TELOMEROS, TELOMERASE E CANCER

RESUMO
Ha muito os telémeros e sua enzima mantenedora sdo ligados a génese dos
processos neoplésicos. O presente artigo tem por objetivo explorar o funcionamento dos
teldmeros e sua participagdo nos processos neoplasicos, bem como suas aplicagdes na
pratica clinica, como fatores prognosticadores do céncer, como auxiliares no

diagnostico e como ferramenta para alvo terapéutico futuro.

INTRODUCAO

O céncer resulta da tétrade que inclui a perda da regulagdo do ciclo celular, a
perda do controle sobre invasdo e metastases, falha dos mecanismos apoptéticos e o
sobrepujamento do envelhecimento.

Desde 1971, quando Olovnikov e Watson demonstraram que 0S Cromossomos
jamais duplicam completamente seus terminais, essas regides vém sendo relacionadas
com a evolucdo dos canceres.

O surgimento de uma enzima especifica, a telomerase, solucionava o chamado
"problema dos terminais”, instigando ainda mais as pesquisas de sua relacdo com a
imortalidade neoplasica.

A presente revisao pretende sumarizar o conhecimento atual sobre a importancia
dos telémeros, da telomerase e de sua aplicacdo na oncologia, focalizando em duas das
bases da oncologia: o sobrepujamento da senescéncia e a perda de regulacdo do ciclo

celular.



TELOMEROS

Teldmeros séo estruturas de DNA situadas nos terminais dos cromossomos. Sao
compostas por sequéncias extremamente simples - repeticbes TTAGGG, que sdo
caracteristicamente regides de heterocromatina. Suas funcdes incluem a manutencéo da
integridade cromossOmica, a garantia da replicagdo completa das extremidades dos
cromossomos e o estabelecimento da estrutura tridimensional do nucleo celular.

Os teldmeros garantem a integridade cromossémica através da manutencdo da
estabilidade, uma vez que os terminais cromossémicos desnudos sdo frequentemente
envolvidos com eventos recombinatorios ndo esperados ou simples degradacéo.

A presenca da sequéncia telomérica garante o andamento da telomerase que, por
sua vez, garante a replicacdo completa do cromossomo em determinadas situacoes,
conforme seré discutido mais adiante.

Nota-se que, nas células somaticas, é natural que o teldmero diminua de
tamanho durante seu ciclo de vida, numa taxa de cerca de 30 a 120 pares de base por
replicacdo, sendo sinal de senescéncia.

A regido telomérica € a responsavel pelo ancoramento dos cromossomos a
membrana nuclear, garantindo a estrutura tridimensional do nucleo e, portanto,
garantindo a cotreta distribuicdo espacial dos cromossomos, sugerindo uma fungéo no

posicionamento cromossdmico para a replicacao celular.



TELOMERASE

O DNA ¢é duplicado com o auxilio da enzima DNA Ligase de forma
semiconservativa, tendo cada nova molécula-filha de DNA, uma fita oriunda da
molécula-mae e uma fita recém-sintetizada. A DNA Polimerase é eficaz em grande
parte do cromossomo, porém, é totalmente inGtil no final dos terminais teloméricos
devido a impossibilidade de acao da Ligase por total falta de sitio para o seu anelamento
a sequéncia-mae gerando o encurtamento dos telémeros.

E no ponto de impossibilidade de acdo do complexo DNA Polimerase-RNA
Polimerase-Helicase-Ligase que a telomerase atua, impedindo o encurtamento
telomérico.

A telomerase ¢ um complexo enzimatico terminal transferase ribonucleoprotéico
cuja fracdo de RNA é complementar a sequéncia telomérica, permitindo o seu
anelamento a molécula neoformada. Apdés o anelamento, a telomerase permite o
alongamento da molécula, formando uma extensdo telomérica tipicamente repetitiva
apenas na fita conservada da molécula-mae, maior do que a original, permitindo a
atuacdo do complexo RNA Polimerase-DNA Polimerase-Ligase, que alonga, por fim, a
fita neoformada.

