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Sumario

O telomero € uma estrutura desoxiribonucleoproteica que esta presente nas extremidades
dos cromossomas eucaridticos e que é constituida por repeticdes hexaméricas em série,
especificamente 5’-TTAGGG-3’, e por um complexo proteico designado por “shelterin”.
Este complexo consiste num conjunto de seis proteinas evolutivamente conservadas que
atuam na manutencdo da integridade do DNA telomérico. A telomerase humana é um
complexo ribonucleoproteico. Este complexo compreende um dominio altamente
conservado com atividade de transcriptase reversa, um componente de RNA néo
codificante com uma regido que é usada como molde, pelo local catalitico do dominio
enzimatico, para a sintese de DNA telomérico, e varias proteinas que participam na
biogénese, montagem e recrutamento da telomerase para os telémeros. A erosdo do DNA
telomérico é um processo progressivo que resulta da incapacidade da DNA polimerase
para replicar as extremidades lineares dos cromossomas eucaridticos. Esta limitacdo
pode, no entanto, ser compensada pela acdo da telomerase. O complexo
telomero/telomerase €, assim, essencial para a estabilizacdo e manutencdo dos
cromossomas, do genoma e da fungdo celular. Alteracdes nos componentes deste
complexo podem resultar no encurtamento ou alongamento do DNA telomérico e
conduzir, subsequentemente, ao desenvolvimento de patologias especificas. Assim, este
trabalho analisa os aspetos estruturais e funcionais do complexo telémero/telomerase, a
sua relacdo com o envelhecimento e, ainda, as potencialidades e limitagdes da utilizacéo
do comprimento do DNA telomérico como biomarcador de doencas relacionadas com o

envelhecimento.

Palavras-chave: Envelhecimento, Cancro, Comprimento do DNA telomérico,

Telomerase, Telémero.
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Abstract

Telomere is a deoxyribonucleoprotein structure that is present at the ends of eukaryotic
chromosomes. It consists of serial hexamer repeats, specifically 5'-TTAGGG-3’, and a
protein complex called "shelterin. This complex consists of a set of six evolutionarily
conserved proteins that maintain the integrity of telomeric DNA. Human telomerase is a
ribonucleoprotein complex. It comprises a highly conserved domain with reverse
transcriptase activity, a noncoding RNA component with a region used as a template by
the catalytic site of the enzyme domain for telomeric DNA synthesis, and various proteins
with a role in the biogenesis, assembly and recruitment of telomerase to telomeres.
Telomeric erosion is a progressive process that results from the inability of DNA
polymerase to replicate the linear ends of eukaryotic chromosomes. This limitation may,
however, be overcome by the action of telomerase. The telomere / telomerase complex is
thus essential for the stabilization and maintenance of chromosomes, genomes and
cellular function. Changes in the components of this complex may result in shortening or
lengthening of telomeric DNA and subsequently lead to the development of specific
diseases. Thus, this work reviews the structural and functional aspects of the telomere /
telomerase complex, its relationship with aging, and the potentialities and limitations of

using telomeric DNA length as a biomarker of aging-related diseases.

Key words: Aging, Cancer, Telomerase, Telomere, Telomeric DNA length.
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I. Introducéo

O genoma celular ¢é representado pela totalidade da informacéo genética contida na
molécula de &cido desoxirribonucleico (DNA) da célula. Varios investigadores, incluindo
James Watson e Francis Crick, contribuiram para a construcdo do modelo da dupla hélice
do DNA. Esta molécula fornece as caracteristicas necessarias para o desenvolvimento e
evolucdo do organismo através da sua capacidade para armazenar, codificar e transmitir
a informacéo genética as geracdes futuras atraves da replicacao. Contudo, fatores diversos
podem comprometer o processo de replicacdo, nomeadamente a integridade das
extremidades dos cromossomas que sdao conhecidas por telémeros (Giassa et al., 2018;
Krebs, Goldstein e Kilpatrick, 2014; McCulloch e Kunkel, 2008; Vivante et al., 2017).

O DNA telomérico, conjuntamente com varias proteinas que interagem dinamicamente
entre si e com 0 DNA, protege as extremidades dos cromossomas contra situagoes de
erosdo que podem ser desencadeadas por diversos fatores. No entanto, limitagdes
inerentes a replicacdo das extremidades de moléculas lineares de DNA originam o seu
encurtamento progressivo em sucessivas divisdes celulares (Hayashi, 2017; Martinez e
Blasco, 2015). Esta limitacdo pode ser naturalmente superada pela ativagao da telomerase
ou de um mecanismo de alongamento alternativo dos telomeros. Contudo, a sua
desregulacdo por défice ou excesso podera desencadear patologias especificas,
respetivamente as telomeropatias e o cancro (Fouquerel e Opresko, 2017; Venkatesan,
Khaw e Hande, 2017). A biologia dos telémeros revelou-se, por isso, mais enigmatica e

muito mais complexa do que inicialmente previsto (Venkatesan, Khaw e Hande, 2017).

Sendo os telémeros um dos principais promotores da estabilidade genémica e o seu
encurtamento uma das causas moleculares primérias do envelhecimento porque limita a
capacidade regenerativa dos tecidos, ndo € de surpreender que o binémio
telomero/telomerase represente  um alvo molecular de estratégias terapéuticas
promissoras que visem prevenir e controlar o desenvolvimento de tumores e de outras
doencas relacionadas com o envelhecimento (Martinez e Blasco, 2017; Venkatesan,
Khaw e Hande, 2017).

Deste modo, o presente trabalho foi elaborado com o objetivo de compreender a relacao
estrutural e funcional entre teldmeros e telomerase através de uma revisdo narrativa da
informacdo publicada na literatura no &mbito desta temética. A metodologia subjacente a

sua elaboragdo consistiu numa pesquisa bibliografica recorrendo a bases de dados
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cientificos como o PubMed e motores de busca como o Google Académico, utilizando as
palavras-chave “human telomeres”, “human telomere length”, “human telomerase”,
“human telomeres and telomerase diseases” e “human telomere length methods”, e
referente ao periodo compreendido entre julho de 2018 e junho de 2019. A consulta
bibliogréfica foi reportada aos ultimos 5 anos, embora inclua alguns artigos publicados

em anos anteriores e que foram selecionados pela relevancia historica do seu conteudo.
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1. Desenvolvimento

1. DNA: aspetos bésicos de estrutura e fungdo

O bloco basico de construcdo da molécula de DNA é o nucleotido que se organiza em
trés componentes: uma pentose (desoxirribose), uma base nitrogenada (adenina, citosina,
guanina ou timina) e um grupo fosfato. A associacdo pentose-base azotada é conhecida
por nucledsido. Os desoxiribonucleotidos sdo unidos por uma ligagdo quimica covalente
designada por ligacdo fosfodiéster. As duas cadeias mantém-se unidas através de ligacdes
de hidrogénio que sdo estabelecidas entre pares de bases nitrogenadas, sendo que as
guaninas estabelecem uma ligacdo mais estdvel com as citosinas enquanto que as
adeninas se ligam com timinas. Deste modo, a dupla hélice vai possuir as bases orientadas
para o interior e dois esqueletos fosfato-agucar no exterior; as extremidades das cadeias
ficam representadas pelos grupos 5’-fosfato ¢ 3’-hidroxilo das pentoses terminais. A
molécula de DNA consiste, assim, numa dupla hélice constituida por duas longas cadeias
polinucleotidicas antiparalelas que avangam em dire¢des opostas, 5°-3” ¢ 3°-5°, e que S0

complementares (Krebs, Goldstein e Kilpatrick, 2014).

1.1. Cromatina e cromossomas

No caso dos organismos eucarioticos, a quantidade de informacdo genética é superior a
dos organismos procariéticos e 0 seu armazenamento no nucleo é efetuado a partir da
mobilizacdo de proteinas especificas para a formacdo da cromatina. A cromatina resulta
da repeticdo de unidades bésicas designadas por nucleossomas (Koyama e Kurumizaka,
2018; Lenart e Krejci, 2016). O seu grau de compactacdo € variavel, sendo a compactacao
maxima observada sob a forma de unidades discretas visiveis ao microscopio 6ptico, 0s
cromossomas. Ao microscopico eletronico, a cromatina € distinguida em eucromatina e
heterocromatina. A eucromatina apresenta um menor nivel de compactacdo, sendo
caracterizada como uma fibra pouco densa com ~10 nm de diametro e com uma aparéncia
relativamente dispersa no nucleoplasma. E a fibra maioritariamente observada durante a
interfase. No caso da heterocromatina, o enrolamento da fibra de ~10 nm origina uma
fibra com um didmetro de ~30 nm. Esta regido da cromatina apresenta um grau de
compactacdo compardvel a dos cromossomas metafésicos, sendo encontrada em
centrémeros, telémeros e sequéncias altamente repetitivas. A forma comum e permanente

da heterocromatina é chamada de heterocromatina constitutiva. Sendo uma regido
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densamente condensada, as suas sequéncias de DNA sdo mais resistentes a possiveis
danos e a transcri¢do é inexistente ou muito reduzida. De facto, a densidade de genes
nesta regido € muito reduzida quando comparada com a eucromatina e 0s genes que Sao
deslocados para esta regido ou localizados na sua proximidade encontram-se

frequentemente inativados (Krebs, Goldstein e Kilpatrick, 2014; Lenart e Krejci, 2016).

A especificidade do emparelhamento das bases e o facto dessa interacdo ser assegurada
por ligacOes ndo covalentes possibilita, sob condigdes especificas, a separacédo das cadeias
complementares sem interferir com a sequéncia dos desoxiribonucledtidos. Esta
caracteristica permite que o DNA seja reproduzido com fidelidade ou, ainda, copiado para
linguagem de &cido ribonucleico (RNA). Deste modo, a importancia biolégica do DNA
reside na sua capacidade de: (i) armazenamento da informacéo genética, representando o
genoma da célula/organismo; (ii) replicacdo, possibilitando a renovagdo celular e a
transmissdo da informacdo genética a descendéncia, assegurando a continuidade da
espécie; e (iii) transcricdo, assegurando a producdo das moléculas de RNA indispensaveis
para a biossintese de proteinas. Estes processos celulares, replicacdo e transcricdo, sdo

sumariamente desenvolvidos nas sec¢des seguintes do presente trabalho.

