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Resumo

Aimortalidade celular é uma caracteristica marcante da célula tumoral. Aproximadamente, 90% das
linhagens dessas células reativam o gene silenciado da enzimatelomerase para adquirirem tal atributo
e se proliferarem de maneira descontrolada. O objetivo desse trabalho foi identificar se a inibicdo da
enzimatelomeraseéum mecanismo contraaimortalidade de células tumorais. Trata-se de umareviséo
deliteratura narrativa. As buscas das referéncias bibliogrdficas foram feitas nas bases de dados: Lilacs,
SciELO, PubMed, utilizando os descritores: telomerase, inibicdo da telomerase, telémeros e cancer, com
seus correspondentes em inglés. O uso de inibidores diretos da telomerase como terapia antitumoral,
exemplo GRN160L, em estudos pré-clinicos apontou uma redugdo na proliferacdo e morte de células
tumorais. Porém, em alguns ensaios sé apresentaram efeitos terapéuticos apds a célula sofrer encurta-
mento critico detelémeros. Terapias que promovem disfuncées nos telémeros paradificultar o acessoda
enzimaao substrato telomérico, demonstram ser capazes de induzir resposta de dano ao DNAe morte
celular mais rdpida. Considerando a alta reativagdo da telomerase em tumorigéneses é evidente que
ela pode ser um mecanismo potencial contra aimortalidade celular. Assim, os avangos de estudos em
andamento possibilitarGo melhor elucidagéo dos fatos e maior consolidagdo para futuras pesquisas.
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Abstract

Cellularimmortality is a hallmark of the tumor cell. Approximately 90% of these cell lines reactivate the
mutated gene of the enzyme telomerase to acquire such an attribute and proliferate in an uncontrolled
manner. The objective of this work was to identify whether the inhibition of the enzyme telomerase
is a mechanism against the immortality of tumor cells. This is a review of narrative literature. The
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be capable of inducing DNA damage response and faster cell death. Considering the high reactiva-
tion of telomerase in tumorigenesis it is evident that it may be a potential mechanism against cellular
immortality. Thus, advances in ongoing studies will enable better elucidation of the facts and greater
consolidation for future research.

LMJ: Palavras-Chave: Telomerase, Telomere, Cancer, Carcinogenesis.
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Introducéao

A enzima telomerase é um complexo ribonucleoproteina, que
promove a manutencao do comprimento dos telomeros ao sinteti-
zar as sequéncias repetitivas do DNA telomérico'. Os teldomeros sao
regides ndo codantes do genoma, localizados nas extremidades
dos cromossomos, mas que desempenham um importante papel
namanutencao e integridade do DNAZ2 O seu encurtamento, pode
comprometer o potencial replicativo das células, contribuindo
paraaentrada destas, no processo natural de senescéncia celular?.

A telomerase estd presente nos estagios iniciais do desen-
volvimento humano. Mas, no periodo neonatal, a atividade da
enzima é reduzida ou nula, ficando ausente na maioria dos
tecidos somaticos*. Em decorréncia disso, gradativamente a
cada divisdo celular os terminais teloméricos destas células sao
encurtados normalmente, chegando a um limite minimo de ta-
manho que possibilite a divisdo celular, denominado Hayflick®.

Porém, aproximadamente 90% das células somaticas can-
cerigenas, que alcancam a imortalidade celular, apresentam
alta expressividade da telomerase®. A reativacdo do gene
silenciado da telomerase, nessas células tumorais, tem sido
um dos mecanismos utilizados para burlar o sistema natural
de senescéncia celular e apoptose, permitindo assim que essas
células continuem promovendo o alongamento dos telémeros
e se repliquem de maneira descontrolada e ininterrupta’.

A elevada expressao da telomerase na maioria dos tipos de
cancer tem tornando-a um alvo importante para o desenvolvi-
mento de terapias anticancerigenas, que objetivam induzir,
seletivamente, a apoptose nessas células, oferecendo um risco
minimo de encurtamento de teldomeros em células normais®.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a inibicao
da enzima telomerase como possivel mecanismo contra a
imortalidade de células tumorais.

