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Resumen

Los tel6meros son complejos de ADN y proteinas localizados en los extremos de los cromo-
somas lineales que ayudan a mantener la estabilidad gendmica. En condiciones normales en
células somaticas, los telémeros se acortan con cada division celular. Cuando los telémeros
alcanzan cierta longitud, la célula entra en un periodo llamado «senescenciax. Sin embargo,
algunas células pueden escapar de la senescencia; los telémeros de dichas células se siguen
acortando hasta que alcanzan una longitud en la cual la célula entra a una etapa llamada
«crisis», donde se empieza a presentar inestabilidad cromosémica, lo cual puede llevar a
muerte celular. Algunas células logran activar un mecanismo para restablecer la longitud de
los telémeros y continuar proliferando. La activacién de un método de mantenimiento de
telémeros es una caracteristica primordial de las células tumorales. Existen dos mecanismos
conocidos para el mantenimiento de telémeros: uno es la reactivacion de la enzima telome-
rasa —el cual es usado por 85% de los canceres humanos-y el segundo es la activacién de la
via alternativa de mantenimiento del largo de los telémeros (ALT) —presente en el 15% de los
tumores malignos, en su mayoria sarcomas—. El mecanismo de mantenimiento de tel6meros
presente en un tumor puede servir como indicador pronéstico o de respuesta al tratamiento.
Y en un futuro, como blanco para tratamientos antineoplasicos.

Abstract

Telomeres are DNA and protein complexes located at the end of linear chromosomes; they
help to maintain genomic stability. Under normal conditions, in somatic cells, telomeres shorten
after each cell division. When telomeres reach a certain length, the cell enters a phase called
«senescence». However, some cells escape senescence; telomeres from those cells continue
getting shorter until they reach a length at which the cell enters a phase called «crisis». At this
point, genomic instability occurs and can lead to cell death. Some cells successfully activate a
mechanism to restore telomere length and continue proliferating. The activation of a telomere
maintenance mechanism is a key feature of neoplastic cells. There are two known telomere
maintenance mechanisms: one is the reactivation of the enzyme telomerase, which is used
in 85% of human cancers, and the second is the activation of an alternative lengthening of
telomeres pathway (ALT), which is present in 15% of malignant tumors. The telomere main-
tenance mechanism present in a tumor could be useful as prognostic or treatment indicator.
And in the future, it could be a target for antineoplastic therapies.

Telomeros y su organizacion

Los telomeros son estructuras formadas por ADN vy
proteinas que ayudan a proteger los extremos de los
cromosomas lineales de ser reconocidos y procesa-
dos como rupturas de doble cadena; de esa manera,

mantienen la integridad y estabilidad cromosdmica.
En mamiferos, los telémeros consisten en tractos del
hexanucleétido TTAGGG, y su longitud varia desde
cinco hasta 20 kilobases (kb) en células somaticas y
células germinales, respectivamente.” Es importante
mencionar que al inicio del telémero se encuentran
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algunos repetidos que se denominan «degenerados»
por ser variantes del hexanucleétido TTAGGG, por
ejemplo, TCAGGG, TGAGGG, etcétera. La naturaleza
del repetido candnico hace que una de las cadenas de
ADN del telémero que corre en direccion 5—>3 sea
rica en guaninas (cadena G) y, por lo tanto, la cadena
complementaria que corre en direccién 3'—>5’ sea rica
en citosinas (cadena C). Una de las principales ca-
racteristicas de los telémeros es que el extremo de la
molécula de ADN no es romo. La cadena G forma una
saliente de cadena sencilla a la cual se ha nombrado
«3’overhang». El teldmero es capaz de doblarse sobre
si mismo para formar un bucle, llamado «t-loop», y de
esta manera facilita que el 3'overhanginvada la cade-
na C, desplazando a la cadena G.2 Esta estructura que
adquiere el teldmero permite «ocultar» el fragmento de
cadena sencilla, evitando que sea reconocido como
una ruptura de cadena del ADN (Figura 1).3