1.2 Replicacdo

Em eucariotas, o ciclo celular compreende uma sucessdo de fases que incluem o
crescimento da célula, a replicacdo do DNA e por ultimo a divisdo celular em duas células
filhas que tém a opcdo de reiniciarem um novo ciclo ou entrarem na fase GO. A
permanéncia na fase GO, observada na maioria das células eucariéticas, ou a divisdo
continua, tal como observado em células estaminais, depende de fatores intrinsecos, tais
como o grau de instabilidade gendmica, e fatores extrinsecos, incluindo hormonas de
crescimento. A replicacdo do DNA ocorre durante a fase S do ciclo celular e é do tipo
semi-conservativo uma vez que cada uma das cadeias parentais atua como molde para a
sintese da nova cadeia, originando dois novos daplexes, cada um dos quais com uma
cadeia parental original e uma cadeia nova. Deste modo, a cadeia parental € a unidade
conservada que permite a transmissdo da informacéo entre geragcdes sucessivas (Krebs,
Goldstein e Kilpatrick, 2014).

A unidade do DNA sujeita a replicacdo ¢ chamada de replicdo. Cada replicdo possui

elementos de controlo, elementos de iniciagédo e elementos de finalizagdo que interatuam
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com mdltiplos complexos enzimaticos conduzindo o processo de replicacdo através das
suas diferentes fases. A manutencdo do DNA na forma relaxada, com o desenrolamento
de eventuais segmentos superenrolados, é assegurada pela presenca da enzima
topoisomerase. A replicacdo inicia-se com a separacdo das duas cadeias polinucleotidicas
do duplex da molécula de DNA parental, por agdo da enzima helicase, designando-se esse
espaco de “forquilha de replicagdo”, uma espécie de bolha, que se vai “mover”
sequencialmente ao longo do DNA parental, desde o seu ponto de iniciacdo (origem da
replicacdo) até ao fim do replicdo. A fase seguinte, a elongacéo, corresponde a sintese das
novas cadeias de DNA através da adigdo de desoxiribonucleotidos pela enzima DNA
polimerase. Esta fase ocorre ap6s a ligacdo de um primer de RNA (ou RNA iniciador)
sintetizado pela primase (RNA polimerase) (Ganai e Johansson, 2016; Krebs, Goldstein
e Kilpatrick, 2014). De facto, uma das caracteristicas de todas as DNA polimerases € a
sua impossibilidade de iniciar a sintese de novas cadeias de DNA na auséncia de um
primer. Esse primer consiste numa sequéncia de RNA que € sintetizada a partir da
extremidade 5’ das novas cadeias a sintetizar expondo a extremidade 3’-hidroxilo livre
para reconhecimento e elongacdo pela DNA polimerase. Nos eucariotas existem varias
DNA polimerases com funces e especificidades diferentes. Esta informacéo ndo sera
desenvolvida no &mbito do presente trabalho mas podera ser consultada, por exemplo,
nas publicacdes de Bebenek e Ziuzia-Graczyk (2018) e Ganai e Johansson (2016).

Como a DNA polimerase apenas catalisa a adi¢cdo de nucleétidos complementares a
sequéncia da cadeia modelo no sentido 5°-3" e as duas fitas do dUplex apresentam
orientacdo antiparalela, a sintese das duas novas fitas ocorre semi-descontinuamente e em
duas dire¢des distintas, ou seja, uma das cadeia ¢ sintetizada de forma continua de 5°-3°,
na mesma dire¢do do desenrolamento da forquilha (cadeia “leading”) e outra cadeia de
forma descontinua na direcdo oposta ao avanco da forquilha de replicacdo (cadeia
“lagging”). Na cadeia “leading” € necessario apenas um evento de iniciacdo, ou seja, um
primer. Ja na cadeia “lagging” ocorrem varios eventos de iniciagdo com formacdo de
pequenos fragmentos de Okazaki. Por esse motivo, na fase final ocorre a remogéo dos
RNAs iniciadores e a formacdo da ligacdo covalente entre fragmentos de Okazaki
sucessivos, sob acdo da DNA ligase, originando a formacdo de uma cadeia intacta. No
caso de um replicdo linear, como é o caso do DNA telomérico, a replicacdo dos seus
terminais representa um problema. A cada ciclo celular, a inexisténcia de um segmento

na cadeia molde para ligagdo do RNA iniciador inviabiliza o alongamento da cadeia pela
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DNA polimerase que, se ndo for compensada pela atividade enzimatica da telomerase,
origina a erosdo progressiva da extremidade do DNA cromossémico (Marcomini e
Gasser, 2015; Martinez e Blasco, 2015). Este aspeto sera aprofundado na seccédo seguinte

do presente trabalho.

A fidelidade e a precisdo do processo de replicacdo dependem ndo sé da eficiente selecao
dos nuclettidos pela DNA polimerase, mas também da sua capacidade para realizar a
atividade de proofreading (atividade de exonuclease 3"-5”), isto ¢, a remog¢ado enzimatica
de nucledtidos incorporados incorretamente. Na eventualidade de ocorrer falha no
processo de correcao, existem varios mecanismos alternativos de reparacgdo de lesdes que
afetam apenas uma ou ambas as cadeias de DNA (Bgbenek e Ziuzia-Graczyk, 2018;
Ganai e Johansson, 2016; Krebs, Goldstein e Kilpatrick, 2014; Kunkel e Erie, 2015;
McCulloch e Kunkel, 2008).

Assim, a progressdo do ciclo celular é monitorizada e regulada para garantir dois
requisitos essenciais: tamanho celular minimo e auséncia de danos no DNA. Estes
requisitos normalmente séo controlados por guardides do ciclo celular, as denominadas
proteinas supressoras do tumor, nomeadamente as proteinas Rb e p53. Caso sejam
detetados danos irreversiveis, estas proteinas encaminham a célula para morte celular
programada, nomeadamente por apoptose. Se as células escaparem a estes mecanismos
de verificacdo, correcdo ou eliminacdo de danos no DNA, e ndo forem eliminadas,
poderdo ser observadas disfungdes celulares de severidade variavel (Ganai e Johansson,
2016; Krebs, Goldstein e Kilpatrick, 2014).

1.3. Transcrigao

A transcricdo ocorre essencialmente na eucromatina que é a regidao do genoma onde se
encontram a maioria dos genes, ~20 000 - 25 000 no genoma humano. Estruturalmente,
a molécula de RNA consiste numa cadeia simples constituida por ribonucle6tidos em que
a pentose € a ribose e as bases azotadas sdo a adenina, a citosina, a guanina e o uracilo
(equivalente a timina no DNA). O processo de transcri¢do origina a formacéo de varios
tipos de RNAs, tal como 0 mRNA (RNA mensageiro), o rRNA (RNA ribossomal) e o
tRNA (RNA de transferéncia). Estes tipos de RNAs participam no processo da sintese
proteica mas apenas 0 mRNA contém informacdo codificante (Krebs, Goldstein e
Kilpatrick, 2014).



Fisiopatologia dos telomeros

A iniciacdo da transcri¢do implica o recrutamento de um conjunto complexo de fatores
de transcricdo. Estas proteinas sdo necessarias para a abertura da dupla hélice e para o
reconhecimento do local de iniciacdo da transcricdo na cadeia molde de DNA
determinando, deste modo, o0 segmento reconhecido por enzimas dependentes de DNA,
as RNA polimerases. Esta enzimas conduzem a sintese de diferentes tipos de RNAs em
locais especificos do nucleo.

A nova molécula de RNA ¢ sintetizada a partir do local de iniciagdo, no sentido 5°-3°,
com uma sequéncia que € complementar a cadeia modelo da molécula de DNA (orientada
na dire¢ao 3’-5’, cadeia “antisense”) até ao local de terminagdo. Apds a biossintese, a
molécula codificante de RNA é estabilizada e processada através da remocao das regides
ndo codificantes, 0s intrdes (“splicing”), sendo exportada para o citoplasma na sua forma
madura (MRNA) para posterior ligagdo ao ribossoma, descodificacdo da informagéo e
biossintese da proteina (traducdo), aquisicdo da estrutura nativa e trafego celular da
respetiva proteina (Krebs, Goldstein e Kilpatrick, 2014).

2. Biologia dos telémeros

2.1. Estrutura e funcdo do DNA telomérico

Em 1938, quando a composicdo do material genético ainda era desconhecida, a existéncia
de uma estrutura especial na extremidade dos cromossomas foi especulada por Hermann
Muller e Barbara McClintock na sequéncia da observacdo de fusdes entre extremidades
quebradas de cromossomas. Nessa altura, foi sugerido que a inexisténcia de fusoes
deveria implicar a protecdo das extremidades dos cromossomas (Mason e Perdigones,
2013; Venkatesan, Khaw e Hande, 2017). Contudo, s6 em 1978, durante 0 mapeamento
de sequéncias de DNA de um ciliado eucariotico unicelular (Tetrahymena), Elizabeth
Blackburn observou nas extremidades dos cromossomas uma sequéncia de repeticdo
especifica, 5> TTAGGG 3’, que apelidou de “telomero”. Esta observacdo levou a
descoberta de um padrdo diferenciado e conservado em eucariotas. Em 2009, Elizabeth
Blackburn, Carol Greider e Jack Szostak, receberam o prémio Nobel de Fisiologia ou
Medicina pela descoberta dos telomeros e da telomerase. Desde entdo, registou-se um
interesse crescente pela biologia dos telomeros e pela sua relagcdo com a saude e a doenca,
nomeadamente na area do envelhecimento (Mason e Perdigones, 2013; Fouquerel e
Opresko, 2017; Venkatesan, Khaw e Hande, 2017).
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Os telémeros sdo estruturas nucleoproteicas de DNA que, em mamiferos, possuem ~10-
15 Kb de comprimento. Estas estruturas consistem em repeticGes hexaméricas em série,
ricas em guaninas e timinas, especificamente 5’-TTAGGG, que terminam na extremidade
3’ numa saliéncia de cadeia simples rica em guaninas, conhecida por “G-strand” (cadeia
G), com comprimento varidvel (~30-400 nucleétidos) (Fouquerel e Opresko, 2017;
Marcomini e Gasser, 2015; Martinez e Blasco, 2015; Mason e Perdigones, 2013;
Rousseau e Autexier, 2015; Venkatesan, Khaw e Hande, 2017).