Revisao da Literatura

Este trabalho trata-se de uma revisao narrativa de literatura
sobre a inibicdo da telomerase como ferramenta potencial
contra a imortalidade celular. As buscas das referéncias bibli-
ograficas foram feitas nas respectivas bases de dados: Lilacs,
SciELO, PubMed, utilizando os seguintes descritores: telomer-
ase, inibicao da telomerase, teldbmeros e cancer, como também
seus correspondentes em inglés: telomerase, telomerase inhibi-
tion, telomeres e cancer. As referéncias consideradas para este
estudo foram publicagdes que datam entre o periodo de 2012
a 2017, nos idiomas: portugués, inglés e espanhol.

Descoberta dos telomeros e telomerase
Em 1938, no Instituto de Genética Animal de Ediburgo, no
Reino Unido, Hermann J. Muller, um geneticista estadunidense,

ao expor moscas da espécie Drosophila melanogaster a raios X,
observou estruturas nas extremidades dos cromossomos que
os tornavam resistentes a radiacdo. A estas estruturas, Muller
nomeou de “telémeros”®.

Em 1941, Barbara McClintock, pesquisadora da Universi-
dade de Missouri, descobriu que cromossomos “quebrados”
eram instaveis, mas que estes, podiam ter suas extremidades
novamente restauradas. Porém, até entao, ndo se tinha con-
hecimento do mecanismo pelo qual ocorria a restauracao’.

Quando a estrutura do DNA foi desvendada por Francis
Crick, James Watson e Maurice Wilkins, o enigma da restaura-
¢ao dos teldbmeros tornou-se mais complexo, em virtude da
descoberta da enzima que promove a replicacao do DNA, a
DNA-Polimerase. Watson verificou que a acdo da DNA-Polim-
erase ndo permitia a replicacdo por completo da extremidade
3'da fita descontinua'.

O cientista Russo, Alexsei Matveevich Olovnikov, postulou
uma intima ligacdo entre o problema de replicacdo da ponta 3’
e o limite de divisao celular, descrito previamente por Leonard
Hayflick. Segundo, o qual, a cada divisao, a célula sofre um
encurtamento progressivo de suas extremidades, apontando
para o processo de senescéncia celular.

Em 1975, a investigadora Elizabeth Blackburn descobriu
sequéncias repetitivas do hexanucleotideo -CCCCAA- nas
terminagées do DNA do ciliado Tetrahymena thermophila.
Na mesma época, Jack Szostak, geneticista da escola de me-
dicina de Havard, desenvolvia um trabalho com o objetivo
de construir cromossomos artificiais, compostos por genes
humanos em uma sé molécula linear de DNA. No entanto, os
cromossomos de Szostak eram instaveis e ndo se replicavam
pela auséncia de telomeros'2

Blackburn e Szostak propuseram verificar o que aconteceria
comainsercdo das sequéncias repetitivas terminais -CCCCAA-da
Tetrahymena aos plasmideos de Szostak''. Como resultado desse
processo, os plasmideos passaram a se replicar de forma estavel'2

Em Berkeley, na Faculdade da Califérnia, Elizabeth Black-
burn e Carol Greider em um experimento, descobriram que
a restauracdo dos telébmeros se devia a atividade da enzima
telomerase, um complexo de ribonucleoproteina indepen-
dente, que utiliza o seu componente intrinseco de RNA com
a sequéncia -CAACCCAA- como fita molde para a sintese das
repetidas sequéncias terminais.

Estrutura e funcao dos telomeros

Os tel6meros sdo estruturas constituidas de dupla fita de
DNA e proteinas, de comprimento variavel, localizados na
extremidade dos cromossomos de eucariotos. Sdo extensdes
de sequéncias hexaméricas 5'TTAGGG3, que se repetem ao
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longo da cadeia telomérica. Em torno de sua parte terminal,
os teldmeros se associam a um complexo multiproteico, de-
nominado de shelterin™.

O DNA telébmerico termina com uma saliéncia ou pro-
tusdo, de fita simples, rica em guanina na extremidade 3.
Esta extremidade 3'livre, de fita simples, além de servir como
substrato para a adicao de repeticdes teloméricas pela enzima
telomerase, também ird servir como estrutura de protecao
do DNA telomérico, ao assumir a conformacao do T-loop, im-
pedindo, por exemplo, a fusdo das extremidades teloméricas, e
o reconhecimento dos telémeros pela maquindria de resposta
a danos no DNA>™,

Os teldbmeros sao essenciais para a manutencao e integri-
dade do genoma, ao prevenirem a degradacéo, recombinagao
e fusdo entre os cromossomos, além de serem fundamentais
para a completa replicagdo do DNA de eucariotos, durante a
divisdo celular’.