Proteinas de union al telomero

Los telémeros se encuentran asociados a lo largo
de todo el ciclo celular a un grupo de seis proteinas
conocidas como el «<complejo de la shelterina», el cual
consiste en TRF1, TRF2, POT1, TIN2, TPP1y RAP1.
Las proteinas TRF1 y TRF2 se unen a la regién de
doble cadena de repetidos teloméricos. Por otro lado,
POT1 es una proteina de unién a cadena sencilla que
se encarga de proteger a la cadena rica en G que fue
desplazada como consecuencia de la invasion del
3’overhang sobre la cadena C. Las proteinas TIN2
y TPP1 se encargan de formar la conexion entre las
proteinas de union a doble cadena y las proteinas
de unién a cadena sencilla, en tanto que RAP1 se
encuentra asociada con TRF2.* Ademas del complejo
de la shelterina, existen proteinas que se asocian con
el telémero de manera transitoria de acuerdo con el
ciclo celular, como las proteinas que intervienen en

Subtelémero

la reparacién/replicacién del ADN; por ejemplo, las
helicasas WRN y BLM y el complejo MRN (Figura 2)."
La longitud del telémero, la integridad del 3’over-
hang, el complejo de la shelterina y las proteinas que
participan en la reparacion/replicacion del ADN son
factores de suma importancia para garantizar una
adecuada funcion del telomero.® Se ha demostrado
que la pérdida del 3’overhang, un tracto muy corto de
repetidos TTAGGG o la disminucidn en la expresion
de componentes de la shelterina pueden ocasionar
disfuncién telomérica y activacién de la maquinaria
de respuesta y reparacion de dafo al ADN.57 Esta
respuesta al dafio puede llevar a fusiones teloméricas,
ocasionando una mayor inestabilidad genémica.®

El «reloj biol6gico»

Bajo condiciones normales, en células soméaticas, los
teldmeros se acortan con cada division celular como
consecuencia del llamado «problema de replica-
cién».° Se piensa que este proceso de acortamiento
de los teldmeros funciona como un «reloj mitético»,
limitando el numero de veces que una célula se
puede dividir, y funciona como un importante meca-
nismo supresor de tumores.'” Cuando los telémeros
alcanzan cierta longitud critica, la célula entra en
un periodo llamado «senescencia» o «M1», en el
cual la célula permanece metabdlicamente activa,
pero detiene su replicacién.! Sin embargo, algunas
células logran escapar de la senescencia mediante
la inactivacion de las vias dirigidas por p53 o retino-
blastoma y continuan dividiéndose. Los telomeros de
las células que escapan a la senescencia se siguen
acortando hasta que alcanzan una longitud en la cual
la célula entra a una etapa llamada «crisis» 0 «M2».
Las células en crisis empiezan a presentar teldmeros
disfuncionales e inestabilidad cromosémica, lo cual
puede llevar a muerte celular.’® Sin embargo, algunas

t-loop
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Repetidos degeneradores

Invasién de cadena

Figura 1. Estructura de t-loop del telémero. El 3’overhang de la cadena G (azul) invade la cadena C (naranja). Esto evi-
ta que el 3’overhang sea reconocido como una ruptura en la cadena de ADN y active los mecanismos de reparacion.
Modificado de la referencia 1. Imagen en color en: www.medigraphic.com/rid
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Figura 2. Proteinas asociadas al telémero. El complejo hexaproteico de la shelterina se asocia con el telémero a lo lar-
go de todo el ciclo celular. Proteinas que participan en la reparacién/replicacién del ADN se asocian de una manera

dependiente de la etapa del ciclo celular.
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Figura 3. El «reloj biolégico». Con cada ciclo de replica-
cion el telémero se acorta hasta llegar a un limite donde
la célula entra en senescencia. Al escapar de la senes-
cencia, la célula continta su replicacion y el telémero
sigue acortandose hasta llegar a la etapa de crisis, don-
de se observa inestabilidad gendmica. En esta etapa, la
célula puede morir a menos que se active uno de los
mecanismos de mantenimiento de telémeros.

células logran activar un mecanismo para restablecer
la longitud de los teldmeros y continuar proliferando,
aunque esto representa un riesgo latente de trans-
formacion neoplasica (Figura 3).1?

