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Lista de Abreviaturas

TERT - transcriptase reversa da telomerase

TR ou TERC — subunidade de ARN da telomerase
DKC1 - subunidade de disquerina da telomerase

3" —terminacdo trés linha

5" - terminacdo cinco linha

TAT2 - molécula ativadora da telomerase

Ensaio TRAP — “telomere repeat amplification protocol”
ALT - Alongamento Alternativo dos Telémeros

TAT2 - molécula ativadora da telomerase

DSB - quebras de cadeia dupla
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Resumo

Este trabalho tem como objetivo explorar a relevancia da telomerase em tratamentos
futuros e revelar semelhancas da fisiopatologia do envelhecimento e cancro. Fiz uma breve
revisao de varios artigos na area de geriatria, oncologia e gerontologia. Utilizei a rede privada
virtual da Universidade de Coimbra. A telomerase é ativa em células estaminais e outras de alta
taxa de divisdo, encontra-se ativa também em 90% das células tumorais. A atividade da
telomerase é nula nas células somaticas diferenciadas. E amplamente discutido se a telomerase

é o fator que permite a estas células ultrapassar o limite de Hayflick e atingir a imortalizacao.

A regeneracado de tecidos e a formacdo de tumores parecem ter como passo necessario
a ativacdo da telomerase. Por um lado a ativacdo parece permitir a renovacdo tecidual e
consequente reversdo de alguns efeitos do envelhecimento. Por outro lado a inibi¢do da

telomerase pode ser uma ferramenta dirigida a cessar a divisao celular em carcinomas.

Estudos em ratinhos mostraram que a promocao da telomerase é certamente uma faca
de dois gumes, pois quando a renovacao tecidual € promovida, a0 mesmo tempo a oncogénese

também é.

Em ensaios clinicos a inibicdo da telomerase com oligonucle6tidos homologos da
subunidade catalitica da telomerase, nomeadamente o Imetelstat, revelou-se promissor na
reversdo de mielofibrose em doentes selecionados. Apesar da hepatotoxicidade elevada,
conseguiu produzir remissdes histolégicas consistentes em doentes com mielofibrose acelerada,
a remiss@o nunca fora conseguida com outros farmacos. O desenvolvimento de outras terapias

dirigidas ao cancro com melhoria na distribuicéo e penetracao celular é esperado.

A administragédo de telomerase no tratamento dos sintomas de envelhecimento revela-

se ineficaz. A reparacdo dos telémeros parece ndo curar em pleno o dano e desgaste feito a
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célula durante a mitose. A telomerase ndo repara os organelos, mas pode ser fator limitante a

montante, por isso fica em aberto a possibilidade da criacdo outro tipo de terapias.

O aparato telomero e telomerase é complexo, a sua manipulacdo com knock-out,
promocdo de genes ou uso de substancias agonistas, homélogas ou inibidoras carece ainda de

reproducao técnica e rigor.

Existe uma grande variagdo no comportamento dos teldmeros entre individuos e entre
células do mesmo individuo, eles tém fraco valor preditivo no envelhecimento. As variacdes

mais consistentes aparecem em células expostas a grande taxa de divisao.

A atividade da telomerase e comprimento dos telomeros é mais indicativo da taxa de
divisdo de uma célula e ndo da expetativa de vida do organismo. O comprimento dos telémeros

parece ser um bom indicador do estado atual da célula no que diz respeito a atividade mitotica.

As evidéncias sugerem que o estado de encurtamento ou alongamento dos telomeros
ndo € a causa do envelhecimento celular, mas sim uma das consequéncias. Adicionalmente o

encurtamento parece nao ser necessario para que haja envelhecimento.

A ativacdo da telomerase tem sido observada em cerca de 90% de todos os tumores
humanos, o que sugere que a imortalidade conferida pela telomerase desempenha um papel
chave no desenvolvimento do cancro. Infiro que o encurtamento dos telémeros ndo tém um
papel muito relevante na apoptose celular, mas a ativacdo das telomerases com manutengdo dos

telomeros parece ser importante na imortalizacdo tumoral.

A telomerase serd& um alvo importante na terapia tanto do cancro e como do

envelhecimento, porém os métodos atuais da sua modulacdo revelam-se muito insuficientes.

O telémero protege o genoma de recombinacgdes durante a divisao celular, é sobretudo

desta forma que o telémero protege os tecidos do envelhecimento e cancro.
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Abstract

This study aims to explore the relevance of telomerase in future treatments and reveal
similarities in pathophysiology of aging and cancer. | made a brief review of several articles in
the areas of geriatrics, oncology and gerontology. | used the virtual private network of the
University of Coimbra. Telomerase is active in stem cells and other cells with high rate of
division, it is active also in 90% of tumor cells.. Telomerase activity is null in differentiated

somatic cells.

It is widely debated whether telomerase is the factor that allows these cells to exceed

Hayflick limit and achieve immortalization.

The tissue regeneration and tumor formation seem to have as a necessary step the
telomerase activation. On one hand the activation may allow for tissue renewal and consequent
reversal of some effects of aging. Furthermore inhibition of telomerase may be a tool directed

to cease cell division in carcinomas.

Studies in mice have shown that the promotion of telomerase is indeed a double-edged
sword because when the tissue renewal is promoted at the same time oncogenesis also is. The
repair of telomeres does not completely heal the damage and tear done to the cell during mitosis.
During mitosis cell organelles are divided into the progeny cells. The telomerase does not repair

organelles, but it can be a limiting factor upstream.

In clinical trials, the inhibition of telomerase with oligonucleotides homologous to the
catalytic subunit of telomerase, in particular Imetelstat, proved promising in myelofibrosis
reversal in selected patients. Despite the high hepatotoxicity, it managed to produce consistent
histological remission in patients with accelerated myelofibrosis, the remission has never been

achieved with other drugs.
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The development of other cancer targeted therapies with improved cell penetration and

distribution is expected.

The telomere and telomerase apparatus is complex, its manipulation with knock-out
genes, promoting genes or use of agonists, homologous or inhibiting substances have yet no

technical reproduction nor accuracy.

There is wide variation in the behavior of telomeres between individuals and between
individual cells, they have poor predictive value of aging. The most consistent variations appear

in cells exposed to high division rates.

