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ABSTRACT

Normal cells in culture divide a certain amount of times and undergo a process

termed replicatíve senescence. Telomere loss is thought to control entry into

senescence. Activation of telomerase in tumors bypasses cellular senescence and is

thus a requirement for tumor progression. In this work, we have investigated the

effects of chronic in vitro 3'-azido-2', 3'-dideoxy'thymidine (AZT)exposure on human

and murine carcinoma cells. We demonstrate the irreversible telomere shortening in

human cervical cancer cells (HeLa) cultured for long-term with AZT, but without

evidence of senescence. Furthermore, we demonstrate, for the first time, that AZT­

treated murine mammary carcinoma cells (F3II) have a reduced tumorigenicity in

syngeneic BALB/cmice. Tumor incidence was reduced and survival was prolonged in

animals inoculated with AZT-treated cells when comparing with control counterparts.

The number and size of spontaneous metastases were also decreased in animals

receiving AZT-treated F3II cells. In addition, we present morphological and bíochemical

evidence of senescence, and induction of apoptosis in tumor cells exposed to AZT.

These data indicate that chronic exposure of mammary carcinoma cells to AZTmay be

sufficient to induce a senescent phenotype and to reduce tumorigenicity.

Key words: apoptosis, AZT,breast cancer, senescence, telomerase.
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RESUMEN GENERAL

Las células somáticas humanas normales presentan un mecanismo intrínseco de

control que les permite dividirse un determinado número de veces, más allá del cual se

desencadena un proceso de envejecimiento que puede culminar en la muerte celular.

Esta capacidad limitada de proliferación junto con el perfil de expresión génica que

exhiben al final de su vida replicativa, se ha llamado senescencia replicativa.

Distintas evidencias indican que la longitud de los telómeros juega un rol

fundamental en la senescencia replicativa. En las células somáticas humanas, los

telómeros se acortan en cada ciclo celular debido la replicación incompleta de un

extremo de cada cadena de DNA, conocido como el “problema de la replicación

terminal”. La erosión de los telómeros podría constituir el mecanismo por el cual las

células registran su historia replicativa y los telómeros que se acortan hasta una

longitud crítica podrían desencadenar la senescencia replicativa, en ausencia de un

mecanismo de elongación telomérica. El más estudiado en células de mamíferos es

mediado por la actividad de la enzima telomerasa, una ribonucleoproteína con

actividad de transcriptasa reversa que sintetiza y extiende el DNA telomérico para

compensar la replicación incompleta. Ha sido demostrado que la expresión forzada de

esta enzima previene la:erosión telomérica en flbroblastos normales y en consecuencia

evita el inicio de Ia senescencia replicativa.

Uno de los eventos críticos de la carcinogénesís de las células humanas es,

precisamente, el escape a las limitaciones en la proliferación impuestas por la

senescencia celular. En tal sentido ha sido demostrado que Ia actividad de telomerasa

está aumentada en un 80-90% de los tumores humanos y líneas celulares

inmortalizadas, en comparación con los tejidos somáticos normales -en la mayoría de

los cuales es prácticamente indetectable-, y esto podría contribuir activamente al
crecimiento del tumor.

Esta información sugiere que la telomerasa es necesaria para el crecimiento

indefinido de células inmortalizadas y su expresión diferencial, aumentada en los

tumores, la convierte en un excelente blanco para el desarrollo de nuevas estrategias

antitumorales. Así, un inhibidor de la telomerasa actuando sobre células tumorales

podría ser capaz de revertir el estado de inmortalización que las caracteriza,



conduciéndolas a Ia senescencia replicativa mediante el acortamiento de sus
telómeros.

Las semejanzas de la telomerasa con las retrotranscriptasas virales sugirieron

que un inhibidor de las mismas podría actuar sobre la actividad de la enzima.

Previamente había sido probada Ia incorporación preferencial del análogo de nucleósido

3'-azido-2’, 3'-didesoxitimidina (AZT) con los telómeros de células inmortalizadas,

pero no en telómeros de células que no expresaban telomerasa. En este trabajo,

analizamos los efectos de la AZT sobre dos líneas celulares tumorales, ¡n vitro e ¡n

vivo.