O complexo proteico associado ao DNA telomérico é designado por “shelterin”. Este
complexo consiste num conjunto de seis proteinas evolutivamente conservadas que se
distinguem funcionalmente pelo reconhecimento e ligacdo especificaao DNA telomérico
(Figura 1a) (Fouquerel e Opresko, 2017; Marcomini e Gasser, 2015; Martinez e Blasco,
2015; Rousseau e Autexier, 2015; Venkatesan, Khaw e Hande, 2017). As proteinas TRF1
e TRF2, respetivamente fatores 1 e 2 de ligacdo as repeticdes teloméricas, ligam-se
especificamente a cadeia dupla de DNA telomérico através de uma terceira proteina, a
TIN2 (proteina 2 de interacdo com TRF1). Esta Gltima também recruta a proteina TPP1
(proteina de interagdo com TIN2 e POT1, anteriormente conhecida como TINT1, PTOP
ou PIP1). A TPP1 é importante para recrutar a telomerase para os telémeros e,
subsequentemente, também a proteina POT1 (proteina 1 da protecdo dos telomeros) que
possui dois dominios com afinidade para a sequéncia de DNA telomérico de cadeia
simples, 5 TAGGGTTAG 3’, e para uma estrutura secundaria telomérica denominada
D-loop. Nessa medida, o nimero de complexos TPP1/POT1 tem sido utilizado como
medida de comprimento dos telomeros (Rousseau e Autexier, 2015). Por fim, existe a
proteina RAP1 (proteina 1 ativador/repressor) que interage com o complexo através da
ligagdo exclusiva a proteina TRF2 (Fouquerel e Opresko, 2017; Martinez e Blasco, 2015;
Rousseau e Autexier, 2015; Venkatesan, Khaw e Hande, 2017).
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(A)
G-strand TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3'
C-strand AATCCCARTCCCAATCCCAATCCAATCCCAATCCCAATCCCAATC-5'

(8) T-loop

& .A@

Figura 1 — Estrutura do complexo DNA telomérico -“shelterin” (A) Representagdo
esquematica da interac¢do entre as proteinas do complexo “shelterin” e entre este complexo, 0
DNA e a telomerase (complexo de transcriptase reversa-hTERT e RNA-hTERC). (B) Modelo
esquematico da ligacao do complexo “shelterin” ao telomero na configuragao de lago telomérico
protetor (“T-loop”) com um deslocamento do lago D (“Displacement loop”). (Figura adaptada de
Martinez e Blasco, 2017).

A anélise do DNA telomérico humano mostrou também que estes segmentos tém a
capacidade de formar uma estrutura secundaria com uma configuracéo fechada em forma
de lago/alga chamada de “T-loop” (“loop-T, telomeric loop”), através da sua sequéncia 3’
de cadeia simples e com a ajuda do complexo “shelterin”, especialmente da proteina
TRF2. Este laco consiste na dobra da extremidade 3’ para trds com consequente invasao
da zona telomérica de cadeia dupla a montante que, juntamente com a POT1, origina um
lago de deslocamento no local da invasdo, denominado de “D-loop” (“displacement-

loop”) (Figura 1b).
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O “T-loop” estabiliza e protege as extremidades cromossomicas, nomeadamente contra a
perda de proteinas do complexo “shelterin”, principalmente TRF2 e/ou POT1. Deste
modo, as extremidades teloméricas ficam menos suscetiveis ao reconhecimento errado
por parte da maquinaria de resposta a lesées na molécula de DNA (DDR) por acéo das
exonucleases e, por isso, protegidas contra a degradagdo prematura da sequéncia
telomérica, senescéncia ou apoptose celular (Fouquerel e Opresko, 2017; Marcomini e
Gasser, 2015; Martinez e Blasco, 2015; Mason e Perdigones, 2013; Rousseau e Autexier,
2015; Venkatesan, Khaw e Hande, 2017; Xu, 2018).

Os telémeros também sdo propensos a formar estruturas G-quadruplexes consecutivas na
extremidade da cadeia simples, uma estrutura secundaria de ordem superior formada a
partir de um arranjo em quadrado de guaninas unidas através de ligagcdes de hidrogénio.
Estas estruturas impedem a ligacdo da telomerase ao DNA telomérico. Contudo, o seu
papel ainda nédo foi completamente esclarecido (Fouquerel e Opresko, 2017; Rousseau e
Autexier, 2015; Venkatesan, Khaw e Hande, 2017; Xu, 2018).

Durante algum tempo, o DNA telémerico humano foi considerado uma estrutura
gendémica sem significado biolégico devido ao seu estado heterocromatico e a sua
capacidade de silenciar a transcri¢do de genes subteloméricos, conhecido por efeito de
posicdo dos telémeros. Contudo, recentemente, foi descoberto que a regido
subtelomérica, adjacente ao telomero, possui segmentos de DNA transcricionalmente
ativos que podem produzir RNA ndo codificante denominado TERRA (RNA com
repeticdes teloméricas). Este RNA consiste numa sequéncia repetida especifica,
UUAGGG e liga-se ao DNA telomérico através de um hibrido RNA-DNA (Rousseau e
Autexier, 2015; Venkatesan, Khaw e Hande, 2017; Xu, 2018). Foi sugerido que proteinas
como a TRF2 também podem associar-se a TERRA e recruta-lo para o DNA telomérico
(Xu, 2018). TERRA ¢ capaz de formar estruturas de G-quadruplex que desempenham
uma papel importante na inibicao da telomerase, o que esta de acordo com a observagdo
de que o aumento do nivel de TERRA reduz a atividade da telomerase in vivo
promovendo o encurtamento dos telomeros (Rousseau e Autexier, 2015; Venkatesan,
Khaw e Hande, 2017; Xu, 2018). Contudo, a importancia deste RNA na biologia dos
telomeros ainda ndo esta completamente estabelecida e necessita de estudos adicionais de

estrutura-funcgéo (Xu, 2018).

10



Fisiopatologia dos telomeros

2.2. Estrutura, funcgdo e expressao da telomerase

A erosdo do DNA telomérico € um processo progressivo que resulta da incapacidade da
DNA polimerase replicar as extremidades lineares dos cromossomas eucarioticos. Esta
limitacdo pode, no entanto, ser compensada pela acdo de uma transcriptase reversa
especifica, a telomerase, em células com capacidade de proliferacdo. Esta enzima atua na
manutencdo das repeticGes teloméricas no final dos cromossomas conduzindo a
estabilizacdo cromossémica e, subsequentemente, a preservacgdo da funcédo celular (Dey
e Chakrabarti, 2018; Jager e Walter, 2016; Ozturk, Li e Tergaonkar, 2017; Schmidt e
Cech, 2015; Wang e Feigon, 2017; Wu et al., 2018). Os detalhes da sua estrutura e fungéo

séo a seguir desenvolvidos.

A enzima telomerase humana € um complexo ribonucleoproteico que compreende um
dominio com atividade de transcriptase reversa ("nTERT) e um componente de RNA néo
codificante ("nTERC ou hTR). A parte enzimatica é altamente conservada e contém o local
catalitico para a sintese do DNA telomérico. O hTERC contém uma regido que € usada,
como modelo, pela hTERT, para a sintese de DNA telomérico (Dey e Chakrabarti, 2018;
Jager e Walter, 2016; Ozturk, Li e Tergaonkar, 2017; Parks e Stone, 2017; Schmidt e
Cech, 2015; Wang e Feigon, 2017; Webb e Zakian, 2016; Wu et al., 2018). Para além de
hTERT e hTERC, a telomerase humana também é constituida por proteinas “acessorias”
tais como a proteina 1 da telomerase e do Corpo de Cajal (TCABL), ribonucleoproteinas
nucleolares de ligacdo ao hTERC, tais como a disquerina, proteina nucleolar 10 (NOP10),
a proteinas 2 ndo histonica (NHP2), a proteina 1 rica em glicina-arginina (GAR1) e
finalmente por proteinas pertencentes a familia das ATPases, designadamente a pontina
e a reptina (Figura 2). In vivo, estas proteinas desempenham um papel importante na
biogénese, montagem, recrutamento da telomerase para os telémeros e na regulacédo da
atividade da enzima (Gémez, Farina e Gémez, 2013; Ozturk, Li e Tergaonkar, 2017;
Schmidt e Cech, 2015; Shay, 2017; Wang e Feigon, 2017; Wu et al., 2018).

Apesar da extensa pesquisa sobre estas proteinas, a estrutura tridimensional da telomerase
humana ndo s6 ndo estd completamente elucidada (Ledo et al., 2018), como também os
mecanismos através dos quais essas proteinas interagem com a telomerase permanecem

pouco compreendidos (Jafri et al., 2016).
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Figura 2 - Montagem da telomerase e recrutamento da enzima para o teldmero. A acdo da
telomerase envolve varias etapas, incluindo a montagem do complexo da telomerase, seu trafego
intracelular e, finalmente, o recrutamento para os telomeros. O recrutamento da telomerase para
os telémeros ocorre através de interacOes entre os componentes do complexo “shelterin” TPP1 e
POT1 (figura adaptada de Jafri et al., 2016).

A formacdo da telomerase € um processo que inclui varias etapas, designadamente a
biossintese dos seus componentes, a montagem, maturacao e estabilizacdo do complexo
(Armstrong e Tomita, 2017; Jafri et al., 2016; Schmidt e Cech, 2015). No nucleo, o
hTERC é transcrito por acdo da RNA polimerase 1l e liga-se ao complexo tetramérico
composto pelas proteinas disquerina, NOP10, NHP2 e GAR1 (Figura 2). A sintese da
hTERT ocorre no citoplasma e, por interacdo com as proteinas HSP90 (proteina 90 de
choque térmico) e p23, ocorrera a translocacéo para o nucleo para se ligar indiretamente
ao hTERC através das proteinas reptina e pontina. De seguida, através da proteina

TCABL, o complexo formado por hTERT e hTERC é encaminhado para pequenas
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estruturas subcelulares denominadas de Corpos de Cajal (Figura 2) (Armstrong e Tomita,
2017; Chen e Zhang, 2016; Dey e Chakrabarti, 2018; Ozturk, Li e Tergaonkar, 2017;
Schmidt e Cech, 2015; Trinkle-Mulcahy e Sleeman, 2017; Webb e Zakian, 2016; Wu et
al., 2018). Na forma madura, hTERC é constituido por varios dominios funcionais que
séo essenciais para limitar a atividade da transcriptase reversa a cada ciclo de replicacéo.
De facto, ele ndo s6 atua como molde na transcri¢cdo reversa como € essencial para
assegurar a montagem, estabilidade, localizacdo e atividade da telomerase in vivo
(Armstrong e Tomita, 2017; Chen e Zhang, 2016; Dey e Chakrabarti, 2018; Schmidt e
Cech, 2015; Webb e Zakian, 2016).