O alongamento final que permite o surgimento do teldmero na nova molécula de
DNA deixa uma secdo ndo duplicada que sera perdida sem efeito nocivo para a
molécula como um todo, deixando entdo a nova dupla-fita com o mesmo comprimento

telomérico da molécula que aoriginou .
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Representacdo esquematica da acdo da telomerase. Na fase I, vé-se a molécula-filha de
DNA como fragmento neoformado com seu terminal ndo duplicado. Na fase 2, estd
real¢ada a fiacdo neoformada. Na fase 3, vé-se o complexo da telomerase com seu motivo
RNA complementar a repeticdo telomérica. A telomerase. na fase 4, ja ampliou a sequéncia
da fita conservada. Com o segmento conservado alongado, a DNA Polimerase pode atuar
(seta) normalmente, permitindo a duplicacdo do segmento telomérico na fita neoformada.

A telomerase enconta-se ativa nas células germinativas, progenitoras e tumorais.
Nas células somaéticas, a telomerase encontra-se reprimida. A ativacdo da telomerase
leva a imortalizagdo celular, enquanto a repressdo leva a uma continua reducdo do

tamanho cromossdémico que acaba por levar a morte celular.



CANCER E IMORTALIDADE CELULAR

Uma caracteristica marcante das células neoplasicas € a sua imortalidade, que
é geneticamente determinada. Por alteracdes varias, a célula escapa do ciclo celular
normal, aumentando o tempo de vida e o tempo de permanéncia em replicacio celular.’

O conceito de imortalidade esta intimamente ligado ao conceito da existéncia de
um "relogio celular”, um "replicometro”, capaz de contar o numero de replicacGes
celulares e determinar sua cessacdo. Células ndo neoplasicas tém um ndmero limite de
divisbes que é determinado pelos teldmeros!

J& as células neoplasicas perdem esse limite e isto se da pela expressdo da
telomerase. Cerca de 90% de todas as neoplasias humanas estudadas apresentam altos
niveis de expressdo de telomerase. " Pode-se concluir, entdo, que os teléomeros fazem o
papel de "replicometro”.

O comprimento telomérico das linhagens celulares imortais varia com o tempo
tanto para mais quanto para menos, revelando uma atividade compensatoria reativa da

telomerase.

CANCER, TELOMERASE E INSTABILIDADE GENETICA

A instabilidade genética € outra caracteristica das neoplasias, que cursam com
formacdo de recombinacdes, fusdes levando a amplificacdes génicas e até a alteracdes
de segregagdo cromossémica que podem causar aneuploidias. Quebras cromossémicas
nas regides teloméricas podem ser a génese de varios desses problemas.

As aneuploidias levam a instabilidade genética com retencéo na fase Gl do ciclo
celular, que pode paralisa-lo ou levar a quebras e fuses. Nesses casos, 0 que ocorre sdo
quebras cromossémicas proximas aos telémeros, causando a formacdo de alteragdes
citogenéticas. Nota-se que: despeito do papel imortalizador, os teldmeros tém
importante papel na génese de outras alteraces moleculares que causam o cancer. A
inabilidade na manutencao telomérica em algumas neoplasias é tdo importante quanto a

habilidade de manutengdo em outras.



EVIDENCIAS DE ALTERACAO TELOMERICA/TELOMERASICA
EM NEOPLASIAS

Sabe-se que os carcinomas em geral ocorrem em pacientes mais idosos
(sabidamente os telomeros diminuem de comprimento nos pacientes idosos), enquanto
0s pacientes mais jovens (com teldémeros em média mais longos) costumam apresentar
mais linfomas e sarcomas.