Telomerase activity and telomere length is a better indicative of the rate of cell division
rather than its life expectancy. The length of telomeres is a good indicator of the current state

of the cell with respect to mitotic activity.

Evidence suggests that the state of shortening or lengthening of telomeres is not the
cause of cell aging, but one of the consequences. Additionally shortening does not appear to be

necessary for aging to exist.

The telomerase activation has been observed in approximately 90% of all human
tumors, suggesting that immortality conferred by telomerase plays a key role in cancer
development. I infer that the shortening of telomeres does not have an important role in cellular
apoptosis, but the activation of telomerase with maintenance of telomeres appears to be

important in tumor immortalization.

Telomerase is an important target in the treatment of both cancer and aging, but current

methods of its modulation prove to be very inadequate.

The telomere protects the genome from recombination during cell division, this is

mostly the way it protect tissues from aging and cancer.
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Introducéo

O envelhecimento e o cancro sdao fendmenos que andam de méos dadas. Apesar dos
casos mais dramaticos de neoplasia serem muitas vezes nas faixas etarias mais jovens, ndo

podemos negar que existe correlagcdo positiva entre idade e cancro.

Nesta medida o cancro e o envelhecimento tornam-se partes integrantes de um flagelo
social. Ambos promovem uma fragilidade marcada que muitas vezes ndo encontra resposta

apropriada.

O envelhecimento e o cancro tém implicacGes semelhantes a nivel social. Encontramos,
habitualmente, uma pessoa privada da for¢a e capacidade de outrora e com uma esperanca de

vida reduzida quando comparada com a média populacional.

Ao nivel biologico, a evidéncia aponta para uma semelhanca entre cancro e
envelhecimento. Definimos envelhecimento celular como a incapacidade de divisdo somatica
acompanhada por perda de fungéo (senescéncia celular) e definimos cancro como capacidade
de divisdo celular descontrolada acompanhada por perda ou alteracdo de funcdo. Estes
processos podem converter-se um no outro: células senescentes que ao inves de pararem a
divisdo celular se multiplicam freneticamente a todo o custo ou tecido neoplasico que apds

terapia ddo lugar a tecido cicatrizado com células sem capacidade de divisdo, nem fungéo.

Os telomeros e telomerase, como parte integrante de um sistema de protecdo dos

cromossomas durante a divisdo celular, apresentam-se como potenciais alvos terapéuticos.

Pretendo explorar a relevancia do sistema telomero/telomerase na senescéncia celular,

envelhecimento e cancro.
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Objetivos

O presente trabalho tem como principal objetivo elaborar uma revisdo sobre o estado
atual da arte no que se refere a aplicacdo clinica e terapéutica do conhecimento dos telomeros

e da telomerase e dar perspetivas futuras em relacdo ao seu papel no envelhecimento e cancro.

Pretende-se, ajudar a clarificar até que ponto as substancias moduladoras da telomerase
podem ter um papel importante no tratamento do cancro ou dos sinais e sintomas de
envelhecimento, ajudar a clarificar a relagcdo cancro e envelhecimento e, se possivel, abrir portas
a investigacao de medicamentos de terapia dirigida que ajudem a tornar o cancro numa doenca

principalmente cronica.

Do mesmo modo, a investigacdo de moléculas de terapia dirigida a promoc¢do da
telomerase em tecidos especificos podera reduzir os sintomas e sinais subtis que comprometem

um envelhecimento saudavel.
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Material e Métodos

Para a realizacdo deste trabalho, efetuei uma pesquisa de artigos publicados nas areas
de Gerontologia, Oncologia e Geriatria indexadas na base de dados da PubMed. Utilizei a Rede
Privada Virtual da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra. Os termos de pesquisa
utilizados foram “telomerase therapy”, “aging theories”, “aging, cancer and telomerase” €
“aging, cancer and hayflick limit”. Nao se restringiram as referéncias bibliogréaficas por idioma

de publicacéo, tendo sido selecionados os artigos considerados relevantes para o tema.

Nesta revisdo entende-se oncogénese como o processo pelo qual uma linha celular toma
caracteristicas cancerosas e entende-se linha celular como o conjunto de células progenitoras e

descendentes geradas por sucessivas mitoses.

Entende-se envelhecimento como processo multifatorial baseado na senescéncia celular

definida como incapacidade de a célula se dividir e executar as suas fun¢des em pleno.

10
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1-Definicao

A telomerase, também chamada de transferase terminal de telémeros, € uma
ribonucleoproteina que adiciona a sequéncia polinucleétida "TTAGGG" a extremidade 3' dos

telomeros, que se encontram nas extremidades dos cromossomas de células eucarioticas.

Os telomeros sdo uma regido de sequéncias de nucledtidos repetidos em cada
extremidade de um cromossoma, que protegem essa mesma extremidade da deterioragdo ou de
fusdo com cromossomas vizinhos. O seu nome é derivado dos substantivos telos (do grego:

“fim”) e meros (do grego “pega”).

A sequéncia de nucledtidos repetida nos telomeros é transferida pela enzima telomerase:

TTAGGG repetida aproximadamente 2.500 vezes num cromossoma humano.

A telomerase € uma transcriptase reversa, pois transcreve nucleétidos a partir de ARN

para 0 genoma.
Tem na sua constituicdo uma molécula de ARN (com o padréo de "UCCC CCCAA").

O ARN da telomerase € o molde utilizado para o alongamento do ADN dos telémeros

na divisdo celular. S&o adicionados, portanto, os nucledtidos “TTAGGG”.

Os telémeros funcionam como tampdes ndo codificantes nas extremidades dos
cromossomas, que sao truncados durante a divisdo celular; a sua presenca protege as areas

codificantes de serem truncadas.

Ao longo de cada divisdo celular, o telémero tornar-se mais curto. [2] A telomerase tém
a funcdo de repdr os telomeros. Contudo este processo pode nao ser suficiente, pois células de

individuos mais velhos demonstram ter teldmeros encurtados.

