto's paradox, Carcinogenesis, Cancer.



ESTADO DEL ARTE

Cancer en la fauna silvestre

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo y los humanos no
son las Unicas especies afectadas (1). La mayoria de los organismos multicelulares son
susceptibles al cancer. La frecuente aparicion de céncer en metazoos sugiere que la
neoplasia tiene un impacto significativo en los niveles de mortalidad y, de manera
negativa, en su aptitud biolégica (2). Los animales salvajes estdn profundamente
influenciados no solo por las presiones selectivas dentro de su propia especie, Sino

también por su interaccion con los humanos (3).

Paradoja de Peto

El cancer se desarrolla por la acumulacion de mutaciones por lo que si la probabilidad de
una célula proliferativa normal en sufrir una transformacion maligna es igual en todas las
células proliferativas, se esperaria que a un mayor numero de células proliferativas, la
probabilidad de desarrollar carcinogénesis aumentase. Igualmente, si un organismo
multicelular tiene una vida util prolongada, puesto que sus células tienen mas tiempo para
acumular mutaciones. El desafio de suprimir esta transformacion maligna aumenta
draméaticamente con cuerpos mas grandes y vidas mas largas por lo que organismos mas
grandes y longevos desarrollarian cancer de manera mas frecuente, sin embargo, se ha
observado que no hay una correlacion entre el tamafio corporal, la longevidad y el cancer

entre especies y esta carencia de relacién es reconocida como la paradoja de Peto (4).

Esta paradoja hace referencia al epidemidlogo Richard Peto, quien noto la relacion entre
el tiempo y cancer cuando estudiaba como se forman los tumores en ratones (5,6). Peto

observé que la probabilidad de progresion del cancer se relaciond con el tiempo de la



exposicion al carcindgeno benzopireno. Mas tarde agregé a la ecuacion la masa corporal

(5).

La cuestion de la paradoja de Peto es como la seleccidn natural ha cambiado la biologia
de los organismos grandes y longevos para que desarrollaran mecanismos Gnicos y asi,
reducir el riesgo de cancer (4,7). Distintas hip6tesis han sido propuestas para responder
dicha interrogante. Puesto que los organismos de cuerpos grandes evolucionaron
independientemente a lo largo de multiples linajes, no se espera que todos los animales
grandes y de larga vida hayan desarrollado el mismo mecanismo para suprimir el cancer,
a menos que la supresion provenga de una caracteristica innata comdn a todos los

organismos mas grandes (4,5,8).

El envejecimiento es un proceso complejo que conlleva multiples fenotipos: cambios
fisiolégicos y moleculares que contribuyen a la degeneracion y el deterioro funcional con
la edad de practicamente todos los drganos y sistemas del cuerpo, una mayor
susceptibilidad a diversas enfermedades y un aumento exponencial de la mortalidad con

la edad (6,8,9).

Después de la madurez sexual, la incidencia de cancer aumenta exponencialmente con la
edad. Por lo tanto, las alteraciones en el envejecimiento pueden afectar el desarrollo de
cancer. Pueden ser alteraciones genéticas que prolongan la vida, mutaciones que
interrumpen la reparacion del ADN y/ o las respuestas al dafio del ADN y manipulaciones

dietéticas (9).



Los investigadores han utilizado tradicionalmente el raton y la rata como organismos
modelo bésicos, especies de corta vida que obviamente carecen de mecanismos de
mantenimiento efectivos durante periodos prolongados de tiempo (10,11). En los tltimos
afios, se han realizado varios descubrimientos en especies de mamiferos que no son
comunmente modelos de laboratorio, proporcionando nuevas ideas sobre los mecanismos
naturales de resistencia al cancer. Estos incluyen mecanismos de resistencia al cancer en
la rata topo desnuda, la rata topo ciega y el elefante. Muchas otras especies de mamiferos
de larga vida muestran resistencia al céncer, incluidas ballenas, ardillas grises,

murciélagos, vacas y caballos (11).

Se han planteado distintos mecanismos de supresion tumoral que pueden variar entre
especies grandes y de larga vida (4,5). Las células de organismos con cuerpos grandes
podrian ser mas sensibles al dafio del ADN o la activacién de un oncogeén y, por lo tanto,
serian mas eficientes para la apoptosis (4,12). Otro mecanismo relacionado seria mediante
la disminucion de la longitud de los telomeros. Al tenerse telomeros mas cortos se
limitaria el namero de veces que las células pueden dividirse y se reducen las

oportunidades de acumular mutaciones cancerigenas (4,9).

El aumento de nimero de copias de genes supresores de tumores también podria suprimir
el cancer en animales grandes ya que para producir un fenotipo maligno tendrian que
realizarse mas mutaciones para asi inhabilitar a todas las copias. Por lo tanto, el aumento
de nimero de copias de los TSG también podria permitir que los organismos grandes y
longevos expresaran en mayor cantidad a los TSG en comparacion con animales mas

pequefios y de vida mas corta (4, 13, 14).