A hTERT contém quatro dominios funcionais: o dominio N-terminal da telomerase
(TEN), o dominio de ligagdo a hTERC (TRBD), o dominio da transcriptase reversa (RT)
e 0 dominio de extensdo C-terminal (CTE) (Dey e Chakrabarti, 2018; Ozturk, Li e
Tergaonkar, 2017; Schmidt e Cech, 2015; Wang e Feigon, 2017; Wu et al., 2018). O
dominio TEN desempenha um papel fundamental no recrutamento da telomerase para os
telémeros e participa na catélise da sintese repetitiva telomérica. O TRBD fornece o
principal local de interacdo com o hTERC. Os dominios RT e CTE formam o nucleo
catalitico/local ativo da enzima telomerase (Chen e Zhang, 2016; Dey e Chakrabarti,
2018; Schmidt e Cech, 2015). A sua montagem é um processo complexo e 0 mecanismo
detalhado ainda nédo é claro (Chen e Zhang, 2016; Dey e Chakrabarti, 2018; Wu et al.,
2018).

Apesar das evidéncias obtidas até a data sugerirem que hTERT é importada para o nucleo
para a montagem do complexo ribonucleoproteico, a possibilidade de deslocacdo do
hTERC do nucleo para o citoplasma para ligar a hTERT ndo é completamente excluida
(Parks e Stone, 2017; Schmidt e Cech, 2015; Zhang, Lou e Xia, 2017).

Quando a telomerase esta localizada nos telomeros, o ciclo catalitico envolve duas etapas
principais: a adi¢do de nucledtidos e a repeticdo da adicdo (Chen e Zhang, 2016). Na fase
S do ciclo celular, a telomerase € recrutada para os teldémeros pela interacdo do dominio
TEN da hTERT com os componente TPP1 e POT1 do complexo “shelterin” (Ozturk, Li
e Tergaonkar, 2017; Parks e Stone, 2017; Schmidt e Cech, 2015; Wu et al., 2018). A
telomerase vai reconhecer a extremidade 3°-OH do primer de DNA no final da cadeia G
simples e a hTERT, por transcri¢do reversa, vai utilizar a regido modelo complementar a

saliéncia 3> do hTERC como primer interno para estender a cadeia G adicionando
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repeticdes teloméricas TTAGGG, enquanto que a cadeia complementar a cadeia G seré
estendida pela DNA polimerase numa fase mais tardia da fase S (Chen e Zhang, 2016;
Dey e Chakrabarti, 2018; Parks e Stone, 2017; Rousseau e Autexier, 2015; Schmidt e
Cech, 2015). Apos a conclusdo de uma repeticdo de DNA, a telomerase devera dissociar-
se e reposicionar-se novamente na extremidade 3' do cromossoma continuando a sintese
de acordo com o modelo de adigdo repetida. Por Gltimo, a telomerase dissocia-se e é
provavelmente desmontada durante a fase M. Trata-se de um processo complexo que
compreende varias etapas e cuja dindmica ainda ndo esta bem estabelecida, razdo pela
qual tém sido descritos varios modelos para explicar o funcionamento da telomerase
(Armstrong e Tomita, 2017; Chen e Zhang, 2016; Parks e Stone, 2017; Schmidt e Cech,
2015; Wang e Feigon, 2017; Wu et al., 2018).

Assim, uma das caracteristicas tipicas da telomerase € a adicdo repetida, isto €, um Unico
complexo de telomerase adiciona, por cada etapa de associacdo ao telémero, multiplas
repeticdes de DNA durante o ciclo celular (Armstrong e Tomita, 2017; Parks e Stone,
2017; Schmidt e Cech, 2015; Venkatesan, Khaw e Hande, 2017; Wu et al., 2018). De
facto, a funcdo da telomerase é assegurada com um nivel de transcricdo de hTERT
reduzido sugerindo que um elevado numero de copias de transcritos hnTERT podera nao
ser necessario para a manutencdo do comprimento do DNA telomérico (Rousseau e
Autexier, 2015). In vitro, TPP1, juntamente com POT1, estimula e melhora a capacidade
de adigéo repetida da telomerase, diminuindo a taxa de dissociacdo da telomerase do seu
substrato telomérico (Armstrong e Tomita, 2017; Chen e Zhang, 2016; Schmidt e Cech,
2015). A proteina TCAB1 compartilha este fen6tipo com TPP1, mediando diretamente a
interacdo da telomerase com o telémero (Armstrong e Tomita, 2017; Ozturk, Li e
Tergaonkar, 2017; Schmidt e Cech, 2015). Esta observacdo sugere o envolvimento de
TCAB1 no trafego e recrutamento de telomerase para os telémeros embora,
aparentemente, sem caracter obrigatério (Armstrong e Tomita, 2017; Schmidt e Cech,
2015). De salientar que em células humanas onde ndo séo observados Corpos de Cajal
(células tronco e celulas cancerigenas), a eficiéncia de montagem, trafego e atividade de
extensdo telomérica da telomerase ndo se encontram, aparentemente, comprometidas
(Chen e Zhang, 2016; Venkatesan, Khaw e Hande, 2017). Contudo, quando a sintese da
telomerase ocorre nos Corpos de Cajal, onde permanece a maior parte do ciclo celular
(Armstrong e Tomita, 2017; Chen e Zhang, 2016), a enzima apresenta uma maior

capacidade de adicéo repetitiva (Venkatesan, Khaw e Hande, 2017).
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Apos a atuacdo da telomerase na cadeia G, a formacdo e ligacdo de um complexo
denominado CST, que tem um pico em S/G2, é fundamental. Este complexo,
compreendendo as proteinas CTC1, STN1 e TENI1, é estritamente dependente da
telomerase e influencia a eficiéncia de replicacdo do DNA telomérico. Apos atuacédo da
telomerase, o complexo liga-se a extremidade 3’ da cadeia simples de DNA telomérico
por interac&o fisica com o estimulador da telomerase POT1-TPP1 e ndo s suprime a acéo
da telomerase como também facilita a interacdo fisica com a DNA polimerase para
preenchimento da cadeia complementar (Parks e Stone, 2017; Schmidt e Cech, 2015;
Tomita, 2018; Wang e Feigon, 2017; Wu et al., 2018). A delecdo deste complexo resulta
na perda da cadeia complementar dos teldmeros e, subsequentemente, no seu
encurtamento, bem como na acumulagdo excessiva de saliéncias da cadeia G (Martinez e
Blasco, 2015).

Um regulador negativo do comprimento dos teldmeros € o TERRA que atua atraves da
inibicdo da atividade da telomerase por interagdo direta com a enzima (Schmidt e Cech,
2015). Contudo, as fun¢bes detalhadas do TERRA na carcinogénese, assim como 0 seu
significado bioldgico permanecem, ainda, elusivas (Chen e Zhang, 2016). A formacéo de
certas conformagdes estruturais no DNA telomérico, tais como os G-quadruplexes,
também poderdo inibir o acesso da telomerase ao telomero. Contudo o complexo POT1-
TPP1 desempenha um papel importante na prevencdo da formacdo dessas estruturas
secundarias. Por essa razdo, o comprimento dos telémeros podera ser monitorizado pela
quantidade de proteinas ligadas a cadeia simples de DNA telomérico (Armstrong e
Tomita, 2017), tal como ja sugerido anteriormente.

Estudos de expresséo da enzima em diferentes tecidos humanos mostraram que ela néo
é, geralmente, observada na maioria das células somaticas. Nestas células, a telomerase
tem uma atividade minima ou ndo detetdvel, e a cada ciclo de replicagdo ocorre o
encurtamento dos telomeros até as ceélulas entrarem em senescéncia, uma das
caracteristicas principais do envelhecimento. Deste modo, o comprimento do DNA
telomérico foi considerado um determinante critico da longevidade das células normais
(Marcomini e Gasser, 2015; Mason e Perdigones, 2013; Ozturk, Li e Tergaonkar, 2017;
Venkatesan, Khaw e Hande, 2017). Contudo, em ceélulas que se dividem continuamente,
como € o caso das células germinativas e células pluripotentes, e também em cerca de 85-

90% das células cancerigenas, a atividade da telomerase é mais expressiva.
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2.2.1. Alongamento alternativo dos telémeros

Ao mesmo tempo que os componentes da telomerase humana foram identificados e
caracterizados, Blackburn, em 1933, descobriu que as células conseguiam sobreviver sem
a presenca da telomerase recorrendo a um mecanismo alternativo de imortalizagao celular
(Mason e Perdigones, 2013; Rousseau e Autexier, 2015; Venkatesan, Khaw e Hande,
2017). Este mecanismo, conhecido por alongamento alternativo dos telomeros (ALT),
consiste num alongamento que envolve a recombinacdo homdloga entre telomeros de
diferentes cromossomas e é responsavel por cerca de 5-15% dos cancros humanos (Jéger
e Walter, 2016; Mason e Perdigones, 2013; Ozturk, Li e Tergaonkar, 2017; Rousseau e
Autexier, 2015; Venkatesan, Khaw e Hande, 2017).

Evidéncias recentes sugerem a coexisténcia de ALT com a forma ativa da telomerase, 0
que significa que poderdo interagir, em conjunto, na elongacao telomérica. A escolha do
mecanismo de elongacdo podera ser influenciada pela localizacdo dos telémeros. No caso
da elongacdo do DNA telomérico ser promovida pela acdo da telomerase, os telomeros
deverao estar localizados nos Corpos de Cajal, enquanto que no caso do ALT os telomeros
ndo poderdo estar localizados nesse compartimento dado que deverdo estar acessiveis
para recombinacdo com outros telomeros (Venkatesan, Khaw e Hande, 2017). Este
processo, ao contrario do processo mediado pela telomerase, ainda ndo estd bem
elucidado nomeadamente quanto ao seu mecanismo e fatores de regulagdo (lvancich et
al., 2017; Rousseau e Autexier, 2015). Recentemente, algumas evidéncias sugerem que
0 TERRA esta sob um rigoroso controlo em células com mecanismo independente da
telomerase e ALT ativo representando, por isso, um potencial regulador do comprimento
dos telémeros, um marcador de rastreio e/ou um alvo para tratamento de cancros com
células ativas para ALT (Jager e Walter, 2016; Rousseau e Autexier, 2015). Contudo,
todos estes mecanismos precisam de ser aprofundados com vista a sua aplicabilidade em

estratégias terapéuticas oncoldgicas (Venkatesan, Khaw e Hande, 2017).
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2.3. Telomeropatias

As primeiras evidéncias diretas que relacionaram a deficiéncia na manutencdo do
comprimento dos telémeros humanos com certas doencas do envelhecimento, também
designadas por telomeropatias, sindromes teloméricas ou disturbios da biologia dos
telomeros, foram obtidas em 1999. Estas doencas humanas hereditarias desenvolvem-se
quando o desgaste dos telomeros ocorre prematuramente em consequéncia de mutacoes
em genes que codificam fatores envolvidos na manutencdo e reparacdo do DNA
telomérico e/ou défice de expressao da telomerase. Por isso, nestas doencas a capacidade
proliferativa e regenerativa dos tecidos esta condicionada (Bertuch, 2016; Glousker et al.,
2015; Hayashi, 2017; Jafri et al., 2016; Kong, Lee e Wang, 2013; Martinez e Blasco,
2017; Mondello e Chiodi, 2016; Stanley e Armanios, 2015).