En primer término encontrarnos que Ia exposición continua ¡n vitro a AZT de Ia

línea celular humana de cáncer cervical HeLa producía un acortamiento de las

repeticiones teloméricas de las células tratadas con respecto a los controles, y que tal

acortamiento era irreversible. Las secuencias teloméricas acortadas por el tratamiento

con Ia droga no se alargaban al remover la AZTdel medio de cultivo.

Por otro lado, demostramos que Ia exposición crónica de cultivos de la línea de

carcinoma mamario murino F3II a AZT¡n vitro conducía a la senescencia replicativa y a

la muerte celu!ar por apoptosis. Luego exploramos los efectos del tratamiento con AZT

en ratones singénicos BALB/cinoculados con células F3II.

En un modelo experimental de enfermedad residual en animales cuyos tumores

primarios fueron extirpados, no observamos diferencias en la sobrevida o formación de

metástasis pulmonares en los animales tratados con AZTpor vía oral, con respecto a

los controles. A pesar de que los telómeros son más cortos en los tumores, el tiempo
de tratamiento con AZT durante el crecimiento del tumor en los ratones no es

suficiente para apreciar los efectos de acortamiento telomérico e inducción de

senescencia inducidos por la droga.

En cambio, cuando tratamos previamente las células F3II con AZT en cultivo

hasta un estadio previo a la senescencia, y luego las inoculamos en animales que

además continuaron con un tratamiento con AZTpor vía subcutánea, pudimos apreciar

una tendencia a la reducción de la incidencia y del número de metástasis en pulmón,

con respecto a los controles sin tratar.



Por último, en nuestro modelo experimental, Ia formación del tumor primario se

redujo y la sobrevida se prolongó cuando los animales fueron inoculados con células

F3II tratadas crónicamente ¡n vitro con AZThasta la senescencia, comparados con los

controles que recibieron células sin tratar. Además, el número y el tamaño de las

metástasis espontáneas disminuyó significativamente en los animales que fueron
inoculados con células tratadas con AZT. Cuando los animales fueron inoculados con

una baja carga tumoral, la formación de tumores primarios se redujo

significativamente en los animales que recibieron células crónicamente tratadas con

AZT, comparándolos con los controles. Analizando estos datos en conjunto,

observamos una tumorigenicidad reducida y un retraso en la enfermedad.

La inmortalidad puede ser entendida como un escape anormal de Ia senescencia

celular. En este trabajo demostramos que la AZT, mediante su acción inductora de

senescencia y apoptosis en células tumorales, se constituye en un excelente candidato

corno droga para el tratamiento en el cáncer, ya que toda la evidencia apunta hacia su

acción específica en células que expresan telomerasa. Dado que el acortamiento

telomérico es un proceso lento, la AZT podría constituir una excelente terapia

complementaria en los casos donde Ia cirugía o las drogas convencionales reducen Ia

masa tumoral primaria, originando una ventana terapéutica que brinde el tiempo

suficiente para que la AZTactúe sobre las células tumorales residuales, revirtiendo su

inmortalidad y conduciéndolas a Ia senescencia o apoptosis.



OBJETIVOS

EIobjetivo central del presente trabajo consiste en determinar si el tratamiento

¡n vitro en forma continua con AZTde cultivos de una línea tumoral es capaz de inducir

la aparición de signos de senescencia y apoptosis, revirtiendo el estado de
inmortalización característico de las células tumorales.

A partir de este objetivo general se plantean los siguientes objetivos
particulares:

1. Evaluar si la exposición continua a AZT de las células HeLa de carcinoma

cervical humano en cultivo produce el acortamiento de los telómeros y si el
mismo es irreversible.

P Estudiar la actividad de Ia enzima telomerasa en la línea F311 de carcinoma

mamario murino y analizar si tal actividad es inhibida por el tratamiento ín vitro

con AZT, conduciendo a la senescencia celular y a Ia apoptosis en las células
tratadas.

9’ Determinar si el tratamiento crónico ¡n vítro con AZT de los cultivos de F3II

lleva a la reducción de la tumorigenicidad de Ia línea ¡n vivo en el modelo

singénico.

P Evaluar, en forma preliminar, los efectos de la AZT en modelos preclínicos de

enfermedad residual con el fin de encontrar Ia ventana terapéutica de

utilización de la droga.