11
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2-Contexto Historico

No inicio de 1970, o bidlogo russo Alexei Olovnikov [3] reconheceu pela primeira vez

que 0s cromossomas eram incapazes de replicar completamente as suas extremidades. (fig.1)

Construindo sobre a experiéncia de Leonard Hayflick do limite de divisdo somaética das
células (1961), Olovnikov sugeriu que as sequéncias de ADN sdo perdidas a cada vez que uma
célula se replica até que a perda atinge um nivel critico, em que a divisdo celular termina.
Olovnikov sugeriu a hip6tese de envelhecimento e de oncogénese baseada nos telémeros, mas

ndo possuia evidéncia suficiente para defender a teoria.

Durante a década de 1970 ndo houve reconhecimento de que o mecanismo de

encurtamento dos teldmeros limitaria as células a um ndmero fixo de divisoes.

S6 mais tarde, em 1984, € que a telomerase foi descoberta por W. Greider e Carol

Elizabeth Blackburn em estudos experimentais nos cilios do protozoa Tetrahymena.

Juntamente com Jack Szostak, Greider e Blackburn foram agraciados com o Prémio
Nobel de 2009 em Fisiologia e Medicina pela descoberta de como 0s cromossomas séo

protegidos por telémeros e pela enzima telomerase.

No inicio do século XXI , o papel dos telomeros e da telomerase no envelhecimento
celular e cancro registou alguns avancos, com o desenvolvimento da clonagem do ARN e dos
componentes cataliticos da telomerase humana [6] e com o desenvolvimento de uma reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) modificada para a medicédo de atividade da telomerase chamada de
ensaio TRAP, que tem sido ferramenta importante para examinar a atividade da telomerase em

varios tipos de cancro.

12
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A composicdo proteica especifica da telomerase foi identificada em 2007 por Scott
Cohen e sua equipa no Children's Medical Research Institute (Australia). [8] A estrutura
tridimensional da subunidade catalitica da telomerase foi descodificada em alta resolucdo em
2008 por Emmanuel Skordalakes e sua equipa no animal Tribolium castaneum (Besouro

Castanho). [9]

Fig. 1 Cromossomas humanos com teldmeros a branco (imagem de U.S. Department of Energy
Human Genome Program)

13
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3-Estrutura da Telomerase

O complexo da enzima telomerase humana é constituido por quatro subunidades
principais: duas moléculas de transcriptase reversa da telomerase (TERT), uma de ARN da
telomerase (TR ou TERC) e uma disquerina (DKC1). Os genes das subunidades de
telomerase estdo localizados em diferentes cromossomas. O gene TERT humano (hTERT) é
traduzido para uma proteina de 1132 aminoéacidos. Este polipeptideo dobra-se e vai acoplar

a porcdo TERC, que contéem ARN (451 nucle6tidos de comprimento).

A TERT tem uma estrutura com capacidade envolvente que permite que seja moldada
a volta do cromossoma para conseguir adicionar repeti¢cdes numa cadeia simples de maneira a

fazer manutencdo dos telomeros. (fig.2)

A TERT é uma transcriptase reversa, classe essa de enzimas que gera ADN de cadeia

simples utilizando um ARN de cadeia simples como um molde.

A enzima compartilha caracteristicas comuns com transcriptases reversas de retrovirus,

polimerases de ARN viral e polimerases de ADN de bacteriéfagos de familia B.

14



Telomerase: a sua relevdncia no envelhecimento e cancro

Telomerase binds to 3’ flanking end of telomere ‘ \
that is complementary to telomerase RNA Y \
)

Bases are added using RNA as template

Telomerase relocates

DNA polymerase complements
the lagging strand u

2%

Fig.2 Imagem que ilustra como a telomerase alonga o telémero progressivamente (imagem de Uzbas,

F. em Creative Comons)
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4-Funcao da Telomerase

Ao utilizar a subunidade TERC, a TERT adiciona uma sequéncia repetida de seis
nucledtidos, 5'-TTAGGG (a sequéncia difere consoante 0 organismo, mas é igual em todos 0s
vertebrados) a terminacdo 3' dos cromossomas. Essas repeticbes TTAGGG sdo chamados
telomeros, ao qual se juntam varias proteinas parceiras de ligacdo, que formam um complexo
tampdo chamado de telosoma (do grego “corpo final”) ou também chamado de shelterina. O

molde de ARN da subunidade TERC é 3-CAAUCCCAAUC-5". [11]

Para iniciar o processo de polimerizagdo, a telomerase vincula os primeiros nucleétidos
da TERC aos ultimos da sequéncia do teldmero no cromossoma. De seguida adiciona uma nova

sequéncia (5'-GGTTAG-3"), desfaz a ligacéo, realinha a nova extremidade e repete 0 processo.

Desta forma a telomerase inverte o encurtamento do telomero (fig.3).

RNA
Template

(BRI

Nucleotide

Fig.3 Hustracdo da molécula telomerase (imagem de Sierra Sciences LLC)
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5-Telomerase e Envelhecimento

O encurtamento dos telomeros ¢é das teorias deterministicas do envelhecimento mais
aceites e difundidas na comunidade cientifica. Ela explica em parte o limite da divisdo somatica
de uma célula. Contudo o processo de envelhecimento afeta mais sistemas moleculares do que

apenas os telémeros.

Em circunstancias normais de cultura se uma célula se dividir de forma recursiva, em
algum momento a sua descendéncia vai atingir o limite de Hayflick. Este limite esta
estipulado ser entre 50-70 divisGes celulares. Atingindo o limite as células tornam-se
senescentes e param de se dividir. A telomerase permite a descendéncia celular repor o
ADN perdido, possibilitando que a linha celular se divida sem nunca atingir o limite. Este

crescimento ilimitado é, também, caracteristico do crescimento maligno.

As células estaminais embrionarias expressam telomerase, o que lhes confere um alto
poder de divisdo, certamente ultrapassando as 50 a 70 divisdes propostas, isto explica a

capacidade de gerarem um individuo composto de inimeras linhas celulares diferentes.

Nos adultos, a telomerase é altamente expressa apenas em células que precisem de se
dividir regularmente: células germinais masculinas, mas também nos linfdcitos ativados e
certas células estaminais adultas, ao passo que a maior parte das células somaticas ndo a

expressa.

17
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A respeito do envelhecimento, um estudo de biologia comparativa entre mamiferos
indicou que o comprimento dos telémeros de algumas espécies de mamiferos se correlaciona
inversamente, ao invés de diretamente, com a expetativa de vida. Foi concluido que a

contribuicdo do comprimento dos telémeros na expetativa de vida ndo esta resolvida.