Em estudo realizado em camundongos nulizigotos para 0 gene supressor de
tumor, aqueles com telomerase funcionante apresentaram maior incidéncia de sarcomas
e linfomas, num comportamento semelhante aos jovens. Ja os camundongos com
telomerase ndo funcionante desenvolveram mais frequentemente carcinomas.

Nos carcinomas intestinais, a disfuncdo telomérica promove a instabilidade
genética fundamental para a carcinogénese inicial, mas a ativacdo pds tenor da
telomerase permite a estabilidade gendmica necesséria para a progressdo tumoral. Em
neoplasias de pele, o aumento da expressdo da telomerase contribui para a
transformacdo maligna.

Dentre os tumores ginecoldgicos, estudo feito em células metastaticas de
neoplasias ovarianas demonstrou teldmeros mais curtos do que em células isogénicas
ndo neoplasicas, porém, com atividade aumentada da telomerase, demonstrando um
provavel inicio da atividade telomeréasica apds varias divisoes celulares. Esse resultado
leva a crer em uma funcdo da telomerase na perpetuacdo do processo neoplasico e nao
somente como um iniciador do processo.

Em estudo realizado com pacientes portadoras de neoplasias ovarianas do
corddo sexual (neoplasia de células da granulosa e de células de Leydig-Seitoli), aquelas
com tumores com alta atividade de telomerase apresentaram sobrevida média de 66,5
meses, engquanto as pacientes cujos tumores apresentavam atividade baixa da enzima, a
sobrevida média era de 90 meses! Dentre as neoplasias endometriais, um estudo
realizado na China revelou aumento da atividade da teiomerase em 81,8% dos casos e
dentre as cervicais, esse aumento ocorreu em 100% dos casos. Esse mesmo estudo
procurou provar alteracbes do comprimento dos telémeros e correlaciona-las com
prognostico e estadiamento, sem sucesso. Outro estudo, porém, foi capaz de demonstrar
relacdo do prognostico com a atividade da telomerase com répida progressdo dos

adenocarcinomas endometridides do Utero com alta atividade da enzima.



Quanto as neoplasias de mama, ha relagdo comprovada entre a atividade da telomerase e
0 estadiamento TNM com 68% de neoplasias com telomerase ativa no estadio | e 95%
de atividade no estadio IV.

Um grande estudo realizado sobre as neoplasias da tiredide conseguiu provar
elevacdo da atividade da telomerase nesses tumores, porém, sem relacdo com o tipo
histolégico.

A atividade da telomerase estd aumentada em metade dos casos de
retinoblastoma, nos casos com telémeros curtos.

Nas tumoragdes prostaticas, o comprimento telomérico (menor que o habitual) e
a atividade alta da telomerase sdo indicadores de malignidade. O contetido telomérico
permite a diferenciacdo dos pacientes de alto risco para doenca metastatica daqueles que

evoluirdo de forma indolente, permitindo evitar tratamentos agressivos.



DETERMINAQAO LABORATORIAL
DA TELOMERASE APLICACOES DIAGNOSTICAS

A determinacéo laboratorial dos niveis de telomerase c feita através de uma PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase), usando iniciadores especificos para 0 mRNA de
hIERT, gene ativador da telomerase, permitindo o estudo do grau de expressdo que é
dirclamente relacionado a quantidade de mRNA. E possivel determinar dosagens de
telomerase muito baixas até mesmo em tecidos somaticos adultos.

Outro método geralmente usado ¢ 0 TRAP (Telomerase Repeat Amplification
Protocol), através do qual um extrato tecidual suspeito e exposto a um pequeno primer
de DNA, sendo esperado que na presenca da telomerase no cxtrato haja extensdo de
uma sequéncia telomérica a partir do primer.

Para deteccdo da atividade telomerasica, o conjunto €. entdo, amplificado por
PCR e separado cm gel de poliacrilamida. Para confirmarmos a presencga de atividade
telomerasica, o gel deve revelar um crescendo de bandas diferindo de seis pares de
bases cada uma (equivalente as repeticdes TTAGGG). E possivel determinar o volume
de cada banda por dcnsitomctria, dcfinindo-se, entdo, o grau de expressao.