Los supresores de tumores han sido los més estudiados para explicar la paradoja de Peto
a pesar de que no se ha documentado una relacion directa entre los genes supresores de
tumores y el aumento de la masa corporal y longevidad. La amplificacidn de estos genes
se ha documentado en elefantes con TP53, caballos con MAL y murciélagos con FBXO31
(15). En el caso de los elefantes, estos tienen una tasa de cancer inferior ya que la
amplificacion de TP53 les brinda una respuesta apoptética mas eficiente después del dafio

en el ADN (12).

Reparacion de ADN

Los genes de reparacion de dafios en el ADN (DDR) son los responsables del
mantenimiento de la estabilidad gendmica humana. Su desregulacién conduce a niveles
altos de inestabilidad genomica, mayor tasa de mutacion y mayor heterogeneidad
intratumoral (16,17). La remodelacion de la cromatina, reparacion de ruptura de doble
hélice (DSB) y homeostasis redox son los mecanismos principales por los cuales el estado

metabolico celular influye en las vias de DDR (16).

Los genes DDR pueden agruparse en vias funcionales definidas por criterios genéticos,
bioquimicos y mecanicistas. La reparacion por escision de base (BER), la reparacion por
escision de nucledtidos (NER) y las vias de reversion / reparacion de dafio directo (DR)
reparan el dafo de la base del ADN, mientras que la reparacion mismatch (MMR) corrige
los pares de bases y bucles pequefios que a menudo se encuentran en el ADN de secuencia
repetitiva. La recombinacion homologa dependiente (HR), la union del extremo no
homologo (NHEJ), la via de la anemia de Fanconi (FA) y la sintesis de ADN de

translesion (TLS) actuan solos o juntos para reparar roturas de cadenas de ADN y eventos



complejos como enlaces cruzados entre cadenas (17,18). Estos mecanismos de reparacion
de ADN mencionados se encuentran altamente conservados en diferentes organismos

(18).

Las proteinas reparadoras de ADN pueden unirse directamente al ADN o depender de las
interacciones proteina-proteina. Los actores en los sistemas de reparacion son: endo- y
exonucleasas y glicosidasas, helicasas de ADN, ATPasas, ADN ligasas, ADN
polimerasas y nucleotidiltransferasas, dominios de unién a ADN y adaptadores. Los
dominios implicados en la union del ADN se encuentran conservados, principalmente en
funcién de su estructura predicha, tamafio pequefio y ausencia de residuos polares
involucrados en una actividad catalitica (19). Se ha visto que estudios protedmicos han
revelado nuevos conocimientos en estudios comparativos de envejecimiento por lo que
el alineamiento maltiple y modelamiento estructural 3D de estas proteinas nos permitirian

observar las diferencias especificas en sus secuencias entre distintas especies (20).

PROBLEMA DE INVESTIGACION

La comprension de la paradoja de Peto implica la comprension de como la naturaleza ha
resuelto el problema del cancer en el transcurso de evolucion y se espera que, en un futuro,
permita la prevencion del cancer y, en un aspecto ambiental la apreciacion de la
biodiversidad y la necesidad de conservar especies. Un estudio comparativo entre
humanos y las especies que presentan la paradoja de Peto permitiria el desarrollo de
nuevos tratamientos tanto como para prevenir como para tratar al cancer. Diversas
hipétesis se han formulado para poder explicar la paradoja de Peto. Sin embargo, estas

han variado dependiendo del organismo puesto que el aumento en el tamafio corporal ha



evolucionado de manera independiente a lo largo del tiempo (5). Entre las hipotesis
planteadas se encuentran procesos relacionados a la reparacion de ADN, sin embargo no
especificamente a este mecanismo. La interrupcion de la reparacion del ADN y / o las
respuestas al dafio del ADN provocan signos de envejecimiento prematuro y la
predisposicion al cancer. Ademas, las vias de reparacién del ADN se vuelven menos

eficientes con la edad (9).

Con excepcion de la via FA, todos los procesos moleculares mencionados se han visto
identificadas en la mayoria de organismos (17). Esto demuestra que los mecanismos
centrales de reparacion del ADN se encuentran altamente conservados y se recalca la
importancia de la integridad gendmica en la célula (14,18). Algunas de las proteinas
codificadas de los genes DDR reconocen y unen al ADN por lo que los dominios de union
al ADN juegan un papel importante en su regulacion. Estos dominios de union al ADN

muestran una conservacion de residuos de contacto de ADN (21).

Genes reparadores de ADN en las ballenas se han visto amplificados y seleccionados
positivamente. La ballena boreal (Balaena mysticetus) es una ballena grande que puede
vivir mas de 200 afios y que presenta una baja incidencia de cancer. El gen ERCC1, que
es parte de la via de reparacion por escision de nucledtidos, presenta seleccidn positiva
en el genoma (22). Este mismo gen presenta seleccion positiva en la ballena jorobada
(23). Ademas, el genoma de la ballena boreal contiene duplicaciones del gen de
reparacion de ADN PCNA. Por otro lado, genes como POLE muestran cambios de
aminoacidos idénticos entre taxones dispares unidos por los rasgos de gran tamafio

corporal y/o longevidad extrema (22,23).