Em alguns tecidos p6s-mitéticos, tal como no cérebro de rato (e por extrapolacdo no

cérebro humano) o encurtamento dos telomeros ndo ocorre com a idade.

Da mesma forma, em humanos, o comprimento dos telémeros do musculo esquelético

parece permanecer estavel entre pelo menos as idades de 23 a 74 anos.

Outra experiéncia feita com musculo esquelético de babuino velhos, mostrou menos de

3% de ndcleos de midcitos que continham teldmeros encurtados.

No figado humano, células epiteliais das vias biliares e hepatocitos ndo mostraram

nenhum encurtamento dos teldmeros relacionado com a idade.

Um outro estudo encontrou poucas evidéncias que, em humanos, o comprimento dos
telomeros fosse um biomarcador importante do envelhecimento no que diz respeito as

habilidades cognitivas e fisicas.

18
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Destes estudos infiro que no envelhecimento a atividade da telomerase € mais
importante do que o comprimento efetivo dos telomeros. O encurtamento dos telomeros existe
em tecidos submetidos a uma grande carga mitotica, fendmeno que é residual no tecido

encefalico classicamente descrito como tendo baixa taxa de proliferacao.

O encurtamento dos telomeros parece ndo ser uma medida linear do envelhecimento em
células diferenciadas, ou também chamadas de pds-mitéticas, como 0s neurdénios e miocitos.
Este tipo de tecidos esta descrito como largamente incapaz de regeneracdo ou proliferacéo
eficiente ap6s dano, o que implica uma taxa mitética muito baixa e pode explicar a preservacado

dos telomeros durante a maior parte do ciclo de vida.

O potencial dos telémeros para o diagnostico de envelhecimento é fraco, porque o

telomero mantém-se largamente intacto até aos extremos etarios.

O envelhecimento é um processo multifatorial e os teldmeros sdo parte da dinamica de
um organismo multicelular. N&o devem ser vistos como limitadores ou potenciadores de uma

vida longa mas sim como protetores do genoma durante a divisao celular.
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Estudos recentes realizados em outras espécies reforcam que a relacéo entre telomeros

e envelhecimento esta atualmente menos bem estabelecida do que inicialmente se pensava:

Em 2003, cientistas observaram que os telémeros de aves marinhas de vida longa

(Oceanodroma leucorhoa) aumentavam com a idade cronolégica.

Em 2006, Juola et al. relatou que na ave marinha, (Fregata minor), o comprimento
dos telémeros diminuia durante os 40 anos de vida da espécie, mas a velocidade de queda
abrandava macigcamente com idades crescentes, e que as taxas de reducdo comprimento dos

telémeros variavam muito entre as aves individuais e provavelmente de célula para célula.

Além disso, Gomes et al. encontrou num estudo de biologia comparativa de mamiferos,
que o comprimento dos telomeros de diferentes espécies se correlacionava inversamente, ao

invés de diretamente, com a expetativa de vida.

Harris et al. que encontrou pouca evidéncia de que, em humanos, o comprimento dos
telomeros seja um biomarcador importante do envelhecimento normal no que diz respeito as

habilidades cognitivas e fisicas importantes.

Gilley e Blackburn testaram se a senescéncia celular no protozoéario paramécio é
causada pelo encurtamento dos telomeros, e descobriram que os telémeros ndo foram

encurtados durante a senescéncia.
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Estes estudos concluiram que o comprimento dos telomeros ndo poderia ser usado para
determinar a idade, devido a variabilidade entre organismos e entre células, assim como a nao

linearidade da sua reducéo.

Existe uma grande variacdo no comportamento dos telémeros, eles tém fraco valor
preditivo no envelhecimento. Infiro que as variagfes mais consistentes aparecem em células

expostas a grande taxa de diviséo.

Talvez a atividade da telomerase e comprimento dos telémeros seja mais indicativo da

taxa de divisdo de uma célula e ndo da expetativa de vida do organismo.

Todas estas evidéncias sugerem que o estado de encurtamento ou alongamento dos
telomeros ndo é a causa do envelhecimento celular, mas sim uma consequéncia.

Adicionalmente 0 encurtamento parece nao ser necessario para que haja envelhecimento.

O comprimento dos telémeros ndo é um bom marcador da idade da célula. Penso que

seja, sim, um bom indicador do estado atual da célula no que diz respeito a atividade mitética.
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5.1 Perspetivas de Tratamento do Envelhecimento

Experiéncias onde o componente catalitico da telomerase foi clonado de modo a ativar
a telomerase mostraram a capacidade de imortalizar células humanas em cultura. Este estudo

foi publicado em 1998, na revista Science.

Levantou-se a questdo se a telomerase poderia ser um elixir da vida eterna, ou pelo

menos poderia ajudar a combater doencas de caracter degenerativo.

E 16gico que inverter o encurtamento dos telomeros através da ativagio da telomerase
seria uma ferramenta potente para retardar os efeitos do envelhecimento, contudo os estudos

experimentais ndo suportaram esta hipotese.

Prolongar a vida humana através do bypass do limite de Hayflick é um objetivo

coerente.
Trés maneiras foram propostas para inverter encurtamento dos telomeros:
-farmacos (anticorpos, nucledtidos e pequenas moléculas)
-terapia génica

-supressao metabolica (restricdo calorica ou hibernacao).
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Foi demonstrado que o encurtamento do telomero é revertido em hibernacao (Turbill, et

al. 2012 e 2013) e que a hibernacao prolonga vida atil (Lyman et al. 1981).

Em 2002, Weinstein e Ciszek levantaram a hipétese de que telémeros mais longos e,

especialmente, a ativacao da telomerase podem provocar um aumento da incidéncia de cancro.

Um estudo mostrou que ratinhos com niveis elevados de telomerase tinham maior
incidéncia do cancro e, portanto, ndo viviam mais tempo. A telomerase parece assim favorecer
a tumorogénese/oncogénese, 0 que levanta perguntas sobre o seu potencial como uma terapia

de anti-envelhecimento.

Por outro lado, outro estudo mostrou que a ativacdo da telomerase em ratinhos,
promovendo a sobre expressdo a subunidade catalitica da telomerase, provocou aumento da
sobrevida. Contudo este estudo teve como populacdo ratinhos tornados doentes

previamente.