PRIMERA PARTE

INTRODUCCIÓN GENERAL



CAPÍTULO I

SENESCENCIA REPLICATIVA E INMORTALIDAD CELULAR



LA BIOLOGÍA DE LA SENESCENCIA REPLICATIVA

El envejecimiento humano es un proceso complejo que resulta de una suma de

cambios deletéreos que se acumulan con el paso del tiempo. Dada Ia ausencia de

buenos modelos experimentales, no ha sido posible hasta el momento, validar

críticamente la relevancia de las teorías sobre potenciales mecanismos del

envejecimiento humano. Sin embargo, una teoría particularmente atractiva se centra

en el papel de la senescencia replicativa en enfermedades relacionadas con Ia edad.

La senescencia replicativa se refiere no sólo a Ia capacidad limitada de

proliferación que presentan las células somáticas humanas, sino también al perfil de

expresión génica observado en las células senescentes, al final de su vida replicativa.

Hace más de 30 años, las pioneras observaciones de Hayflick [Hayflick L, 1965]

establecieron que los fibroblastos diploides humanos exhiben una declinación

espontánea en su velocidad de crecimiento en un cultivo continuo, que no depende

directamente del tiempo de cultivo transcurrido, sino del incremento en el número de

duplicaciones de la población (PD). Eventualmente, después de unos 50 a 70 PD,

terminan en un estado quiescente pero viable, precisamente llamado senescencia

replicativa. Un comportamiento similar ha sido observado en una amplia variedad de

células normales, tanto epiteliales como mesenquimáticas, y es ampliamente aceptado

que las células somáticas normales humanas poseen una vida media proliferativa

intrínsecamente limitada, aun en condiciones ideales de crecimiento [Campisi J, 1997].

La cinética de la senescencia replicativa no genera un compromiso abrupto de

toda la población celular, sino una disminución gradual en la proporción de células en

división, que puede variar tanto entre tipos celulares distintos como entre clones

hermanos [Thomas E et al., 1997].

Este comportamiento puede ser mejor explicado como el resultado de (i) un

mecanismo de control intrínseco ligado al número de divisiones -el “replicómetro”- el

cual desensibiliza progresivamente a la maquinaria del ciclo celular a la estimulación

por factores de crecimiento, junto con (ii) un componente estocástico que

probablemente tenga las mismas bases, poco conocidas, como aquellas observadas en
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células inmortales bajo condiciones de restricción de factores de crecimiento [Brooks

RF et al., 1984] (FIGURA1).

En un campo puramente teórico, Olovnikov postuló originalmente que el “reloj

biológico” que cuenta los eventos de división celular está basado en Ia erosión

progresiva de los telómeros de los cromosomas con cada ciclo celular, Io cual ocurre en

las células somáticas humanas debido a la replicación incompleta de un extremo de

cada cadena de DNA, conocido como el “problema de la replicación terminal”

[Olovnikov AM, 1973; Morin GB, 1997] (FIGURA2).

El acortamiento resultante de los telómeros podría generar una señal por

efectos en cís sobre genes subteloméricos, por la liberación de factores que actúen en

trans, o por Ia pérdida de proteínas de unión a los telómeros que expongan este

extremo y esto sea visto como una señal de daño del DNA[de Lange T, 1994; Harley

CB y Villaponteau B, 1995; Wynford-Thomas D et al., 1995].

Además de Ia extensa evidencia experimental posterior que ha ido fortaleciendo

esta hipótesis, la misma ha sido convincentemente probada -a| menos para

fibroblastos- a partir de datos que demuestran que la prevención de la erosión

telomérica por la expresión forzada de la enzima telomerasa, evita el inicio de Ia

senescencia replicativa [Bodnar AG et al., 1998]. Este tema será desarrollado con

mayor detalle en los próximos capítulos.

Otro “reloj” potencial incluye la disminución progresiva en Ia metilación del DNA

observada en los cultivos senescentes, Ia cual podría encender reguladores inhibitorios

intrínsecos, como p16""“", por desmetilación del promotor [Holliday R, 1996]. No

obstante, aun no ha sido esclarecida Ia forma en que esto podría estar asociado a las
divisiones celulares ocurridas.

También se ha propuesto que el daño al DNAacumulado aleatoriamente podría

constituir otra posibilidad, más que un mecanismo del tipo “reloj”, aunque es más

probable que los efectos observados sobre Ia vida media celular por daño oxidativo

pudieran operar a través de la tasa de erosión telomérica [von ZglinickiT et al., 1995].