Estrutura e funcao da telomerase

A telomerase é um complexo ribonucleoproteico, com-
posto por duas subunidades. A subunidade catalitica TERT
(telomerase reverse transcriptase), e a outra subunidade TERC
(telomerase RNA component). A TERT possui atividade de
transcriptase reversa, promovendo a manutencdo do compri-
mento dos teldmeros, ao sintetizar as sequéncias repetitivas
do DNA telomérico™'®. A outra subunidade (TERC) compde-se
de uma sequéncia de RNA, que constitui a sequéncia molde
necessaria para o alongamento do DNA telomérico’.

Para que ocorra a ligacdo da telomerase ao telémero, in
vivo, e sua atividade catalitica seja desenvolvida, o complexo
requer a acao de componentes proteicos do complexo shelter-
in, que auxiliam também na regulacdo da atividade da enzima'.

Proteinas especificas do complexo shelterin reconhecem
a extremidade 3'livre e se associam a ela, com o objetivo de
estabilizar as extremidades cromossémicas, como também
de promover o recrutamento da telomerase para a reposicao
das sequéncias teloméricas a cada divisao celular?. A partir
disso, a ponta 3'livre é reconhecida pela telomerase e entao,
a enzima comeca a adicionar repeti¢des teloméricas a essa
extremidade™.

A atividade catalitica da enzima se faz presente nos esta-
gios iniciais do desenvolvimento humano. Mas, no periodo
neonatal, naturalmente, a atividade da enzima é reduzida ou
nula, ficando ausente na maioria dos tecidos somaticos4. A
auséncia da telomerase somada ao problema de replicacdo
completa da extremidade 3’ da fita descontinua favorece o
encurtamento dos teldmeros e a senescéncia celular®.
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A reativacao da telomerase e imortalidade celular em
oncocitos

A senescéncia replicativa ou fase de mortalidade 1 (M1) é
demarcada pela interrupcao de divisao celular. No entanto,
algumas células ignoram a fase M1, ao inativarem vias de
verificacao do ciclo celular, como por exemplo, a proteina p53
e/ouap16, mantendo a divisdo celular e gerando, consequent-
emente, teldbmeros muito curtos, que irdo demarcar a fase
de crise ou mortalidade 2 (M2), na qual, tem-se uma grande
instabilidade genémica, eventos mutagénicos, resultando em
intensa morte celular17. Nesse contexto, raramente algumas
células (1 em 100.000 a 1 em 10 milhées) conseguem superar
a crise e adquirir a imortalidade celular'®. A fase de senescén-
cia replicativa e a crise celular sdo duas barreiras importantes
contra a imortalidade celular e a transformacdo maligna™.

Os oncocitos sobrevivem e alcancam a imortalidade em
aproximadamente 90% das linhagens celulares de cancer em
humanos, aumentando ou reativando a expressdo dos genes:
hTERT, que codifica a subunidade catalitica da telomerase, e
hTERC, codificador do componente RNA intrinseco da enzima6.
Em um percentual menor, entre 10 a 15% das células tumorais
podem inverter o encurtamento critico dos telédmeros, para
ignorar o processo de senescéncia, através do alongamento
alternativo de telémeros (ALT), baseado na recombinacao
homdloga do DNA presente nessas regides®.

A reativacdo do gene silenciado da telomerase nas células
tumorais tem sido um dos mecanismos utilizados para burlar o
sistema natural de senescéncia celular e apoptose, permitindo
assim que essas células tumorais continuem promovendo
o alongamento dos teldmeros e se repliquem de maneira
descontrolada e ininterrupta’.

Principios de algumas terapias anti-telomerasicas

A elevada expressao da telomerase, na maioria dos tipos
de cancer, tem tornaram a mesma um alvo importante para o
desenvolvimento de terapias anticancerigenas, que objetivam
induzir, seletivamente, a apoptose nessas células, oferecendo
um risco reduzido de encurtamento de teldmeros em células
normais®.