Ratinhos com delecdo do gene que produz a telomerase mostraram envelhecimento a
uma taxa muito mais rapida, morreram em cerca de seis meses em vez de chegar ao tempo de
vida média, cerca de trés anos. Fazendo-se o “knock-in” genético este efeito conseguiu ser

revertido ndo so na geracdo seguinte de ratinhos como também nos mesmos individuos.

Um estudo de 2012 relatou que a introdu¢do do gene TERT em ratinhos saudaveis com
um ano de idade, usando um vetor de adenovirus levou a um aumento de 24% no tempo de

vida, sem qualquer aumento no cancro.

De notar que estas investigaces com resultados mais promissores sao financiadas por

empresas de biotecnologia onde podera haver conflito de interesses.
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Estes estudos embora contraditorios parecem confirmar a relevancia da telomerase no

processo da oncogénese, na sua supressao, no controlo da senescéncia e da proliferacdo celular.

O aparato telomero e telomerase é complexo, a sua manipulacdo com knock-out,
promocdo de genes ou uso de substancias agonistas, homaélogas ou inibidoras carece ainda de

reproducdo técnica e rigor.

Em cultura apenas os nucleétidos e a terapia génica mostraram capacidade de

imortalizar as células.

Os anticorpos testados possuem eficacia questionavel.

Ainda ndo existem pequenas moléculas com atividade sobre a telomerase.

A supressdo metabolica ndo farmacoldgica com restri¢do caldrica ou hibernagédo foram

0s Unicos que mostraram aumento da sobrevida em organismos.

A supressdo metabdlica farmacoldgica é talvez o mecanismo utilizado por diversos

farmacos atualmente disponiveis (por exemplo as Estatinas, anti-diabéticos e quimioterapicos).

Muitas destas ideias ndo foram comprovadas como Uteis em humanos, ou sequer
experimentadas. Uma das dificuldades da regeneracdo com telomerase é que durante a mitose
os organelos celulares séo divididos pelas células descendentes. A telomerase nédo repara 0s

organelos.
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O estudo da telomerase tem entusiasmado cientistas ndo apenas no envelhecimento

mas também em areas afetadas por degenerescéncia celular especifica.

Num estudo foi feita exposicdo de linfocitos T de dadores humanos infetados pelo HIV
a uma molécula ativadora da telomerase (TAT2). O resultado mostrou retardamento do
encurtamento dos telémeros, e mais importante, mostrou um aumento do potencial proliferativo

e aumento da produgdo de citocinas, quimiocinas e da atividade antiviral destes linfocitos.

Este estudo revela que a telomerase podera ser importante para promover a diviséo de

uma linha celular senescente (neste caso linfocitos CD4+ infetados por HIV).

Outro estudo que incidiu sobre os judeus ashkenazi descobriu que os individuos de vida
longa herdaram uma versao hiperativa da telomerase. Este é um estudo promissor feito
com base na medicdo da atividade da telomerase por PCR chamado ensaio TRAP. A TRAP é

uma tecnologia pouco difundida, dispendiosa e e com utilidade em estudo.

Adicionalmente, em sindromes de envelhecimento precoce incluindo a sindrome de
Werner, Ataxia-Telangiectasia, sindrome de Bloom, anemia de Fanconi e sindrome de
Nijmegen estdo associados a telémeros curtos. No entanto, 0s genes mutados nestas
doencas tém um papel também na reparacdo dos danos do ADN e 0 aumento do dano pode, ele
proprio, ser um fator no envelhecimento prematuro, relegando os telomeros para um papel
secundario. Tentar manter o comprimento dos telomeros nestas doencas é uma area ativa de

investigacao.
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O telomero é uma estrutura nobre do cromossoma, ele protege o genoma de
recombinacGes durante a divisdo celular, é sobretudo desta forma que o telémero nos protege
do envelhecimento. Podemos observar na figura 4 (fig.4) a disposi¢do em ansa de “D” ¢ ansa

de “T” das duas cadeias, formando um “n6 protetor”.

a
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3 C-strand 3
b T-loop :
4
\

)
5: VG-strarjd — /
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Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Fig. 4 Telobmero com a terminagdo “T-Loop” (imagem de Nature Reviews — Molecular Cell Biology)
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6-Telomerase e Cancro

In vitro, quando as células se aproximam do limite de Hayflick, o tempo para a
senescéncia pode ser estendido por inativacdo das proteinas supressoras tumorais (P53 e
proteina do retinoblastoma (pRb)). Estas células alteradas, eventualmente, alcangam um evento
denominado de “crise”. A maioria das células em cultura morrem, mesmo tendo 0s genes
supressores tumorais inibidos. Contudo, uma pequena parte das células ndo para a diviséo.

Pensa-se que esta pequena populacao resistente seja a génese de muitos cancros.

Numa situacéo tipica sem atividade da telomerase os telomeros sdo encurtados ea
integridade cromossomica diminui com cada divisdo celular subsequente. As extremidades

expostas dos cromossomas sao interpretadas como quebras de cadeia dupla (DSB) no ADN.

Acredita-se que tal dano é reparado com a ligacdo das pontas partidas dos cromossomas
formando ansa em “T” e “D”. Contudo quando a célula faz isto devido ao encurtamento dos
telomeros, € possivel que as extremidades dos diferentes cromossomas se liguem umas as

outras.

Este fendmeno pode traduzir-se num alongamento alternativo dos telémeros,

independente da telomerase. Faz-se “bypass” ao controlo proliferativo.

Tal achado mostra que 0s genes supressores tumorais tém um papel intercruzado com

os teldmeros no controlo da divisao celular.

A divisdo celular provoca stress no genoma da célula. Durante a anafase, na disjuncéo
cromossémica, 0os cromossomas com ligacOes entre si sdo separados aleatoriamente. Daqui
podem resultar mutagdes e anomalias cromossémicas na geracdo seguinte. O genoma da célula

pode tornar-se instavel. Eventualmente, um dano fatal é feito ao genoma promovendo a
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apoptose ou, alternativamente, a célula passa a transcrever um grupo especifico de genes que
permitem a sua sobrevivéncia nestas condicOes deficitarias. Acredito que estes genes
fundamentais para a sobrevivéncia da célula com um genoma danificado sejam um tipo de

oncogenes.