Como é possivel haver telomerase atuando cm tecidos sométicos de algumas
origens especificas, atualmentc, a tendéncia € preferir os ensaios que mantém a estrutura
tecidual para o estudo da telomerase in situ.

Esses métodos incluem a hibridizacdo in situ e a imunohistoquimtca.

A deteccdo dos niveis de telomerase pode ser Gtil em algumas ncoplasias para o
diagnostico de malignidade e progndéstico, como nas neoplasias de mama com 93% de
especificidade.

Estudos em neoplasias de bexiga, trato biliar, pulmao (estudo de lavados bronco-
alveolares e do liquido pleural) e cérebro (estudo do liquor) permitiram confirmar a
eficAcia da determinacdo laboratorial da telomerase e também confirmaram que a
presenca de processo inflamatério local leva a falso-positivos cm estudos de lisados

celulares.



MANUTEN(;AO TELOMERICA COMO ALVO TERAPEUTICO

Uma das mais importantes questdes que envolvem o tratamento oncoldgico é a
falta de especificidade do tratamento.

Atualmente, muitas pesquisas voltam seus esforcos na tentativa de desenvolver
drogas capazes de atingir a neoplasia sem grandes dcstruicdes celulares
cxtraneoplasicas. A telomerase € um potencial alvo para tais terapias. Sabendo-se que a
acao telomerdsica esta presente cm praticamente todos os cancercs, este pode ser o
"tenddo de Aquiles" da neoplasta. A inibi¢do da telomerase levaria a célula neoplésica a
uma reentrada no ciclo celular normal que, por sua vez, a levaria a constantes erosoes
teloméricas com evolucdo para a morte celular.

A inibicdo da telomerase estd sendo estudada através de, pelo menos, dois
prismas basicos distintos. Como a telomerase funciona como uma transcriptase reversa,
0s agentes inibidorcs da transcriptase reversa estdo sendo testados, entre eles, 0 AZT
(azidotimidina- tri fosfato, zidovudina), o Ara-GTP (arabinofuranil-guanosina
trifosfato) e o ddITP (didedxi-inosina trifosfato}. Foi provado que o uso dessas drogas
inibe, in vitro, a acdo da telomerase com importante reducdo dos terminais teloméricos
rapidamente.

Estudos em neoplasias humanas provaram uma diminuicdo importante da
ativiidade telomerasica e, portanto, do comprimento telomérico. O segundo prisma
através do qual a terapia antitelomerasica esta sendo estudada € a terapia com DNA
anti-sense (complementar a uma sequéncia), usando sondas contra 0 RNAm de uma
proteina celular fundamental para a acdo da telomerase, hTERT, impedindo sua acéo.
Com o0s recentes avangos em terapia anti-sense, inclusive com alguns sucessos,

pesquisas sobre essas terapias ¢ telomerase vém sendo desenvolvidas.



CONCLUSAO
Do exposto, pode-sc verificar que os teléomeros e a telomerase com funcéo
fisioldgica somente nas células tronco e germinativas tém funcéo crucial no surgimento
e/ou manutencéo das neoplasias.
A evolucdo da oncologia e, principalmente, da terapéutica oncoldgica passa
obrigatoriamente pela biologia molecular e um de seus focos € a atividade telomerasica.
S80 muitos os estudos sobre o assunto, o que leva a crer no uso da telomerase

como alvo diagnostico, prognostico e ate terapéutico em um futuro ndo muito distante.



ABSTRACT

Telomeres and their mantaining enzyme have been implicatcd to neoplastic processes
génesis. This article aims to explore telomcre dynamics and thcir participation in
neoplastic processes, as their uses in medicine, as prognostic factors, diagnostic tools
and therapeutic target in future.

Key-words: neoplasm, telomere, telomerase. cellular immortality.
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