EI cultivo de células en condiciones de hiperoxia suave reduce la vida media replicativa

de las mismas e induce una aceleración del acortamiento telomérico. En cambio, las
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FIGURA1: Mecanismos del detenimiento del ciclo celular en la senescencia replicativa. Para
simplificar se muestra el ciclo celular regulado sólo por pr, el cual controla la progresión Gl->S
dependiendo de su estado de fostriIación por quinasas dependientes de ciclinas (CDKs). Estas actúan
como integradoras de las vías de señales estimuladoras activadas por factores de crecimiento
extrínsecos y de señales inhibitorias internas activadas per un contador de las divisiones celulares
(contador de PD). Uno de estos caminos opera vía p53 para estimular a p21wm, un inhibidor de CDKs, y
actúa por lo menos otro camino, acá representado por X, posiblemente involucrando el inhibidor de
CDKs, p16‘"K“A.En un fibroblasto joven (a) creciendo en condiciones óptimas de factores de crecimiento
predominan las señales estimuladoras, resultando en la fosforilación de pr y la progresión del ciclo
celular. (b) AI incrementarse Ia edad replicativa (PD), en cambio, hay una activación progresiva de los
controles inhibitorios, hasta que las señales estimuladoras son contrarrestadas, se previene la
fosforilación de pr, y se arresta el ciclo celular. Este estado de senescencia replicativa ocurre en
promedio a los 60 PDen los fibroblastos humanos.
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células cultivadas con una baja tensión de oxígeno tienen una vida media replicativa

extendida y se retrasa su senescencia [Chen Q et a/., 1995; Saito H et a/., 1995].

TI'AGGGTl'AGGG
3!

r 5,

Replicación del DNA

Cadenaretrasada A? 3’

Cadena líder ’ 5’

Remoción del primer de RNA
y ligación de los fragmentos

de Okazaki
e 3'
V :5,

3l

FIGURA2: Problema de la replicación terminal. La síntesis de la hebra retrasada produce una serie de
fragmentos de Okazaki unidos a cortos primers de RNA(rectángulos). La degradación de los primers, el
relleno del hueco y la ligación reemplazan todos los primers excepto el último, resultando en un hueco en el
extremo 5', y la pérdida de la secuencia del primer, un efecto conocido como el problema de la replicación
terminal.

MEDIADORES DE LA SENESCENCIA REPLICATIVA

Aceptada Ia existencia de una especie de “reloj” celular, éste debería controlar

Ia senescencia a través de las vías de algún efector. Varias proteínas regulatorias han
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sido propuestas como transductoras de señales inductoras de senescencia o como

mediadoras del ingreso de las células en la senescencia (FIGURA3).

Célula normal en cultivo 4

Vías efectoras de inducción de senescencia

Senescencia o detenimiento del crecimiento celular ..M_l

1Celula senescente i
l

FIGURA3: Vías efectoras que inducen senescencia. Como resultado de la extensa replicación en
cultivo, la activación de oncogenes o el daño oxidativo, en los cultivos primarios de células de mamíferos
se producirá un arresto del crecimiento irreversible. Un conjunto de proteínas regulatorias transducen las
señales de senescencia o median Ia entrada de la célula en senescencia. Estas proteínas incluyen el
supresor de tumor p16"“‘“‘, y p19"“F, el cual se une y secuestra a MDMZ,inhibiendo la degradación de
p53 dependiente de MDM2.Esto resulta en la estabilización de ps3 y la activación del arresto celular o la
apoptosis dependiente de p53. p19‘“‘Ftambién puede actuar por mecanismos independientes de ps3.
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Entre las mismas juega un papel fundamental la proteína supresora de tumores

p16‘""“‘, que se acumula en fibroblastos que han sufrido un gran número de divisiones

celulares y se acercan a Ia senescencia [Alcorta DAet al., 1996; Hara E et al., 1996].

Los fibroblastos de ratón que han logrado superar la senescencia a menudo han

perdido Ia expresión de p16'NK“. En ciertos tipos celulares humanos en los cuales sólo

la expresión de telomerasa ha sido insuficiente para evitar Ia senescencia, Ia

inactivación adicional de p16‘"""‘, por mecanismos genéticos o epigenéticos, ha sido

requerida para superar Ia senescencia y conferir inmortalidad a las células [Kiyono T et

al., 1998; Dickson MAet al., 2000].