As telomeropatias humanas estao associadas, principalmente, a sindrome de disqueratose
congénita (DC), Hoyeraal-Hreidarsson, Revesz, doenca de Coats Plus, anemia apléstica,
fibrose pulmonar e doenca hepética (Kong, Lee e Wang, 2013; Martinez e Blasco, 2017;
Stanley e Armanios, 2015). A idade de inicio e a gravidade das manifestacdes clinicas
sdo variaveis mas, frequentemente, manifestam-se na infancia (Bertuch, 2016; Martinez
e Blasco, 2017; Mondello e Chiodi, 2016). Os componentes da telomerase, isto €, 0s
produtos dos genes TERC e TERT estdo envolvidos em praticamente todas estas
patologias (Kong, Lee e Wang, 2013; Mondello e Chiodi, 2016).

A DC foi a primeira telomeropatia a ser descrita. Os doentes manifestam distrbios
prematuros do envelhecimento classicamente diagnosticados pela presenca da triade de
sinais mucocutaneos: atrofia ungueal, pigmentacdo da pele e leucoplasia oral.
Adicionalmente, estes doentes apresentam um risco elevado de cancro e insuficiéncia da
medula dssea que sdo caracteristicas clinicas comuns as sindromes dos telomeros (Ballew
e Savage, 2013; Bertuch, 2016; Hayashi, 2017; Kong, Lee e Wang, 2013; Martinez e
Blasco, 2017; Mondello e Chiodi, 2016; Stanley e Armanios, 2015). A DC tem sido
associada a mutacGes em varios genes relacionados com o bindémio telomero/telomerase
(DKC1, TINF2, NOP10, NHP2, TCAB1, CTC1, RTEL1, TERT e TERC). O gene DKC1
foi o primeiro gene associado a esta doenca e codifica a proteina disquerina que
desempenha fungdes vitais na estabilizacdo do hTERT e na montagem da telomerase. O
gene RTEL1 codificauma DNA helicase que atua na estabilidade, protecéo e alongamento
dos telomeros desmontando os “T-loops” e promovendo a sua replicagéo (Barrett et al.,
2015; Bertuch, 2016; Hayashi, 2017; Kong, Lee e Wang, 2013; Mondello e Chiodi, 2016;
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Stanley e Armanios, 2015). Na sindrome de Hoyeraal-Hreidarsson, causada também por
mutacdes nos genes DKC1, TINF2, TERT, RTEL1 e TPP1, a triade mucocutanea
associada a DC também esta presente para além do atraso do crescimento intrauterino,
microcefalia e morte prematura, geralmente durante as primeiras décadas de vida
(Bertuch, 2016; Glousker et al., 2015; Martinez e Blasco, 2017; Mondello e Chiodi, 2016;
Stanley e Armanios, 2015). J& a sindrome Revesz estd associada apenas a um gene,
TINF2, refletindo algum aspeto Unico da funcdo desse fator e é definida também pela
presenca de um atraso do crescimento intrauterino e microcefalia, retinopatia exsudativa
bilateral e calcificacdo intracraniana (Bertuch, 2016). A doenca de Coats Plus, associada
ao gene, CTCL1, apresenta para além das caracteristicas clinicas da sindrome de Revesz
adicionalmente outros sinais, designadamente telangiectasias retinianas bilaterais,
anormalidades Osseas e ectasias vasculares gastrointestinais (Ballew e Savage, 2013;
Mondello e Chiodi, 2016).

As patologias que tipicamente apresentam um inicio mais tardio sdo a anemia aplastica,
a fibrose pulmonar e algumas doencas hepaticas (Khan, Singer e Vaughan, 2017; Kong,
Lee e Wang, 2013; Mondello e Chiodi, 2016; Stanley e Armanios, 2015). A anemia
aplastica é caracterizada por insuficiéncia de células hematopoiéticas (Kong, Lee e Wang,
2013; Martinez e Blasco, 2017). A fibrose pulmonar pode manifestar-se na idade adulta
em individuos com DC, sendo uma doenca progressiva e potencialmente fatal que se
caracterizada por tosse, dispneia e lesbes pulmonares como fibrose, inflamacéo
intersticial e deposicdo de colagénio (Bertuch, 2016; Kong, Lee e Wang, 2013; Martinez
e Blasco, 2017; Stanley e Armanios, 2015). As doencas hepaticas associadas ao
encurtamento dos telémeros caracterizam-se, principalmente, por fibrose com inflamacéo

e hiperplasia nodular regenerativa (Martinez e Blasco, 2017).

O encurtamento acelerado do DNA telomérico também tem sido implicado em numerosas
doencas metabolicas e inflamatdrias, como doencas cardiovasculares, aterosclerose,
diabetes mellitus, osteoporose, obesidade, colite ulcerativa, doenga de Alzheimer, 1Gpus
eritematoso sistémico, etc. (Astuti et al., 2017; Barrett et al., 2015; Kong, Lee e Wang,
2013; Muezzinler, Zaineddin e Brenner, 2014; Mundstock et al., 2015; Quinlan et al.,
2014). Nestas doengas multifatoriais, fatores genéticos e ambientais promovem o
desgaste dos telomeros pelo que, nestes casos, a elucidacdo da base genética do
encurtamento do DNA telomérico requisita estudos adicionais (Kong, Lee e Wang, 2013;
Zhu, Belcher e Van der Harst, 2011).
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2.4. Cancro

A ativacgdo da telomerase constitui um mecanismo protetor crucial das células humanas
assegurando a estabilidade do genoma durante a diviséo celular e prevenindo, por isso, a
senescéncia celular. De facto, e tal como acima mencionado, o encurtamento telomérico
conduz a instabilidade gendmica e, eventualmente, a apoptose. Contudo, a ativacdo da
telomerase pode originar a progressdo para um estado oncogénico no qual as células
adquirem a capacidade de divisdo continua readquirindo telomeros sucessivamente mais
longos (Dey e Chakrabarti, 2018; Fouquerel e Opresko, 2017; Jager e Walter, 2016;
Martinez e Blasco, 2017; Mason e Perdigones, 2013; Ropio et al., 2016; Schmidt e Cech,
2015; Venkatesan, Khaw e Hande, 2017; Wang e Feigon, 2017; Webb e Zakian, 2016;
Wu et al., 2018). Embora subsista uma relacdo clara entre telomeros curtos e os fenotipos
de envelhecimento prematuro que sugere um potencial beneficio entre telomeros longos
e salde/longevidade, hé estudos que apontam uma potencial ligagdo entre o0 alongamento
telomérico e o aumento de risco de cancro, apesar desta associacdo ndo ser, ainda,
totalmente clara. Os resultados até agora obtidos sugerem que este mecanismo €
particularmente frequente no melanoma e no glioma (Barrett et al., 2015; Hayashi, 2017;
Stanley e Armanios, 2015). As primeiras evidéncias surgiram numa familia que
apresentava melanoma e na qual foi identificada uma mutagéo ativadora no promotor do
gene TERT. Este tipo de mutacdo foi encontrada em 70% dos melanomas, relevando a
importancia da sua sobrexpressao no desenvolvimento deste tipo de cancro (Barrett et al.,
2015; Hayashi, 2017; Mondello e Chiodi, 2016; Stanley e Armanios, 2015). Na maioria
das células cancerigenas, a sua imortalidade replicativa deve-se, maioritariamente, a
alteracdes no promotor do gene do componente hTERT, pela ocorréncia de um
mecanismo genético e/ou epigenético incluindo, respetivamente, mutacbes e/ou
metilagdes, que o reativam de forma robusta conduzindo a uma sobrexpressdo nao
desejada da telomerase. Resultados recentes também evidenciam a associacdo de
mutagdes no gene POT1 com o aparecimento do melanoma e do glioma, bem como de
outros tipos de tumores, incluindo o cancro da mama, pulmao, endométrio e cérebro
(Armstrong e Tomita, 2017; Chen e Zhang, 2016; Ivancich et al., 2017; Jafri et al., 2016;
Jager e Walter, 2016; Ledo et al., 2018; Lipinska et al., 2017; Mason e Perdigones, 2013;
Ropio et al., 2016; Schmidt e Cech, 2015; Shay, 2017; Venkatesan, Khaw e Hande, 2017;
Xu e Goldkorn, 2016). Globalmente, estas observac6es sugerem que o alongamento dos

telomeros favorece o desenvolvimento do tumor. No entanto, o seu papel na progressao
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do tumor néo é, ainda, totalmente conhecido (Bertuch, 2016; Martinez e Blasco, 2017;
Mondello e Chiodi, 2016).

2.5. A telomerase como alvo terapéutico

A telomerase ndo € expressa na maioria das células somaticas normais, sendo amplamente
expressa e essencial para a imortalidade replicativa em 90% dos cancros humanos. Por
essa razdo, a telomerase é considerada um potencial biomarcador de diagnéstico e
prognostico de diferentes tipos de cancro e um alvo molecular atrativo para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas para estas doencas (Armstrong e Tomita,
2017; Chen e Zhang, 2016; Ivancich et al., 2017; Jafri et al., 2016; Ledo et al., 2018; Xu
e Goldkorn, 2016; Zhang, Lou e Xia, 2017). Por outro lado, a sua ativagcdo também
representa uma estratégia potencial na medicina regenerativa para superar a senescéncia
das células e tratar doencas relacionadas com a longevidade que, em muitos casos, Sao
causadas pelo encurtamento do DNA telomérico (Dey e Chakrabarti, 2018; Gonzalez-
Giraldoa et al., 2016; Jager e Walter, 2016; Ozturk, Li e Tergaonkar, 2017; Shay, 2017).