Algumas estratégias que visam a inibicdo direta da enzima
telomerase comprometem-se com o desenvolvimento de ini-
bidores competitivos de sitios da enzima, com o objetivo de
impedir formacdo do complexo ativo telomerasico ao inibir a
associacdo das subunidades TERT e TERC da ribonucleoprotei-
na, ou ainda a ligacdo desta ao substrato telomérico21. Vérios
inibidores de moléculas da telomerase foram desenvolvidos,
dentre eles, se destacam os inibidores competitivos Imetelstat,
conhecido também como GRN163L e o BIBR1532%.




O imetelstat é um oligonucleotideo modificado que foi
desenvolvido para ser administrado de forma intravenosa e
para o tratamento de varios tipos de cancer?. Possui a sequén-
cia 5 TAGGGTTAGACAA3' que se associa a 13 nucleotideos do
modelo TERC, interrompendo a montagem da ribonucleopro-
tefna (TERT +TERC) e sua atividade enzimatica nos teldomeros®.
De maneira semelhante, 0 BIBR 1532 também impede a mon-
tagem da telomerase, porém faz isso, ao se ligar ao dominio
TERT, interrompendo a associacdo TERT-RNAZ,

Outras estratégias terapéuticas em desenvolvimento, para
combater a imortalidade celular maligna, atuam em focos
diferentes, como por exemplo, os teldbmeros, o sistemaimune,
os promotores TERT e TERC, entre outras®. Estratégias como
os estabilizadores do G-quadruplex e inibidores Tnakyrase,
tornam os teldbmeros inacessiveis a telomerase. O primeiro
torna a extremidade 3’ inacessivel ao impedir o desenrola-
mento do G-quadruplex e o segundo, ao inibir a dissociacao
entre a proteina TRF1, componente do complexo shelterin,
dos telomeros?.

A imunoterapia antitelomerase, também em desenvolvi-
mento, visa sensibilizar o sistema imunoldégico contra células
tumorais que apresentam peptideos ou epitopos antigénicos
de telomerases degradadas por proteossomas, que sao expres-
sos na membrana celular tumoral positiva para telomerase via
classe | do complexo de histocompatibilidade (MHC). Estes
epitopos antigénicos podem induzir respostas CD4+ ou CD8+
de linfécitos T citotdxicos especificas contra tumores positivo
para telomerase?®.

Discussao

O levantamento bibliografico realizado com o objetivo de
verificar a potencialidade da inibicao da enzima telomerase
contra aimortalidade celular em oncécitos, em decorréncia de
aproximadamente 90% das linhagens celulares de cancer, so-
breviverem e alcancarem a imortalidade celular,aumentando
ou reativando a expressao dos genes que codificam a telomer-
ase 6, possibilitou verificar varios estudos em desenvolvimento
que se engajam na perspectiva de inibir aimortalidade celular®.

Inibidores da telomerase, a exemplo do Imetelstat ou
GRN163L, o qual foi amplamente avaliado quanto a sua ativi-
dade e eficacia em estudos pré-clinicos contra varias linhagens
de cancer, em modelos de xenogravagem em ratos, demon-
straram provocar o encurtamento de telémeros em tumores
de bexiga, figado, pulmao, mama, pancreas e prostata através
de sua eficiente acdo inibitéria da telomerase?.

Um estudo avaliou os efeitos do GRN163L na atividade da
telomerase em dezlinhagens celulares de cancer de pancreas,
demonstrou que o GRN163L reduziu a proliferacdo e sobre-

vivéncia celular somente apos a célula sofrer o encurtamento
critico dos teldomeros?’. No final da vida util das células tratadas
com GRN163L, os teldmeros tornaram-se criticamente curtos
até o ponto de indetectabilidade e mais de 80% apresentaram
c-H2AX, indicando presenca de dsDNA-breaks, esperado para
células em crise. Observou-se ainda que a eficacia da inibicdo
telomerasica pelo GRN163L esta associada ao seu tempo de
vida util, ou seja, a suspensdao do GRN163L reverte a maioria
dos efeitos, podendo proporcionar a célula a fuga da crise?.