O encurtamento dos telémeros nao € o fator essencial para promover a apoptose de uma

célula senescente, 0s genes supressores tumorais e de apoptose sdo fundamentais nessa fungéo.

Por isto, em teoria, a telomerase sozinha pode mostrar-se insuficiente para imortalizar
uma célula, pois além da conservacdo dos telémeros a célula necessita de promocao de certos
genes para atingir a imortalizagdo. Os mecanismos por de trds da imortalizacdo maligna e da

capacidade extraordinaria de divisdo das células estaminais continuam em estudo.

No que diz respeito ao cancro é notavel a quantidade de células com alta atividade da

telomerase.

Desde que estejam reunidas as condicGes para a sua duplicacéo, a ativagao da telomerase

torna alguns tipos de células e seus descendentes imortais (bypass do limite de Hayflick).

Muitas células malignas séo consideradas "imortais”, porque a atividade da telomerase
Ihes permite dividir indefinidamente, razdo pela qual adquirem uma vantagem competitiva face

as outras células.

Um bom exemplo, largamente estudado de celulas malignas imortais séo as células
HelLa. Elas tém sido usadas em todo o mundo como uma linha de células modelo desde 1951,
estas celulas foram colhidas de um dnico tumor do colo uterino da doente Henrietta Lacks e
mostram capacidades proliferativas excecionais nunca dantes observadas. Foram usadas na
criacdo da vacina contra poliomielite, no mapeamento de genoma humano e continuam a ser

amplamente usadas em diversas investigacoes.
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As alteracOes exatas que permitem a formacao de clones oncogénicos na linha celular
acima descrita ndo sao claras. Alguns biélogos chegaram a propor classificar estas células como
uma nova espécie. Estima-se que a cultura desta linha celular tenho atingido 20 toneladas desde

1951 até hoje.

Este acontecimento foi documentado no livro “The Immortal Life of Henrietta Lacks”

escrito por Skloot, Rebecca (2010).

A identificacdo de combinacfes de mutacGes que se formam em células imortais é
incerta. Embora as combinagdes variem com o tipo celular, as seguintes alteraces parecem ser
necessarias em todos os casos: ativacdo TERT, perda de fungdo da via p53, a perda de funcédo
da via pRb, a activacdo dos proto-oncogenes Ras ou myc e a aberracdo da proteina fosfatase

PP2A.

Ou seja, a célula tumoral tem: a telomerase ativa, eliminando o processo de morte pela
instabilidade cromossdmica ou perda cromossomica, tem auséncia de vias de apoptose e possui

ativacdo continua de mitose a custa de oncogenes.

Este modelo de cancro em cultura descreve com exatiddo o papel da telomerase em
tumores humanos reais. A ativacdo da telomerase tem sido observada em cerca de 90% de todos
0s tumores humanos , 0 que sugere que a imortalidade conferida pela telomerase

desempenha um papel chave no desenvolvimento do cancro.

Fica claro que o encurtamento dos telomeros ndo tém um papel muito relevante na
apoptose celular, mas a ativacdo das telomerases com manutengdo dos telémeros parece ser

importante na imortalizagdo tumoral.

Existem tumores sem ativacéo da telomerase (TERT), cerca de 10%. Estes tumores
empregam um meétodo diferente para manter o comprimento dos telémeros denominado

Alongamento Alternativo dos Telémeros (ALT). O mecanismo exato por tras desta
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manutencdo da via ALT ndo é claro, mas provavelmente envolve varios eventos de

recombinacdo cromossémica envolvendo o telémero.

Elizabeth Blackburn et al. identificou 70 genes presumidos no crescimento e propagacéo
do cancro e na ativacdo da glicolise, que permite que as células malignas possam usar
rapidamente o acgUcar para facilitar a sua taxa de crescimento (aproximadamente a taxa de

crescimento de um feto).

Abordagens dirigidas no controlo da telomerase e telémeros para a terapia do cancro

incluem a terapia génica, imunoterapia e pequenas moléculas inibidores da via sinalizadora.

Os telémeros séo fundamentais para a manutencao da integridade genémica e os estudos
mostram que a disfuncdo dos telémeros ou encurtamento € comumente adquirida durante o

processo de desenvolvimento do tumor.

Telébmeros curtos podem levar a instabilidade gendmica, a perda ou fusdo

cromossémica e a formacao de translocacdes ndo reciprocas.

Um estudo mostrou que os telémeros em células tumorais e nas suas lesdes precursoras

sdo significativamente mais curtos do que o tecido normal circundante.

Estudos observacionais tém encontrado telomeros mais curtos em muitos tipos de

cancro, incluindo: pancreas, 0sso, prostata, bexiga, pulmaéo, rim, cabeca e pescoco.

Além disso, doentes com Vvarios tipos de cancro mostraram possuir leucécitos com

telomeros mais curtos do que os controlos saudaveis.

Uma meta-analises recente sugere 1.4-3.0 vezes mais de risco de cancro para aqueles

com teldbmeros menores.
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No entanto, 0 aumento do risco varia de acordo com idade, sexo, tipo de tumor e
diferencas de fatores de estilo de vida. Estes estudos também ndo possuem a dimensao

suficiente para afirmar que telémeros curtos significam risco aumentado de cancro.

Alguns dos mesmos fatores de estilo de vida que aumentam o risco de desenvolver
cancro também tém sido associados com telémeros mais curtos: incluindo o stress, tabagismo,

inatividade fisica e dieta rica em agucares refinados.

Dieta e atividade fisica influéncia inflamacéo e stresse oxidativo. Estes fatores poderao

influenciar a manutencéo dos telémeros.

Stress psicoldgico também tem sido associado com o envelhecimento celular acelerado,

talvez refletido pela diminuicéo da atividade de telomerase e telémeros curtos.

Foi sugerido que uma combinacéo de modificacGes do estilo de vida, incluindo a dieta
saudavel, exercicio e reducdo do stress, tém o potencial de aumentar o comprimento dos
telomeros, reverter o envelhecimento celular e reduzir o risco de doencas relacionadas com o

envelhecimento.

Num recente ensaio clinico para pacientes com cancro da préstata em estadio inicial, as

mudancas de estilo de vida resultaram num rapido aumento da atividade da telomerase.