Nas ultimas duas décadas, varias estratégias dirigidas ao tratamento do cancro foram
desenvolvidas e algumas encontram-se ja numa fase avancada de investigacdo. Estas
estratégias sdo discutidas com base no mecanismo de inibicdo da telomerase: (1)
estratégias baseadas em telomeros; (2) interferéncia com a montagem do complexo da
telomerase; (3) inibicdo direta da telomerase; (4) terapia dirigida pelo promotor hTERT
ou hTERC; e (5) vacinas de telomerase (Jafri et al., 2016; Shay, 2017; Xu e Goldkorn,
2016).

As abordagens baseadas em teldmeros interferem diretamente com a estrutura telomérica,
mas ndo com a telomerase. Portanto, essas estratégias poderdo ser aplicadas em
neoplasias negativas para telomerase que mantém seus teldémeros usando 0 mecanismo
ALT (Armstrong e Tomita, 2017; lvancich et al., 2017; Jager e Walter, 2016; Webb e
Zakian, 2016; Xu e Goldkorn, 2016). Alguns exemplos de abordagens baseadas em
telomeros sdo: a) estabilizadores G-quadruplex, tornando a extremidade telomérica
inacessivel a telomerase ou a ALT, acelerando o encurtamento dos telomeros e a
subsequente morte celular (Chen e Zhang, 2016; Ivancich et al., 2017; Jafri et al., 2016;
Jager e Walter, 2016; Lipinska et al., 2017; Mason e Perdigones, 2013; Ozturk, Li e
Tergaonkar, 2017; Xu e Goldkorn, 2016); b) oligonucleotideos teloméricos (T-oligo) que
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sdo homdlogos a saliéncia telomérica dos telémeros e competem com o DNA telomérico
na ligagdo ao complexo “shelterin”, expondo a sequéncia telomérica a DDR. Contudo o
seu mecanismo de acdo ainda estd sob investigacdo e o facto de serem suscetiveis a
degradacéo in vivo faz com que sejam necessarios mais estudos, razao pela qual ainda
ndo se encontram na fase de investigacao de ensaio clinico (Ivancich et al., 2017; Jafri et
al., 2016; Xu e Goldkorn, 2016); c) inibidores da proteina tankyrase 1 (TNKS1), uma
poli-ADP-ribosiltransferase que interfere com o alongamento do DNA telomérico através
da inibicdo da dissociacdo do TRF1 dos teldmeros, tornando-0s menos acessiveis a
telomerase. Neste &mbito, varios inibidores estdo a ser testados, mas a investigacéo ainda
ndo se encontra na fase de ensaio clinico (lvancich et al., 2017; Jafri et al., 2016; Xu e
Goldkorn, 2016) .

No caso da estratégia que visa a interferéncia com a montagem do complexo da
telomerase, os estudos realizados mostraram que a inducdo de mutacGes especificas no
modelo do hTERC causa uma reprogramacao da telomerase para adicionar repeticoes
teloméricas mutantes que induzem a DDR uma vez que as proteinas do complexo
telomérico deixam de reconhecer a extremidade mutada. Esta desafiante abordagem
terapéutica permanece sob investigacdo (Xu e Goldkorn, 2016).

Relativamente a inibicdo direta da telomerase, esta é talvez a estratégia terapéutica mais
intuitiva e diz respeito ao desenvolvimento do oligonucleotideo Imetelstat (GRN163L).
Este foi o primeiro oligonucleotideo modificado a ser desenvolvido e que prosseguiu para
a fase de ensaio clinico como um agente anticancro, tendo sido demonstrada a sua potente
acdo inibitdria contra a telomerase (Chen e Zhang, 2016; Jafri et al., 2016; Jager e Walter,
2016; Rousseau e Autexier, 2015). O Imetelstat atua por acoplamento antagonista com o
componente modelo do hTERC que apresenta elevada afinidade e elevada especificidade
atividade enzimatica da enzima e originando encurtamento telomérico, eventual DDR e
morte celular (Armstrong e Tomita, 2017; Chen e Zhang, 2016; lvancich et al., 2017;
Jafri et al., 2016; Jager e Walter, 2016; Ozturk, Li e Tergaonkar, 2017; Rousseau e
Autexier, 2015; Xu e Goldkorn, 2016).

A terapia dirigida inclui: (1) virus oncoliticos que se replicam especificamente em células
tumorais que apresentam os promotor hTERT e hTERC ativos causando a sua lise e

poupando as células benignas com esses promotores inativos (Jager e Walter, 2016; Xu e
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Goldkorn, 2016); (2) fitoquimicos, substancias presentes naturalmente em frutos,
leguminosas e outros vegetais que apresentam atividade bioldgica, designadamente
compostos fendlicos ou carotendides (Baena, 2015). O seu modo de acdo é apenas
parcialmente conhecido e inclui, por exemplo, a inibicédo da translocacdo da hTERT para
0 ndcleo e subsequente diminuicdo da atividade da telomerase (Chen e Zhang, 2016; Jager
e Walter, 2016).

A imunoterapia anti-telomerase explora a expressdo relativamente elevada da telomerase
em células tumorais e tem por objetivo sensibilizar o sistema imunologico para células
tumorais que expressam a sua superficie peptideos hTERT. Neste caso, a produgdo de
linfocitos T citotoxicos CD8+ e linfdcitos T auxiliares CD4+, especificos para esses
peptideos produzem os efeitos antitumorais (Jafri et al., 2016; Xu e Goldkorn, 2016). A
imunoterapia baseada na telomerase inclui véarias abordagens e algumas delas ja estdo a
ser testadas em casos clinicos (Jafri et al., 2016; Xu e Goldkorn, 2016). Um exemplo é o
desenvolvimento de vacinas como a GV1001, Vx001 e GRNVACL1 que séo baseadas em
peptideos hTERT. A sua aplicacdo originou o desenvolvimento de respostas imunes
especificas em tumores positivos para a telomerase, tendo sido observados efeitos
secundérios reduzidos em células normais bem como auséncia de autoimunidade.
Contudo, a sua toxicidade no longo prazo ainda ndo foi caracterizada (Armstrong e
Tomita, 2017; Chen e Zhang, 2016; Jafri et al., 2016; Xu e Goldkorn, 2016).

Uma desvantagem da maioria destas estratégias que tem por alvo a telomerase € que a
sua eficacia anti-tumoral depende do encurtamento dos telémeros para um comprimento
critico indutor de morte celular o que, normalmente, requer uma série de ciclos de divisao
(Armstrong e Tomita, 2017; Rousseau e Autexier, 2015; Jager e Walter, 2016; Shay,
2017; Webb e Zakian, 2016). Para além disso, a inibicdo da telomerase a longo prazo
pode desencadear efeitos negativos em células altamente proliferativas que necessitem
dessa atividade enzimatica para assegurar a sua fisiologia (Jager e Walter, 2016; Ozturk,
Li e Tergaonkar, 2017).
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3. Comprimento do DNA telomérico

3.1. Metodologias

Um dos maiores desafios tem consistido no desenvolvimento de técnicas para a
determinacdo do comprimento do DNA telomérico com vista a sua aplicagdo no estudo
da relacdo entre o comprimento dos telémeros e a patobiologia dessas doencas
(Montpetit et al., 2015; Lai, Wright e Shay, 2018). Nesse sentido, 0 sangue periférico é
um tecido adequado para a realizacdo de estudos epidemioldgicos e os leucécitos sdo
células nucleadas que possibilitam amostras de DNA com um grau de qualidade adequado
(Barrett et al., 2015; Behrens et al., 2017; Martens e Nawrot, 2016).

Ao longo dos anos, varios métodos foram desenvolvidos como é o exemplo da analise do
fragmento de restricdo terminal (TRF), o método quantitativo de hibridiza¢ao “in situ”
por fluorescéncia (Q-FISH) ou por citometria de fluxo (Flow-FISH), a reacdo em cadeia
da polimerase quantitativa (QPCR, PCR quantitativo) e g°PCR multiplex monocromatico
(MMQ-PCR), ou a analise de comprimento Unico de telomeros (STELA) e também o
ensaio de menor comprimento dos telomeros (TeSLA) (Behrens et al., 2017; Lai, Wright
e Shay, 2018).

Apos o isolamento e caracterizagdo da sequéncia telomérica no final da década de 80, o
primeiro e Gnico método de determinacdo do comprimento do DNA telomérico e que
ainda e atualmente utilizado foi a analise TRF por “Southern blot”. Esta analise ¢
altamente reprodutivel e é considerada a analise “padrdo” pois tem sido usada como
referéncia dos métodos desenvolvidos a partir de entdo (Aubert, Hills e Lansdorp, 2012;
Montpetit et al., 2015). Neste procedimento, 0 DNA é inicialmente digerido com um
conjunto de enzimas de restricdo que ndo reconhecem as sequéncias das regides
telomérica e subtelomérica (portanto, ndo “cortam” o DNA telomérico); apos a
transferéncia dos fragmentos de restricdo para uma membrana de nylon, é efetuada a
hibridizacdo com uma sonda especifica para 0 DNA telomérico, lavagem e exposi¢cdo
para visualizacdo dos telomeros e estimativa do seu comprimento médio (Aubert, Hills e
Lansdorp, 2012; Behrens et al., 2017; Lai, Wright e Shay, 2018; Montpetit et al., 2015).
A exigéncia de grande quantidade de DNA inicial e o tempo de realizagdo relativamente
longo, bem como a impossibilidade de detetar e quantificar telomeros que séo
relativamente curtos (2 kb ou menos), limitam a sua utilizagdo em estudos

epidemioldgicos e populacionais. Para além disso, a inexisténcia de padronizacdo em
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relagdo as enzimas de restricdo tem originado variacbes até 5% na estimativa do
comprimento dos telomeros devido, nomeadamente, a inclusdo de segmentos de DNA
subtelomérico contiguos ao telomero. Este facto conduz a sobrestimacdo do comprimento
verdadeiro dos telémeros e dificulta a comparacéo de resultados entre diferentes estudos
(Aubert, Hills e Lansdorp, 2012; Behrens et al., 2017; Lai, Wright e Shay, 2018).