Un segundo gen implicado en el programa de senescencia, p19ARF(p14ARFen

células humanas), es codificado por un marco de lectura parcialmente superpuesto en

el Iocus de p16'NK“. p19ARFse une directamente a MDM2y la secuestra, inhibiendo Ia

capacidad de MDM2de inducir Ia degradación del supresor de tumor p53. La pérdida

de la función de MDM2resulta entonces en la estabilización de p53 y la activación del

detenimiento del ciclo celular o Ia apoptosis mediados por pS3 [Sherr CJ y Weber JD,

2000]. Si bien se sabía que p53 era otro supresor de tumores clave en el control de

este programa, dado que la pérdida de Ia función p53 salvaje era suficiente para

escapar de la senescencia [Bond JA et al., 1995, Rogan EMet al., 1995], no se habían

establecido con precisión los mecanismos por los cuales era activado. Así, la liberación

y estabilización de p53, mediada por MDM2,que es suficiente para causar el arresto

celular en fibroblastos jóvenes [Blaydes JP y Wyndford-Thomas D, 1998], brinda una

explicación posible de la participación de p53 en una vía efectora esencial. p19"‘RF

también puede actuar a través de mecanismos que son independientes de p53

[Carnero A et al., 2000].

El Iocus INK4A se encuentra frecuentemente delecionado o silenciado en

cánceres humanos y líneas celulares inmortalizadas humanas, inactivando de esta

forma ambas vías, tanto Ia de p16'NK‘A/pr como la de p19ARF/p53,a través de un

único evento. Esto sugiere que la inactivación de estos genes constituye un paso crítico

en Ia inmortalización y la tumorigénesis.

61NK4A 9ARFpl y p1 parecen estar causalmente involucrados en el inicio de la

senescencia, dado que se ha encontrado la acumulación de estas proteínas en células

senescentes, y que la expresión ectópica de las mismas es capaz de inducir un estado

símil senescencia bajo ciertas condiciones experimentales [McConneIl BB et al., 1998;
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Kato D et al., 1998]. Sin embargo, la activación de las vías de pIGINK‘A/pr como Ia de

p19ARF/p53parecen depender del tipo celular [Kim H et al., 2002].

Otra señal implicada en la senescencia replicativa es p21°"“. Aislada en células

senescentes, ha sido bien caracterizada como un efector corriente debajo de la

detención del crecimiento mediado por p53 inducido por daño al DNA. Aunque p53

media Ia detención del ciclo celular durante la senescencia, Ia participación de p21 ""1

no es aun muy clara [Bond JA et al., 1995; Brown JP et al., 1997; Pantoja C y Serrano

M, 1999]. Aun si p21 ""1 no fuera esencial para iniciar un programa de senescencia en

fibroblastos de ratón, podría igualmente facilitar la detención del crecimiento de las
células senescentes.

MEDIADORES DE LA SENESCENCIA QUE SIGUE A LA ACTIVACIÓN DE

ONCOGENES

Los mediadores de la senescencia que son activados como consecuencia de Ia

activación de oncogenes son similares a los mediadores bioquímicos de Ia senescencia

replicativa.

En células primarias de roedores, la expresión ectópica de Myc, E1A, o Ras es

acompañada por la inducción de los genes p15‘""4b, p16INK4Ay p19ARF.La integridad de

las vías de pIGINK‘A/pr y de p19ARF/p53es esencial en Ia senescencia inducida por

oncogenes [Serrano M et al., 1997; Palmero I et al., 1998]. Myc y E1A activan un

programa de senescencia, al menos en parte, a través de su habilidad de contrarrestar

la función de pr, el cual regula Ia progresión a través de Ia fase Gl del ciclo celular.

Esto, a su vez, resulta en la desrepresión de los factores de transcripción E2F y la

regulación positiva de p19ARF[Zindy F et al., 1998; de Stanchina E et a/., 1998]. En

efecto, Ia expresión ectópica de E2F1 solo induce directamente Ia expresión de p19ARF,

como también senescencia, sugiriendo que éste es un paso crítico en la activación del

programa de senescencia en células que expresan un oncogén [Bates S et al., 1998,

Dimri GP et al., 2000].