La activacion de un método de mantenimiento
de teldmeros es una caracteristica primordial de las
células tumorales para lograr la inmortalidad. Existen
por lo menos dos mecanismos conocidos para el man-
tenimiento de los telémeros: uno es la reactivacion de
la enzima telomerasa —el cual es usado por 85% de
los canceres humanos—y el segundo es la activacion
de la via alternativa de mantenimiento del largo de
los telémeros (alternative lengthening of telomeres,
ALT) —presente en el 15% de los tumores malignos,
en su mayoria sarcomas—.'314

Mecanismos de mantenimiento de
telomeros

La reactivacion de la enzima telomerasa es el meca-
nismo mejor estudiado, en tanto que los mecanismos
moleculares subyacentes de la via ALT no han sido
completamente aclarados. Hasta la fecha no se tiene
claro de qué depende que una célula active uno u
otro mecanismo; llama la atencion que los tumores
originados en tejidos derivados del mesodermo activen
con mayor frecuencia el mecanismo ALT. Con base
en estos hallazgos, algunos autores han propuesto
que estos tejidos tienen un mecanismo mas estricto
para controlar la expresion de la enzima telomerasa.™

Investigacion en Discapacidad
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La telomerasa fue descubierta en 1987; se trata de
una ribonucleoproteina con multiples subunidades.®
La subunidad catalitica de la enzima, TERT (telome-
rase reverse transcriptase), posee una actividad de
retrotranscriptasa y tiene homologia con retrotrans-
criptasas virales. A diferencia de otras retrotrans-
criptasas, la telomerasa posee su propio templado
de ARN, el cual se conoce como el componente de
ARN de la telomerasa (TERC). La secuencia de nu-
cledtidos de TERC permite que la enzima extienda
el extremo 3’ del telémero mediante la adicion de
repetidos TTAGGG; la cadena complementaria es
sintetizada mediante un mecanismo similar al de
reparacion del ADN. Las subunidades TERT y TERC
forman el nucleo de la enzima, ya que son suficientes
para detectar la actividad de retrotranscriptasa in
vitro."® Ademas de estos dos componentes, existen
otras subunidades que regulan la actividad enzi-
matica y facilitan la unién de la enzima al telémero
en una manera dependiente del ciclo celular.’” En
humanos, la expresion de TERC se encuentra en
diversos tejidos, pero la expresién de TERT esta
estrictamente controlada en células somaticas; por
lo tanto, el control de la actividad de telomerasa esta
dado por la regulacion de la expresion de TERT."® La
actividad de la telomerasa puede ser detectada en
células madre embrionarias, células madre de médula
Osea, espermatogonias, entre otros tipos celulares.'®
El conocimiento de la telomerasa ha sido utilizado
para disefar algunas estrategias antineoplasicas.
Se ha intentado introducir inhibidores de la accion de
telomerasa en las células neoplasicas, inmunoterapia
dirigida hacia las células que expresan la telomerasa,
transfeccion con genes bajo el control del promotor
de la telomerasa cuyo producto genera un metabolito
téxico a partir de un sustrato especifico."

Por otro lado, la evidencia existente sugiere que
la via ALT se basa en un mecanismo similar a la
recombinacion homologa (RH). Estudios previos han
mostrado que una secuencia que se inserta en un
telémero especifico puede ser copiada a otro teldémero
en células ALT+, mas no en células telomerasa+.2°
Otra observacion es que los telomeros presentan
mutaciones en la secuencia de repetidos que solo
pueden explicarse mediante la recombinacién con una
molécula no homdloga; a este tipo de mutaciones se
les ha llamado mutaciones complejas y no ocurren en
células telomerasa+.2' Ademas, el complejo MRN, que
es clave para la RH, es indispensable para el progreso
de la via ALT.22

Las células ALT+ presentan ciertas caracteristicas
que las distinguen de las células telomerasa positivas:
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1. Poseen ADN extracromosoémico con repetidos
teloméricos, el cual puede estar en forma lineal o
circular.?®

2. Cuerpos PML asociados a ALT (APBs). Los APBs
contienen los elementos que se observan comun-
mente en los cuerpos PML mas ADN telomérico y
proteinas involucradas en la reparacién/replicacion
del ADN.2* Aun existe el debate sobre si los APBs
son los sitios donde se lleva a cabo la extension
del telémero o son solo repositorios para el ADN
telomérico extracromosémico.25:2¢

3. Los teldmeros presentan una gran heterogeneidad
en su longitud, con un rango que puede ir desde los
dos hasta los 50 kb.?”