Talvez as modificacdes de estilo de vida tém o potencial para induzir naturalmente a
telomerase sem promover a oncogenese, COMO parece acontecer em ensaios de ativacdo da

telomerase.

Estes resultados mostram efetivamente a melhoria da esperanca de vida com as
modificacdes do estilo de vida. Contudo sera precipitado atribuir estes efeitos unicamente a

atividade da telomerase.
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Como foi dito anteriormente, a telomerase esta ativa em aproximadamente 80-90% dos
tumores. No entanto, uma fragdo consideravel de células malignas emprega alongamento
alternativo dos telomeros (ALT) [53]. A ALT é uma via alternativa de alongamento que envolve

a transferéncia de telomeros entre cromatideos.

A telomerase é uma enzima natural que promove a reparacao dos telomeros. Ela esta
ativa em células estaminais, células germinativas, foliculos pilosos e 80-90% das células
malignas. A sua expressao é reduzida ou ausente em células somaticas. Estes dados reforcam o

potencial de criacao de terapéuticas dirigidas.

A telomerase podera ser um bom marcador tumoral porque a maioria das células
cancerigenas expressam altos niveis. A atividade da telomerase pode ser identificada pelo seu

dominio catalitico proteico (hnTERT).

Os tumores e fibroblastos (células produtoras de matriz extra-celular, importantes na

cicatrizagdo) tém alta atividade da telomerase.

As células estaminais epiteliais e sua descendéncia inicial sdo as Unicas células nao

malignas em que a atividade da TERT pode ser detetada.

Um estudo afirmou uma vez que a expressao da TERT € apenas dependente do nimero
de células tumorais dentro de uma amostra, a quantidade de TERT pode indicar a gravidade de

um cancro.

A expressdo de TERT foi estudada como potencial ferramenta para distinguir tumores
benignos de tumores malignos. Os tumores malignos tém expressdo de TERT maior do que 0s

tumores benignos. Resultados aferidos por TRAP.
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Ainda ndo foram efetuados estudos independentes para avaliar o papel da atividade da

TERT no diagndstico e progndstico de tumores.

A falta de telomerase ndo afeta o crescimento celular, até que os telémeros encurtem o
suficiente para levar as células a entrarem em “crise”. Mesmo assim, ao contrario das células
senescentes ou envelhecidas, as células tumorais tém mecanismos alternativos de alongamento
de telémeros (ALT), que permitem a sucessiva divisdo. Por isso a terapia dirigida a telomerase
sera sempre melhor empregue em conjunto com cirurgia, radioterapia, quimioterapia,

imunoterapia ou outras alternativas.
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6.1-Farmacos Dirigidos

Cré-se que as células com a atividade da telomerase sdo consideradas imortais no
sentido de que elas podem dividir-se além do limite de Hayflick sem entrar senescéncia ou
apoptose. Por esta razdo, a telomerase € vista como um alvo potencial para farmacos

oncoldgicos (tal como Imetelstat e Telomestatin).

Estudos utilizando ratinhos knockout tém demonstrado que a funcdo dos telémeros no
cancro pode ser limitante para o crescimento do tumor, assim como promover a oncogénese,

dependendo do tipo de célula e contexto genémico.

E inconclusivo se a telomerase tem um efeito deletério ou benéfico na prevencio e
tratamento do cancro e envelhecimento. Contudo é claro que tem um papel central nesta
dindmica.

A criagdo de substancias que sejam eficazes na modelacdo da atividade da telomerase

torna-se objetivo a atingir para a progressao desta area.

Como vimos com as células HeL a, a capacidade para manter os telémeros e a telomerase
funcionais pode ser um mecanismo que permite que as células malignas cres¢cam in vitro ao

longo de décadas.

A atividade da telomerase é necessaria para preservar varios tipos de cancro. Contudo

ela é largamente inativa em células somaticas.

Isto cria a possibilidade de que a inibi¢do da telomerase pode reprimir seletivamente o

crescimento do cancro com efeitos secundarios minimos.
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Se um farmaco puder inibir a telomerase em células malignas, os teldémeros de geracoes

sucessivas vao progressivamente reduzir, limitando o crescimento de tumores.

Contudo o encurtamento dos telomeros pode ndo ser 100% eficaz na repressdo do
crescimento tumoral, porque algumas células encontram rapidamente métodos de Alongamento
Alternativo dos Teldmeros, normalmente mediados por recombinacdes cromossémicas,

formando genomas altamente aberrantes.

Do ponto de vista racional os telomeros curtos podem ndo ser um inibidor completo do
crescimento tumoral, pois a funcéo principal dos telomeros é a protecdo cromossémica. Nas
células tumorais a protecdo cromossomica foi ja ha muito descorada, pois elas tém uma
capacidade de resistir ao dano cromossémico superior a uma célula normal. N&o obstante, um
estudo mostrou que a reducao de apenas 50 a 252 pares de bases teloméricas por divisao celular,

pode conduzir a uma fase de laténcia longa.

A inibicdo da telomerase por si s6 ndo e suficiente para destruir tumores grandes. Deve
ser combinada com cirurgia, radiacdo, quimioterapia ou imunoterapia. E destacada assim

a importancia do tratamento crénico e a abordagem de controlo versus a cura.
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A criacdo de farmacos inibidores das telomerases tem vindo a revelar-se muito

insuficiente. Imetelstat e Telomestatim sdo os exemplos mais relevantes.

Telomestatim é um composto quimico macrociclico que atua por inibicdo da atividade
de telomerase das células cancerosas. Foi isolado pela primeira vez, em 2001 a partir de
bactérias Streptomyces anulatus. Contudo o seu perfil de toxicidade nunca permitiu avancar

para ensaios clinicos.

O Imetelstat € um exemplo mais recente, concebido com uma filosofia racional, é feito
a base de componentes oligonucleicos clonados de telomerase acoplados a extenses lipidicas
de modo a penetrar nas células. Apesar da sua hepatotoxicidade e mielosupressdo mostrou ser

eficaz em neoplasias hematoldgicas.

Em 2014, apds preocupacOes levantadas pela FDA sobre hepatotoxicidade, a Geron

Corporation, criadora do Imetelstat, recebeu permisséo para iniciar 0s ensaios.