La dramática inducción de p19ARFen respuesta a Ia expresión de Myc y E1A ha

llevado a sugerir que p19ARFdirectamente contrarresta Ia activación de oncogenes en
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la célula. Sin embargo, la expresión ectópica de Ras conduce a una activación más

débil de Ia proteína p19ARF.Además, aun no se ha esclarecido cómo la proteína

9ARFhomóloga a p1 en humanos, p14ARF,media la detención del ciclo celular inducido

por Ras o si específicamente neutraliza la activación de oncogenes ¡n vivo.

Varios otros genes han sido implicados también en Ia senescencia que sigue a Ia

expresión de oncogenes. Por ejemplo, los queratinocitos de ratón sufren senescencia

en respuesta a la expresión de v-ras, que es dependiente de la expresión autocn'na o

paracrina de TGFB, la cual conduce a su vez al aumento en la expresión del gen

p15'”'“" [Tremaín R et a/., 2000].

IN HORTALIZACIÓN CELULAR

La expresión de los genes virales SV4OT o HPVE6/E7 previene Ia entrada en

senescencia de fibroblastos humanos normales y les confiere una extensión de su vida

media proliferativa de 30 a 40 PD, después de la cual, sin embargo, el crecimiento

neto termina en un estado llamado “crisis” o “estadio de mortalidad 2 (M2)”. Este

difiere fundamentalmente de Ia senescencia [estadio de mortalidad 1 (M1)] en que Ia

detención del crecimiento no se debe tanto a una reducción en la proliferación sino a

un incremento en la tasa de muerte celular. EIescape de M2 puede ocurrir raramente

como un evento espontáneo (en fibroblastos humanos, a una frecuencia de

aproximadamente 1 en 107divisiones celulares) dando origen a un subclon inmortal.

La pérdida del control del crecimiento y la adquisición de mecanismos

moleculares que permitan a las células escapar de la mortalidad celular brindan a las

mismas las condiciones necesarias que les posibilitan Ia inmortalidad celular,
característica fundamental de las células tumorales.

SENESCENCIA CELULAR, ENVEJECIMIENTO Y CÁNCER

EI envejecimiento está asociado a una declinación progresiva en las funciones

corporales, resultando en última instancia en enfermedad y muerte. Los mecanismos

responsables del envejecimiento son poco conocidos, pero Ia acumulación del daño
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celular, como resultado del daño oxidativo a las macromoléculas, se piensa que es un

contribuyente importante [Johnson FB et al., 1999]. La senescencia replicativa ha sido

propuesta como uno de los componentes del proceso de envejecimiento. A medida que

éste ocurre, una acumulación de células al final de su vida media proliferativa podría

disminuir el potencial regenerativo e incrementar el daño genético.

Una acumulación de células senescentes dentro del cuerpo podría también

contribuir al envejecimiento, dadas las propiedades diferenciales como resultado de un

perfil alterado en la expresión génica. Las células senescentes serían capaces de

comprometer Ia función tisular. Tal vez, Ia mejor evidencia de esta hipótesis puede ser

vista en el Síndrome de Werner, una rara enfermedad genética, en la cual los

pacientes muestran las características de un envejecimiento acelerado, junto con una

vida media replicativa comprometida en ciertos Iínajes celulares [Ostler EL et al.,

2000]. Otro ejemplo lo constituyen los fibroblastos senescentes que secretan elevados

niveles de colagenasa, Io cual podría explicar Ia pérdida de elasticidad de la piel

envejecida [West MDet al., 1989].

El rol de la senescencia replicativa en el envejecimiento es controvertido.

Además, aun no es posible distinguirla, tanto ¡n vívo como in vitro, de la senescencia

prematura, que ocurre en respuesta a distintas señales de daño celular.

La incidencia de cáncer aumenta con la edad. En general, se ha asumido que

este hecho refleja el tiempo requerido para acumular las mutaciones suficientes para

permitir el desarrollo de un tumor. Esta idea es reforzada por Ia observación de que

una persona que porte una mutación genética en un gen vinculado al cáncer (un gen

supresor tumoral, por ejemplo) desarrolla cáncer a una temprana edad. Pero, además,

ha sido propuesto que también podría contribuir un incremento en Ia inestabilidad

genética [Hastie ND et al., 1990; DePinho RA, 2000].