La inactivacion del gen TP53 conduce a la supresion de la apoptosis, el aumento de la
proliferacion y la inestabilidad gendmica. Se ha reportado que los elefantes tienen una
tasa de cancer inferior y que esta se deberia a la amplificacion de TP53 y algunas de sus
variantes. El aumento en el nimero de copias de este gen y sus variantes permitirian una
respuesta apoptdtica mas eficiente después del dafio en el ADN ya que las variantes
estabilizan a p53 evitando que se ubiquitine y se degrade y la amplificacién, menos

probabilidades de inactivar al gen (24).

Las estrategias para evadir al cancer parecen diferir entre las ballenas y los elefantes. Las
ballenas evaden el cancer mediante el mejoramiento de la eficiencia de reparacion de
ADN, mientras que, los elefantes, mejoran la sensibilidad para responder al dafio del
ADN e inducir apoptosis. Los estudios mencionados previamente nos llevan a suponer
que las ballenas, al tener una estrategia de evasion al cancer inclinada a la reparacion del
ADN, podrian tener proteinas reparadoras de ADN mas eficientes. Ello puede ocurrir
tanto por el aumento de nimero de copias de genes DDRs como por variaciones en la
secuencia de aminoacidos, estructura y funcion proteica. Estas caracteristicas
estructurales no se apreciarian en los elefantes, que presentan una estrategia dirigida hacia
la apoptosis, mas no a una reparacién mas efectiva. Se plantea un estudio que compare
las secuencias de aminoacidos y estructuras 3D de los genes reparadores de ADN de las

ballenas, elefantes, ratones y humanos.

ESTRATEGIA DE ABORDAJE

Determinacién de genes DDRs

Se elaborara una lista de los genes DDRs de humano consultando KEEG (Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes), una base de datos util para comprender las
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funciones y utilidades de alto nivel de sistemas biol6gicos, como la célula, el organismo
y el ecosistema (25). Se tomaran en cuenta las siguientes 6 vias en humanos involucradas
con reparacion del ADN:

- Reparacion por escision de base (BER)

- Reparacion por escision de nucleétidos (NER)

- Reparacion mismatch (MMR)

- Recombinacion homoéloga dependiente (HR)

- Union del extremo no homologo (NHEJ)

- Via de la anemia de Fanconi (FA)
El nombre de los genes e informacion de las proteinas DDRs y rutas se obtendran tanto

de KEGG como del recurso REPAIRtoire (http://repairtoire.genesilico.pl/proteins/).

Identificacidn de ortdlogos y alineamientos multiples.

Se buscaran ortologos en ballena (Balaena mysticetus), elefante (Loxodonta africana) y
raton (Mus musculus) empleando BLAST, ingresando el nombre de cada gen DDR
humano. Se reconoceran los ortélogos en ballenas y elefantes y se descargaran sus
secuencias de aminoacidos desde BLAST y Uniprot. Se seleccionaran sélo las proteinas

que hayan tenido e-valor <0.0001.

Se realizaran alineamientos multiples con Clustal W para identificar la conservacion de
dominios y reconocer los aminoacidos variantes en estos. La informacion de los dominios
se obtendrd& de PFAM o Interpro a traves de la base de datos REPAIRtoire

(http://repairtoire.genesilico.pl/proteins/). Los residuos criticos para la funcion proteica

incluida la unién al ADN se obtendran de BRENDA y Uniprot. En el alineamiento se

determinara la conservacion o variabilidad de dichas residuos.
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Prediccién de la estabilidad de las proteinas DDRs

Con el fin de evidenciar diferencias en la estabilidad de las proteinas DDRs entre las
especies de estudio, se estimara la energética de estabilizacion de los ortologos. Para ello

se empleard i-Mutant (http://gpcr2.biocomp.unibo.it/I-Mutant.htm).

Estudio del impacto de variantes genéticas en la funcién proteica

Dado que pensamos que los mecanismos de reparacion de ADN en elefante son menos
eficientes, se estimara el impacto de las variantes genéticas de cada ort6logo en la funcion
de las proteinas DDRSs, en las especies de estudio. Se utilizard la base de datos SIFT

(https://sift.bii.a-star.edu.sg/) para dichos fines.

Modelamiento molecular

En aquellas proteinas DDRs donde se aprecie una afectacion en la estabilidad proteica
y/o su funcién esté comprometida (variantes dafiinas o no toleradas), se conducira un
estudio estructural. Se modelaran las estructuras 3D mediante SwissModel y Phyre2

(https://swissmodel.expasy.org/) y se visualizardn con Chimera y SwissPDB Deep

viewer. Se superpondran los ort6logos mediante la herramienta “IterativeMagic Fit” de
Deep View. Se calculara el rmsd (desviacion de la media cuadratica) para estimar las
diferencias estructurales en los dominios cataliticos. Se identificaran el arreglo espacial

que adquieren los dominios cataliticos de los ortélogos y se describira la conformacion.
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