O Imetelstat (GRN163L) liga-se diretamente ao molde de ARN da telomerase, inibindo
sua acdo. Em 2015 um estudo relatou que o Imetelstat permitiu remissao parcial ou completa
em 7 de 33 pacientes com mielofibrose. Um segundo relato mostrou controlo dos niveis

plaquetarios em 18 pacientes com trombocitémia essencial.

Estes estudos mostram que a inibi¢do da telomerase sera eficaz quando ha proliferacéo
clonal hematopoiética de células mais ou menos bem diferenciadas, em contraposi¢do 0s
resultados provavelmente serdo menos promissores em cancros solidos de alto grau ou baixa

diferenciacéo.

Tumores de alto grau talvez adquirem facilmente métodos de alongamento alternativo

dos telémeros.
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6.2-Imunoterapia

Imunoterapia controla com sucesso alguns tipos de cancro, um exemplo notéavel é o
melanoma. Este tratamento baseia-se na apresentacdo de epitopos malignos ao sistema
imunitario para que este destrua ou contenha as células malignas. A TERT, como muitas outras
moléculas que tém vindo a ser descobertas, € um antigénio alvo potencial para imunoterapia no

cancro.

Duas vacinas de telomerase foram desenvolvidas no contexto de imunoterapia e terapia

celular: GRNVAC1 e GV1001.

A vacina GRNVACL1 é feita com base em células dendriticas e ARN que codifica a
proteina de telomerase. E administrada no doente na tentativa de ativar as células T citotdxicas

contra as células tumorais ricas em ARN de telomerase (fig.5).

A vacina GV1001 ¢ homdloga do local ativo da TERT e é administrada na tentativa de

sensibilizar o sistema imunitario as células “telomerase ativas”.

A imunoterapia dirigida a telomerase podera ser uma base do tratamento do cancro. Sao

necessarios mais estudos para definir a sua utilidade.
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RT specific
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Dead Tumor
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Fig.5 Esquema do papel da célula T na imunoterapia dirigida. (imagem de Nith117 in Creative

Commons)

38



Telomerase: a sua relevancia no envelhecimento e cancro

Conclusao

Nos adultos, a telomerase é altamente expressa apenas em células que precisem de se
dividir regularmente: células germinais masculinas, mas também nos linfocitos ativados e
certas células estaminais adultas, ao passo que a maior parte das células somaticas ndo a

expressa.

O comprimento dos telémeros de algumas espécies de mamiferos correlaciona-se
inversamente, ao invés de diretamente, com a expetativa de vida. Foi concluido que a

contribuicdo do comprimento dos telémeros na expetativa de vida ndo esta resolvida.

Em alguns tecidos pds-mitoticos, tal como no cérebro de rato (e por extrapolacdo no
cérebro humano) o encurtamento dos telomeros ndo ocorre com a idade. Da mesma forma, em
humanos, o comprimento dos telomeros do masculo esquelético parece permanecer estavel
entre pelo menos as idades de 23 a 74 anos. No figado humano, as células epiteliais das vias
biliares e hepatdcitos ndo mostraram nenhum encurtamento dos telomeros relacionado com a

idade.

O encurtamento dos telomeros parece ndo acontecer de maneira relevante em células

diferenciadas e com baixa taxa mitotica.

O comprimento dos telomeros ndo € bom marcador da idade de uma célula. Existe uma
grande variagdo no comportamento dos telémeros, eles tém fraco valor preditivo no

envelhecimento. Variam entre individuos da mesma espécie e células do mesmo organismo.
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Os telomeros ndo devem ser vistos como limitadores ou potenciadores de uma vida
longa mas sim como protetores do genoma durante a divisdo celular. Adicionalmente o

encurtamento telomérico parece ndo ser necessario para que haja envelhecimento.

O aparato telomero e telomerase é complexo, a sua manipulacdo com knock-out,
promocdo de genes ou uso de substancias agonistas, homélogas ou inibidoras carece ainda de

reproducao técnica e rigor.

Em cultura apenas os nucledtidos e a terapia génica mostraram capacidade de
imortalizar as células. Os anticorpos e imunoterapia testados possuem eficacia questionavel.
Ainda ndo existem pequenas moléculas com atividade seletiva sobre a telomerase. A supressao
metabdlica ndo farmacoldgica com restricdo cal6rica ou hibernacdo foram os Unicos que
mostraram aumento da sobrevida em organismos saudaveis. A supressdao metabdlica
farmacoldgica é talvez o mecanismo utilizado por diversos farmacos atualmente disponiveis

(por exemplo as Estatinas, anti-diabéticos e quimioterapicos).

Saliento dois estudos promissores feitos com telomerase.

Num estudo foi feita exposicdo de linfocitos T de dadores humanos infetados pelo HIV
a uma molécula ativadora da telomerase (TAT2). O resultado mostrou retardamento do
encurtamento dos telémeros, e mais importante, mostrou um aumento do potencial proliferativo

e aumento da producdo de citocinas, quimiocinas e da atividade antiviral destes linfocitos.

Em 2015 um estudo relatou que o Imetelstat (oligonucleotideo andlogo da TERT
acoplado a uma porcéo lipidica que inibe a telomerase) permitiu remissdo parcial ou completa
em 7 de 33 pacientes com mielofibrose, algo nunca dantes conseguido com qualquer outro
farmaco. Um segundo relato mostrou controlo dos niveis plaquetarios em 18 pacientes com

trombocitémia essencial.
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Em teoria, a telomerase sozinha pode mostrar-se insuficiente para imortalizar uma
célula, pois além da conservacéo dos telomeros a célula necessita de promocéao de certos genes
para atingir a imortalizacdo (oncogenes). Os mecanismos por de tras da imortalizacdo maligna

e da capacidade extraordinaria de divisdo das células estaminais continuam em estudo.

No que diz respeito ao cancro é notavel a quantidade de células com alta atividade da

telomerase (cerca de 90% dos cancros exibem atividade).

O encurtamento dos telémeros ndo tém um papel muito relevante na apoptose celular,
mas a ativacdo das telomerases com manutencdo dos telomeros parece ser necessaria na
imortalizacdo tumoral. A inativacdo da telomerase nestas células tornar-se-a4 um pilar na terapia

do cancro em conjunto com outras modalidades terapéuticas.
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