También se ha sugerido que la acumulación de células senescentes con la edad

crea un ambiente que es más sustentable para el crecimiento del tumor [DePinho RA,

2000]. Esta idea surge de las observaciones que muestran que otros tipos celulares no

transformados son importantes para el desarrollo exitoso de un tumor. En particular el

microambiente del estroma parece ser crítico para el desarrollo de cánceres epiteliales

[Olumi AF, 1999; Krtolica A, 2001; Krtolica A y Campisi J, 2002].
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La investigación de la senescencia celular y la inmortalidad abren un campo de

creciente exploración destinado a comprender eventos claves que posibilitarán el

desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas a dos procesos de interés prioritario y

masivo en la actualidad, el cáncer y el envejecimiento.



CAPÍTULOII

APOPTOSIS
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Los animales multicelulares necesitan a menudo liberarse de células que están

en exceso, ya que podrían ser potencialmente peligrosas. Con este fin utilizan un

programa molecular activo tan importante como la división o la migración celular: Ia

muerte celular programada o regulada. La misma le permite al organismo controlar

precisamente el número celular y el tamaño del tejido, como así también protegerse de

células indeseables que podrían amenazar la homeostasis.

Descubierta y redescubierta varias veces por diversos citólogos y biólogos del

desarrollo, la muerte celular programada recibió varias denominaciones en los siglos

pasados [Vaux DL y Korsmeyer SJ, 1999]. El término adoptado finalmente es

apoptosis, acuñado por Curie y sus colaboradores en 1972 para describir un tipo

común de muerte celular programada que los autores observaron repetidamente en

varios tejidos y tipos celulares [Kerr JF et al., 1972]. En principio Io utilizaron para

describir las características morfológicas de un cierto tipo de muerte celular como

opuesto a Ia necrosis. Los autores notaron que las células que estaban muriendo

compartían muchas características, las cuales diferían de aquellas observadas en

células que estaban sufriendo una muerte celular patológica, necrótica, y sugirieron así

que estas características morfológicas compartidas podrían ser el resultado de un

programa subyacente, endógeno, común y conservado, de muerte celular [WyllieAHet

al., 1980].

APOPTOSIS VERSUS NECROSIS

La necrosis y la apoptosis son los dos tipos de muerte celular que ocurren en los

organismos vivos. La apoptosis es una forma de muerte celular eucariota morfológica y

bioquímicamente distinta que ocurre bajo una serie de condiciones fisiológicas y

patológicas [Arends MJ y Wyllie AH, 1991].

La necrosis es una muerte no fisiológica que en general se produce luego de un

daño celular severo en la célula que no puede ser reparado y puede desencadenarse
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por situaciones de isquemia, de hipertermia o por traumatismos químicos y físicos. Las

células juegan un rol pasivo mientras son destruidas, el proceso no requiere de la

síntesis de nuevas proteínas y no se produce en el contexto normal del desarrollo, la

necrosis es siempre patológica. Comúnmente, involucra células contíguas y está

asociada con la disrupción de la arquitectura tisular. [Kazanietz MG,2000]

Las células que sufren este tipo de muerte muestran un importante aumento de

volumen del citoplasma y de las organelas subcelulares, especialmente de las

mitocondrias. El resultado final del proceso es la disgregación de las organelas y la

ruptura de Ia membrana plasmática con la consecuente liberación del material

citoplasmático, lo cual desencadena una reacción inflamatoria que puede producir

daños secundarios posteriores en el tejido.

Todos estos cambios morfológicos son causados por alteraciones en las

actividades intercambiadoras de iones que conducen a Ia pérdida de la permeabilidad

selectiva de membrana plasmática. EI libre movimiento de los cationes a través de la

membrana produce el ingreso de fluidos hacia el interior de la célula produciendo un

gran aumento de su volumen. AIaumentar el Ca2+dentro del citoplasma son activadas

fosfolipasas que actúan sobre los fosfolípidos de la membrana desorganizándola,

también son inhibidas enzimas que participan de la ruta de producción del ATP. Al

estallar, los lisosomas liberan hidrolasas que aceleran el proceso de desintegración

celular. Las desoxirribonucleasas lisosomales degradan al azar y en fragmentos de

múltiples tamaños, el DNA que ha quedado expuesto por la degradación de las

histonas. Finalmente, la fagocítosis es llevada a cabo sólo por macrófagos [Kazanietz

MG, 2000].