Um estudo, ao discutir o periodo de atraso necessario
para se observar o encurtamento critico dos teldomeros, o re-
torno a crise e a morte celular gerado por inibidores direto da
telomerase, sugeriram que a inibicao direta isolada da enzima
pudesse ser ineficaz como tratamento autdnomo, sugerindo
uma combinacdo do tratamento de inibicdo direta com a
radiacado ionizante (RI)?. Tal estudo desenvolveu um experi-
mento in vitro, investigando a conjugacao de trés inibidores
direto da telomerase, sendo eles, o BIBR-1532, um flavondide
(2-(3,4-di-hidroxifenil)-7,8-di-hidroxi-4H-cromen-4ona) e o
MST-312 com agentes radioiodados-123 e os seus respectivos
efeitos inibitorios em células cancerigenas.

Dos trésinibidores citados anteriormente, 0 1231-MST-312
foi o0 mais estavel, provocando radioatividade e morte celular
dependente da concentracao®. Até o momento, ndo houve
ainda uma abordagem que prosseguiu os estudos dos efeitos
da radiossensibilizacao utilizando inibidores direto da telom-
erase associados a agentes radiomarcados. As investigagoes
limitam-se a fontes de radiacdo de feixes externos?,
direta da telomerase, em decorréncia do tempo de atraso
requerido para se observar o encurtamento de teldmeros e
morte celular®. O tempo requerido, implica em uma série de
ciclos de divisdo celular, onde células tumorais continuardo
a se replicar até que se tenha efeitos terapéuticos, sugerindo
outra modalidade de tratamento de acdo rapida que pode
inibir a atividade da enzima indiretamente, para obtencédo de
resultados clinicos. Sugere-se a introducao de um nucleosideo
modificado na célula, para que este seja incorporado ao DNA
telomérico, preferencialmente pela telomerase. Este nucleo-
sideo alterado nos telémeros, por nao se associar de forma
eficiente as proteinas que protegem o DNA, provocard uma
disfuncdo nos teldomeros, morte celular rapida, além de inibir
indiretamente a atividade telomerasica®.

Um estudo, ao utilizar um 6-tio-2'-desoxiguanosina (6-thio-
dG), um nuclesideo modificado, em células tumorais positivas
para a telomerase, demonstraram que o mesmo é reconhe-
cido e incorporado aos telomeros pela telomerase, formando
telomeros alterados que induzem consequentemente res-
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postas de dano ao DNA e rapida morte celular. O tratamento
com 6-thio-Dg provocou rapida morte celular em oncécitos,
enquanto que ndo se observou efeitos em fibroblastos huma-
nos normais de telomerase negativa e nem em células normais
do epitélio do célon humano. Camundongos tratados durante
um més, com doses efetivas de 6-thio-dG, ndo demonstraram
efeitos colaterais hepaticos, hematologicos e renais®.

Vale ressaltar que, apesar dos avancos significativos no
conhecimento da funcdo da telomerase no desenvolvim-
ento de canceres, ndo existe ainda agentes antitelomerasicos
aprovados para uso clinico®.

Conclusao

Ao longo dos anos, o conhecimento sobre os teldmeros e a
telomerase melhorou notavelmente. A compreensdo dos me-
canismos envolvidos na reativacao e recrutamento da telomerase
para expandir a capacidade proliferativa de células cancerosas
possibilitou a criacdo de varias ferramentas terapéuticas anti-
cancerigenas, em especial as que promovem ainibicao direta da
telomerase ou as que buscam dificultar seu acesso aos telémeros,
inibindo-a indiretamente.

Ensaios clinicos com inibidores diretos da telomerase, demon-
straram que a mesma € um alvo viavel contra a imortalidade
celular, mas apontaram um intervalo de tempo longo para que se
obtenha efeitos clinicos. Este aspecto nao é positivo, visto a alta
capacidade de proliferacdo e metastases dos oncécitos. Por outro
lado, observou-se uma relativa concordancia entre autores de que
as terapias baseadas em promover alteragdes nos teldomeros ou na
relacdo deste com proteinas associadas a ele, parecem ser mais
eficazes, por disparar resposta de dano ao DNA e morte celular
mais rapida. Nesse sentido, os avangos de estudos que estdo em
andamento trardo uma melhor elucidagdo dos fatos e uma maior
consolidacdo para futuras pesquisas.
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