4. Se ha observado inestabilidad del microsatélite
MS32 localizado en el cromosoma 1. Resulta intere-
sante que es el Unico microsatélite que ha mostrado
inestabilidad.?®

5. Tienen una alta tasa de intercambio de cromatides
hermanas exclusivamente a nivel de los telomeros.?®

Se han propuesto diferentes modelos para explicar
el mecanismo de recombinacion homodloga que pu-
diera ocurrir en células ALT+: a) uno de los modelos
propone que una molécula de ADN telomérico ex-
tracromosomico (lineal o circular) puede servir como
templado para la extension de un telémero con un
acortamiento critico; b) otro modelo propone que la
extensién puede iniciar con el 3’overhang actuando
como cebador para iniciar la sintesis de la cadena rica
en G y que, posteriormente, se extenderia la cadena
complementaria; c) el modelo mejor aceptado propone
que una vez que un teldmero se acorta de manera
critica, utiliza la cromatide hermana o un cromosoma
no homélogo como templado y se lleva un evento
similar a la RH, que al resolverse podria resultar en
un telémero muy largo y otro muy corto (Figura 4).2°

Es por esto que los genes que participan en la RH
han sido estudiados para determinar si participan en
la via ALT. Existe un modelo en S. cerevisiae en el
cual se generan levaduras telomerasa- y se obtienen
dos tipos de sobrevivientes llamados tipo | y tipo Il de
acuerdo con el mecanismo de regeneracion de telo-
meros.*®° Los sobrevivientes tipo Il logran recuperar la
longitud de los teldmeros mediante un mecanismo si-
milar RH, algo muy parecido a lo que se observa en las
células de humanos ALT+.%! Los datos experimentales
en levadura muestran que al menos existen dos vias
para que ocurra la regeneracion del telomero. Una de
las vias es gobernada por Sgs1, que es el homdlogo
de la helicasa BLM y WRN (asociadas con el sindrome
de Bloom y sindrome de Werner, respectivamente), en
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Uso de ADN extracromosémico como templado
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Figura 4. Modelos propuestos para la elongacion de telémeros por medio de la via ALT. (Arriba) Una molécula de
ADN extracromosémica puede ser utilizada como molde para la extensién del telémero. (Abajo, izquierda.) La ex-
tension del telémero puede comenzar utilizando el 3’overhang como iniciador y la cadena C como molde dentro
del t-loop. (Abajo, derecha.) La extensién puede ocurrir si el telémero acortado invade una cromatide hermana o un
cromosoma no homdlogo; ocurre un mecanismo similar a la recombinacién homéloga.

cooperacién con la exonucleasa Exo1 o Dna2. La otra
via es comandada por el complejo MRX y Sae2, cuyos
homdlogos en humanos son el complejo MRN y CtIP,
respectivamente; en esta via también es necesaria la
participacion de Exo1.%2

Aunque solo un 15% de los tumores utilizan el
mecanismo ALT, la identificacion de los genes clave
para su progresion podria establecer las bases para
nuevas estrategias de tratamiento a fin de disminuir la
supervivencia de las células neoplasicas.

Mecanismos de mantenimiento de
telomeros en tumores 0seos

Como se menciond anteriormente, las células neopla-
sicas necesitan la activacion de un mecanismo de

mantenimiento de teldmeros para seguir proliferando.
Se detecta actividad de telomerasa en aproximada-
mente el 85% de los tumores, y en el 15% restante
estan presentes marcadores relacionados con la via
ALT. Se ha observado que la via ALT llega a detec-
tarse hasta en un 70% de los sarcomas, a diferencia
de otro tipo de tumores de origen epitelial o glandular
donde una minima proporcién presenta actividad ALT.
Esta caracteristica hace que los tumores ¢seos sean
un buen modelo para estudiar sila presencia de alguno
de los mecanismos de mantenimiento de telémeros
tiene algun significado clinico.