No método Q-FISH, o comprimento médio do DNA telomérico € quantificado por
microscopia de fluorescéncia digital através da andlise da intensidade da fluorescéncia
apos a hibridizacdo dos telémeros com uma sonda telomérica sintética marcada um
fluorocromo desenvolvida em 1991 (oligdmero PNA - peptide nucleic acid). Neste caso,
o sinal fluorescente detetado é quantificado por andlise comparativa com padrdes
representados por DNA telomérico de comprimento conhecido utilizando um software
especifico de analise de imagem. Esta técnica permite identificar os terminais
cromossomicos com telémeros mais longos (sinais mais fortes) ou mais curtos (sinais
mais fracos) (Aubert, Hills e Lansdorp, 2012; Lai, Wright e Shay, 2018; Montpetit et al.,
2015). O Q-FISH apresenta a vantagem de fornecer informacdo muita precisa sobre
telémeros com comprimentos mais curtos, tendo sido otimizado e considerado
especialmente vantajoso no estudo do comprimento de telémeros em células raras.
Contudo, este procedimento ndo é adequado para estudos epidemioldgicos em larga
escala visto ser uma técnica trabalhosa, dispendiosa, que exige quantidades significativas
de amostra e células mitoticamente ativas, bem como tecnicamente exigente pois requer
0 uso de instrumentos especificos e citogenistas altamente qualificados com experiéncia
e conhecimento ao nivel do processamento e da analise dos dados (Aubert, Hills e
Lansdorp, 2012; Lai, Wright e Shay, 2018; Montpetit et al., 2015; Shay, 2017). Para
contornar estas limitacGes, foram desenvolvidas opg¢des Q-FISH de maior rendimento
como o Fluxo-FISH que permite medir e comparar o comprimento do DNA telomérico
de maltiplas células através da analise da fluorescéncia dos telémeros por citometria de
fluxo. E um método muito preciso, rapido e sensivel, e representa o primeiro método
validado para fins de diagnostico clinico pois mede com precisdo o comprimento do DNA
telomérico, mesmo em populacées de células distintas dentro de uma unica amostra. N&o
obstante, ndo deixa de ser uma técnica trabalhosa, dispendiosa e ainda inadequada para
estudos em larga escala pois requer grandes quantidade de sangue fresco (Aubert, Hills e
Lansdorp, 2012; Behrens et al., 2017; Montpetit et al., 2015; Lai, Wright e Shay, 2018).
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Dos varios métodos utilizados para determinar o comprimento do DNA telomérico, a
analise de TRF e a gPCR tém sido os dois métodos mais utilizados em estudos
epidemioldgicos. Esta ultima técnica foi descrita pela primeira vez por Richard Cawthon,
em 2002, e baseia-se na amplificacdo e comparacao da razdo de T (telomeros) / S (gene
de copia Unica) obtida entre 0 DNA de uma amostra e 0 DNA de referéncia. A proporcéo
T/S, equivalente ao comprimento médio dos telémeros existentes numa célula, ndo
permite, contudo, quantificar o comprimento do telomero de cada cromossoma. O método
gPCR tem sido muito utilizado até o0 momento em varios estudos populacionais, clinicos
e epidemiologicos de larga escala visto ser um procedimento relativamente facil, de
realizacdo rapida, relativamente econdmico pois necessita de quantidades relativamente
reduzidas de DNA e com possibilidade de adaptacdo a um formato de alto rendimento e
produtividade (Behrens et al., 2017; Cawthon, 2002; Lai et al., 2017; Lai, Wright e Shay,
2018; Lin et al., 2019; Montpetit et al., 2015; Muezzinler, Zaineddin e Brenner, 2014).
Em 2009, Cawthon adaptou o protocolo original para tentar otimizar a eficiéncia da
metodologia resultando na sua versdo aprimorada MMQ-PCR. Com a amplificacdo
conjunta das regifes de DNA telomérico e do gene de cOpia Unica, N0 mesmo ensaio é
reduzida a variabilidade entre ensaios, tendo sido observado um aumento da
reprodutibilidade dos resultados e diminui¢do do custo dos reagentes (Aubert, Hills e
Lansdorp, 2012; Cawthon, 2009; Lin et al., 2019; Montpetit et al., 2015). Outra adaptacao
da técnica basica baseada em qPCR foi desenvolvida por O’Callaghan e Fenech em 2011
e descrita por esses mesmos autores como um método gPCR de comprimento absoluto
dos telomeros. O procedimento é realizado segundo um protocolo semelhante ao do
ensaio gPCR inicial (razdo T/S com base na amplificacdo da regido telomérica e regido
de gene de cdpia Unica em tubos ou pocos separados) mas inclui uma curva padrdo com

DNA telomérico de comprimento conhecido.

Uma limitagdo dos ensaios baseados em TRF e PCR € que os valores resultantes desses
métodos fornecem apenas medidas do comprimento médio dos teldémeros e ndo fornecem
informacgdo sobre o comprimento especifico de cada telomero. Para atender a essa
necessidade, Baird et al., 2003 criaram a técnica STELA que é também uma tecnologia
baseada em PCR que amplifica 0 DNA telomérico de cada extremidade cromossomica
pelo uso de primers especificos (Aubert, Hills e Lansdorp, 2012; Montpetit et al., 2015).
Este método foi otimizado para um subconjunto de cromossomas. A maior vantagem

reside na capacidade de gerar medic¢Oes de comprimento de telomeros altamente precisas
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com material inicial limitante tornando-se, por isso, adequado para estudos em que a
concentracdo de células é baixa (Aubert, Hills e Lansdorp, 2012; Lai, Wright e Shay,
2018; Montpetit et al., 2015).

Face a necessidade de um método mais sensivel, altamente reprodutivel e preciso para a
quantificacdo do comprimento do DNA telomérico, foi desenvolvido o método TeSLA.
Apesar de caro, este método requer pequenas quantidades de DNA e emprega uma
estratégia melhorada da anélise classica por “Southern blot” j& que usa uma sonda
hipersensivel marcada com digoxigenina e um software de processamento de imagem de
facil utilizacdo para a determinacdo automatica da distribuicdo do comprimento dos
telomeros de todas as extremidades cromossémicas e até um comprimento maximo de 18
kb (Lai et al., 2017; Lai, Wright e Shay, 2018).

Visto ndo existir uma técnica ideal para a quantificacdo do comprimento do DNA
telomérico com elevada precisdo, facilidade e rapidez, a escolha da metodologia devera
ponderar as potencialidades e as limitagdes das varias técnicas disponiveis face ao
objetivo e condicGes de realizacdo do estudo (Aubert, Hills e Lansdorp, 2012; Barrett et
al., 2015; Lai, Wright e Shay, 2018; Lin et al., 2019; Montpetit et al., 2015).

3.2. Fatores de variabilidade

Para além do encurtamento natural referido anteriormente, outros fatores,
designadamente ambientais e hereditarios, poderdo estar implicados desde a vida uterina
até a idade adulta no processo de encurtamento acelerado do DNA telomérico. Por isso,
a avaliagdo do impacto do encurtamento do DNA telomérico no estado bioldgico e
funcional de um organismo devera integrar e ponderar a informacdo de todas essas
variaveis (Barrett et al., 2015; Dugdale e Richardson, 2018; Muezzinler, Zaineddin e
Brenner, 2014; Zhu, Belcher e van der Harst, 2011).

Dois desses fatores sdo, por exemplo, o género e a etnia. Embora ndo haja diferenga
aparente ao nascimento, o comprimento do DNA telomérico tem-se mostrado
consistentemente mais longo em mulheres, eventualmente devido a um aumento de
atividade da telomerase desencadeada pelo estrogénio (Barrett et al., 2015; Martens e
Nawrot, 2016; Miezzinler, Zaineddin e Brenner, 2014; Zhu, Belcher e van der Harst,

2011). Em relacdo a ancestralidade, existe alguma evidéncia preliminar de que o
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comprimento telomérico em adultos podera ser influenciado por esse fator na medida em
que varios estudos sugerem que o comprimento do DNA telomérico é maior nos africanos
do que nos europeus (Muezzinler, Zaineddin e Brenner, 2014; Needham et al., 2013;
Walton et al., 2016; Zhu, Belcher e van der Harst, 2011).

Para além destes fatores, muitos outros como tabagismo, obesidade, consumo de alcool,
exposicédo solar, ma alimentagdo, nivel de stresse, nivel socioeconémico, maus-tratos na
infancia e outros eventos adversos da vida também tém sido frequentemente associados
a telémeros mais curtos (Barrett et al., 2015; Miezzinler, Zaineddin e Brenner, 2014;
Zhu, Belcher e van der Harst, 2011). A exposicao a poluicéo do ar causada pelas emissdes
dos veiculos automdveis também parece ter impacto na taxa de erosao dos telémeros.
Segundo a OMS, estima-se que a exposicdo a particulas provenientes de fontes
antropogénicas conduza a uma perda média de 8,6 meses de esperanca de vida na Europa
(Martens e Nawrot, 2016). Neste sentido, varios estudos epidemioldgicos tém investigado
se a exposicdo a material particulado provenientes de emissdes de trafego automovel e
atividades industrias tem impacto no envelhecimento através da alteracdo do
comprimento do DNA telomérico. Contudo, essa relagdo ndo estd, ainda, claramente
esclarecida. Resultados de vérias investigacdes sugerem que a presenca de telémeros mais
curtos pode ser atribuida ao facto destes se tornarem mais prevalentes a medida que os
individuos envelhecem. Simultaneamente, o enfraquecimento imunitario aumenta a
suscetibilidade a diferentes doencas, incluindo as infecdes. Deste modo, a relagéo entre o
comprimento do DNA telomérico e a suscetibilidade a infecdes, designadamente as
infecdes virais pela sua prevaléncia, devera ser aprofundada no futuro (Bellon e Nicot,
2017; Hou et al., 2013; Janicki-Deverts et al., 2013; Troy e Bosco, 2016; Walton et al.,
2016).

3.3. Potenciais aplica¢des como biomarcador

As células jovens e saudaveis apresentam telémeros longos e totalmente protegidos mas
0 processo de encurtamento telomérico que ocorre ao longo da vida faz com que estes
atinjam um comprimento critico, conhecido como “limite de Hayflick”, apds um numero
finito de divisdes, (~52 mitoses) (Barrett et al., 2015; Hayflick e Moorhead, 1961,
Martinez e Blasco, 2017). Este mecanismo bioldgico é aquele que melhor caracteriza o

envelhecimento celular uma vez que permite prever o inicio da senescéncia replicativa
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(Hayashi, 2017; Stanley e Armanios, 2015). No caso de n&o ocorrer a ativagao
compensatdria da telomerase ou do mecanismo ALT, observa-se a paragem irreversivel
no ciclo celular (Barrett et al., 2015; Hayashi, 2017; Khan, Singer e Vaughan, 2017;
Martens e Nawrot, 2016; Martinez e Blasco, 2017; Mondello e Chiodi, 2016). Contudo,
e apesar do envelhecimento ocorrer inevitavelmente com o tempo em todos 0s
organismos, o processo de envelhecimento ndo ocorre de maneira uniforme. Individuos
com a mesma idade cronoldgica tém diferentes estados de salde, doencas e incapacidades
e, por esse motivo, devera ser avaliada a idade biologica distintamente da idade

cronoldgica (Khan, Singer e Vaughan, 2017; Martens e Nawrot, 2016).