El osteosarcoma es el tumor 6seo mas frecuente
y mejor estudiado en lo que se refiere a la presencia
de un mecanismo de mantenimiento de telémeros. Se
ha reportado que entre 32 y 40% presentan actividad

Investigacion en Discapacidad
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de telomerasa, y entre 11 y 66% son positivos para la
actividad ALT. De manera contradictoria a lo espera-
do, algunos estudios no han encontrado actividad de
ningun mecanismo de mantenimiento de telomeros en
muestras de osteosarcomas.3® En sarcoma de Ewing
se ha detectado actividad de telomerasa en un rango
del 12 al 84%. Hasta la fecha so6lo un trabajo ha inten-
tado detectar marcadores de la via ALT en sarcoma
de Ewing, pero no encontrd ningun tumor positivo.3+3¢
Existen pocos trabajos que hayan estudiado los meca-
nismos de mantenimiento de telomeros en tumores de
células gigantes de hueso; en uno de esos reportes,
se encontro actividad de telomerasa hasta en un 81%
de las muestras analizadas.®” Sin embargo, también se
han encontrado marcadores de actividad ALT; algunos
autores han propuesto que estos marcadores podrian
estar mas relacionados con reparacion de telémeros
gue con su extensién en este tipo de tumores.®® Evi-
dencia que apoya este hecho es que en este tipo de
tumor es frecuente encontrar fusiones teloméricas
que, al parecer, no ocurren simplemente al azar.* Las
fusiones son un recurso para proteger la integridad
del cromosoma en caso de un telémero disfuncional.*
En una serie de pacientes con osteosarcoma, los
individuos en quienes no se detectd ninguno de los me-
canismos de mantenimiento de teldmeros presentaron
una mejor supervivencia en comparacion con aquellos
en donde si se evidencio alguno de ellos. Ademas, no
se observo diferencia en la supervivencia entre sujetos
que presentaron actividad de telomerasa o ALT.*' En
otros estudios que incluyen pacientes con osteosarco-
may sarcoma de Ewing, se observé que la mayor parte
de los tumores primarios no presentaban actividad
de telomerasa y si marcadores de actividad ALT. De
manera interesante, se encontré que la mayor parte
de los tumores metastasicos presentaban actividad de
telomerasa y se observd una mayor supervivencia en
los casos que no tenian actividad de telomerasa de-
tectable en los tumores primarios.*>“® Estos hallazgos
sugieren que la actividad de telomerasa confiere una
mayor capacidad de originar metastasis, lo que tendria
un impacto en la supervivencia de los enfermos. Los
resultados deben interpretarse con precaucion, ya que
se ha demostrado que algunos tumores pueden pre-
sentar una proporcion de sus células positivas para la
actividad de telomerasa y otra proporcion para ALT.*
Este descubrimiento complica establecer una relacion
entre un mecanismo y el comportamiento clinico de
la enfermedad. Una explicacion a este fendmeno es
que una célula que inicialmente activd un mecanismo
enfrente una situacion adversa que desencadene la
activacion del segundo mecanismo y, a partir de ese
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momento, se expanda dando lugar a una segunda
linea celular dentro del mismo tumor. La otra posi-
bilidad es que las dos lineas celulares emerjan por
eventos independientes en el inicio de la formacién
de la neoplasia.

Hasta la fecha no se ha podido determinar el sig-
nificado clinico que tiene la presencia de uno u otro
mecanismo de mantenimiento de telémeros. La falta
de series grandes de pacientes con un seguimiento
a largo plazo, aunada a las dificultades técnicas, no
ha permitido que se establezca la utilidad clinica de
este marcador molecular. Mas alla de su uso como un
marcador clinico de la progresion de la enfermedad,
la identificacion del mecanismo de mantenimiento de
teldmeros de un tumor permitird disefar estrategias
terapéuticas mas especificas. El estudio de la biologia
del teldmero puede brindar grandes beneficios al ma-
nejo de los pacientes con tumores malignos.
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