A observacdo comum e bastante consistente na literatura de que o encurtamento dos
telomeros ocorre com o aumento da idade cronoldgica, resultou na possibilidade,
considerada recentemente, do comprimento do DNA telomérico ser um biomarcador do
envelhecimento e um preditor de varias doencgas relacionadas com a idade, incluindo
doencas cardiovasculares, oncoldgicas e neurodegenerativas (Barrett et al., 2015;
Hayashi, 2017; Khan, Singer e Vaughan, 2017; Kong, Lee e Wang, 2013; Martinez e
Blasco, 2017; Mondello e Chiodi, 2016; Muezzinler, Zaineddin e Brenner, 2014; Stanley
e Armanios, 2015; Zhu, Belcher e van der Harst, 2011).

Os biomarcadores do envelhecimento deverdo apresentar as seguintes caracteristicas: i)
altamente correlaciondveis com a idade cronoldgica, ii) prever o declinio do sistema
organico e do envelhecimento global, e iii) ser medido de maneira confiavel (Khan,
Singer e Vaughan, 2017). O comprimento telomérico esta sujeito a um consideravel erro
de medicdo e a variabilidade ao longo do tempo. Por isso, serd necessario, em primeiro
lugar, entender os determinantes moleculares e fisiolégicos que conduzem 0s processos
complexos e multifatoriais subjacentes ao ritmo variavel do envelhecimento bioldgico em
humanos e, em segundo lugar, dispor de informacdo util para investigar e avaliar o estado
de salde e a doenca ao longo da vida, conferir uniformidade no desenho e prossecucao
dos estudos para que sejam obtidos resultados informativos e comparaveis. Nesse sentido,
é importante que o comprimento do DNA telomérico seja determinado antes e apos o
diagndstico da doenca. Ultrapassadas estas limitagdes, no futuro é possivel que o
comprimento telomérico constitua um biomarcador Util de risco ou de progressdo da
doenca (Barrett et al., 2015). Contudo, dada a natureza sistémica do processo de
envelhecimento, um Unico biomarcador ndo devera ser suficiente para refletir a natureza

complexa deste processo.
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I11. Conclusao

Os conhecimentos sobre a biologia dos telémeros e da telomerase amadureceram
substancialmente ao longo do tempo. O interesse e a atualidade do tema ao nivel da
comunidade cientifica refletem-se no elevado ndmero de trabalhos que tem sido

publicados nos ultimos anos.

Os telomeros estdo presentes em todas as extremidades de cromossomas lineares como
uma caracteristica essencial e especial, promovendo a sobrevivéncia e a proliferacdo
celular, diminuindo a probabilidade do aparecimento de patologias relacionadas com o
envelhecimento e a carcinogénese. Esta estrutura tem como objetivo proteger, limitar e
estabilizar a extremidade 3’ (cadeia G) de cadeia simples dos cromossomas lineares.
Deste modo, ela ndo é reconhecida como uma quebra de fita dupla do DNA nem
sinalizada para degradagédo ou reparagéo que, a ocorrer, originaria a erosdo do DNA ou
possiveis fusbes dos terminais cromossomicos, respetivamente. A estabilidade do
genoma depende ndo s6 da manutencdo da estrutura telomérica como também da
fidelidade da sua replicacdo. O avanco do conhecimento sobre a biologia do binémio
telomero/telomerase tem revelado a participagdo de um nimero crescente de proteinas
que, coletivamente, atuam no sentido de evitar o encurtamento e erosdo do DNA
telomérico, a cada ciclo celular, contrariando a limitacdo intrinseca do processo
replicativo, e este equilibrio é crucial para a manutencdo da estabilidade do genoma
(Fouquerel e Opresko, 2017; Gorbunova e Seluanov, 2016; Marcomini e Gasser, 2015;
Martinez e Blasco, 2015; Mason e Perdigones, 2013; Mondello e Chiodi, 2016; Rousseau
e Autexier, 2015; Venkatesan, Khaw e Hande, 2017). Contudo, a complexidade
molecular ndo se resume ao complexo “shelterin-telomero”. Nas Ultimas décadas, a
identificacdo de TERRA e de varias proteinas cujo papel na protecdo, regulacdo e/ou
processamento do DNA telomérico ainda esta por caracterizar, tém revelado que a
biologia dos telomeros € bem mais complexa do que inicialmente suposto e atualmente
coloca, ainda, muitos desafios (Martinez e Blasco, 2015; Rousseau e Autexier, 2015;
Venkatesan, Khaw e Hande, 2017).

O papel da biologia dos telémeros no desenvolvimento de doencas relacionadas com o
envelhecimento, a maioria de natureza multifatorial, é apenas parcialmente
compreendido. A variabilidade interindividual ao nivel do comprimento do DNA

telomérico sugere que muitos outros fatores, para além da idade cronologica, podem
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influenciar o processo de envelhecimento do organismo como por exemplo, fatores
genéticos, epigenéticos, ambientais e o estilo de vida. Se o encurtamento dos telomeros,
tal como observado nesses casos, € causa e/ou efeito dessas doencas ndo esta, ainda,

claramente estabelecido (Kong, Lee e Wang, 2013; Zhu, Belcher e van der Harst, 2011).

Assim, € importante reconhecer que a determina¢do do comprimento do DNA telomérico
apresenta, ainda, alguma complexidade. Tal como acontece com qualquer avanco
tecnoldgico ou metodoldgico, um nivel adequado de reprodutibilidade, confiabilidade e
rigor implica processos de otimizacgdo sucessivos. Essa otimizagdo visa a padronizacao
de protocolos tendo em vista ndo s6 qualidade dos resultados de estudos de investigacao,
mas também a possibilidade da sua analise comparativa para que seja obtida uma resposta
clara ao problema original. Nesse sentido, uma revisdo metodoldgica cuidadosa de cada
etapa do processo analitico podera ser importante, incluindo a amostra bioldgica
selecionada, a metodologia de colheita da amostra, métodos de extragdo de DNA,
transporte, armazenamento e processamento, procedimentos de ensaio, bem como o
impacto do uso de diferentes reagentes e primers (Aubert, Hills e Lansdorp, 2012; Barrett
et al., 2015; Denham, Marques e Charchar, 2014; Lai, Wright e Shay, 2018; Lin et al.,
2019; Montpetit et al., 2015). Adicionalmente, o comprimento do DNA telomérico
devera ser monitorizado em fases diferentes da vida para que a informacéo relativa aos
efeitos dos multiplos fatores sobre os telomeros possa ser integrada e avaliada. Trata-se
de um requisito de grande complexidade mas que sera essencial para explorar a aplicacéo
do comprimento do DNA telomérico como biomarcador do estado de saide (Aubert, Hills
e Lansdorp, 2012; Behrens et al., 2017; Montpetit et al., 2015; Lai, Wright e Shay, 2018;
Lin et al., 2019; Turner, Vasu e Griffin, 2019).

A inter-relacdo entre telémeros, telomerase e salude humana é também evidenciada
através do espetro de doencas causadas pelo encurtamento precoce dos telémeros ou pela
formacgéo de células malignas (Armstrong e Tomita, 2017; Gonzalez-Giraldoa et al.,
2016; Ivancich et al., 2017; Jafri et al., 2016; Rousseau e Autexier, 2015).

Apesar do crescente entendimento sobre as alteragbes moleculares associadas as
telomeropatias, as Unicas intervengdes terapéuticas clinicamente benéficas nestes casos
sdo o transplante de medula 6ssea (Holohan, Wright e Shay, 2014; Martinez e Blasco,
2017; Stanley e Armanios, 2015) e a terapia de ativagdo da telomerase (Bér e Blasco,
2016; Martinez e Blasco, 2017; Smith, 2018). Contudo, estas estratégias devem ser
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utilizadas com precaucdo, considerando seus potenciais efeitos secundarios e o potencial
de desenvolvimento do cancro (Bér e Blasco, 2016; Martinez e Blasco, 2017; Smith,
2018). No caso de cancros associados a telomeros longos, a inibicdo da telomerase podera
ser eficaz na sua prevencdo e/ou tratamento (Stanley e Armanios, 2015). Uma
compreensdo mais ampla sobre a estrutura, biogénese e mecanismo de acdo da telomerase
sera importante para fornecer novas pistas que conduzam a avancos significativos no
tratamentos do cancro (Chen e Zhang, 2016; Ledo et al., 2018; Shay, 2017; Venkatesan,
Khaw e Hande, 2017; Zhang, Lou e Xia, 2017). Neste ambito, serd importante a
elucidacdo dos mecanismos de reativacao da telomerase, principalmente os baseados em
mutacBes no promotor de hTERT visto que este é 0 mecanismo de ativacdo mais
frequentemente observado em muitos tipos de cancros. Por isso, esta podera representar
uma abordagem mais eficaz e mais promissora para alcancar a inibicdo da proliferacédo e
diferenciacdo das células cancerigenas e, a0 mesmo tempo, minimizar os efeitos
citotoxicos em células normais que ndo contém mutages do promotor TERT (Armstrong
e Tomita, 2017; Brown et al., 2014; Chen e Zhang, 2016; Gonzalez-Giraldoa et al., 2016;
Ivancich et al., 2017; Jafri et al., 2016; Ledo et al., 2018; Ozturk, Li e Tergaonkar, 2017).

Por enquanto, o desenvolvimento de um inibidor da telomerase que elimine rapidamente
as células tumorais telomerase-positivas e poupe as células normais com telomerase ativa

constitui, ainda, um desafio (Jafri et al., 2016).

No futuro, a continuidade da investigacdo sera essencial para aprofundar o conhecimento
da biologia do complexo telomero/telomerase e para a transferéncia desse conhecimento
para a promo¢do de uma vida saudavel, com maior longevidade e qualidade,
designadamente no &mbito da prevencéo, progndstico e tratamento de doencas associadas
com o envelhecimento (Armstrong e Tomita, 2017; Ivancich et al., 2017; Jafri et al.,
2016; Martinez e Blasco, 2017; Mason e Perdigones, 2013; Mondello e Chiodi, 2016;
Motezzinler, Zaineddin e Brenner, 2014; Shay e Wright, 2019).
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