Durante el proceso de apoptosis, ocurren cambios coordinados en el núcleo, el

citoplasma y la superficie celular [Arends MJ y Wyllie AH, 1991]. Las primeras

alteraciones afectan las uniones intercelulares, las células pierden el contacto con las

células vecinas y se redondean. A continuación, el retículo endoplasmático se dilata y

la cisterna superficial se fusiona con la membrana plasmática, el resto de las organelas

no es significativamente alterado. Al mismo tiempo hay una importante pérdida de

volumen celular, aparentemente debida a una pérdida de fluido intracelular y de iones

con la consecuente compactación de las organelas y el aumento de densidad celular

[Bellamy CO et a/., 1995]. La membrana plasmática se repliega por esa pérdida de

volumen y por la desorganización por proteólisis de las proteínas del citoesqueleto que
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la sustentan. El DNA es clivado por una nucleasa entre los octámeros de hístonas

originando la llamada escalera de fragmentos nucleosomales, ya que se generan

fragmentos de DNAque son múltiplos enteros de aproximadamente 180 pb [Wyllie AH,

1980]. La presencia de esta escalera ha sido extensivamente utilizada como marcador

de la muerte celular apoptótica.

En una etapa más avanzada, Ia membrana se fragmenta y va a formar los

llamados cuerpos apoptóticos: pequeñas porciones de membrana que engloban

material nuclear fragmentado, restos de orgánulos y proteínas de citoesqueleto muy

compactadas. Los cuerpos apoptóticos son inmediatamente fagocitados por las células

vecinas o por macrófagos. Para esa eliminación, la membrana plasmática que rodea a

estos cuerpos apoptóticos ha modificado ligeramente su composición exponiendo ahora

en su cara externa glicoproteínas inmaduras con un contenido elevado de N­

acetilglucosamina, y fosfolípidos típicos de su cara interna como la fosfatidilserina y Ia

fosfatidiletanolamina. Estos cambios servirán como señales de reconocimiento para las

células fagocíticas que se ocuparán de su eliminación, evitando así la inflamación

inapropiada [Desagher S y Martinou JC, 2000]. La apoptosis, a diferencia de Ia

necrosis, generalmente afecta células únicas y preserva la arquitectura tisular (excepto

en circunstancias especiales como la remodelación embrionaria).

La apoptosis en vertebrados puede ser dividida en cuatro fases o etapas: una

primera de toma de decisión o compromiso, en Ia cual la célula recibe el estímulo

apoptótico y decide si dispara o no el proceso; una segunda de ejecución, en la que se

pone en marcha todo el mecanismo de efectores, se manifiestan todas las

características del proceso, y acaba con la formación de los cuerpos apoptóticos; una

tercera de fagocítosis de esos cuerpos por las células macrofágicas del tejido

circundante, y una etapa final de destrucción por la actividad Iítica de estas células.

ACTIVACIÓN DE LAS CASPASAS

La mayoría de los cambios observado por Kerr y colaboradores son llevados a

cabo por una serie de cisteína proteasas que son activadas específicamente en células

apoptóticas, son homólogas entre sí y forman una gran familia de proteínas conocida

como caspasas [Alnemri ES et a/., 1996]. Las caspasas son consideradas como las
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ejecutoras del proceso de apoptosis ya que los cambios más visibles que caracterizan

esta muerte celular programada son resultado de su actividad. Aunque ocurra la

muerte celular a través de mecanismos no apoptóticos independientes de caspasas, las

características morfológicas que definen el proceso de apoptosis dependen de Ia
actividad de las mismas.

Las caspasas están altamente conservadas en la evolución y pueden ser

encontradas en seres humanos y hasta en insectos, nematodes y metazoos

[Budihardjo I et al., 1999; Cikala M et al., 1999; Earnshaw WC et al., 1999]. En

humanos han sido identificadas más de una docena de caspasas y dos tercios de ellas

tendrían funciones en la apoptosis [Earnshaw WC et al., 1999; Thornberry NA y

Lazebnik Y, 1998].

Todas las caspasas conocidas poseen una cisteína en el sitio activo y clivan los

sustratos después de un residuo de ácido aspártico (es decir, uniones Asp-Xxx). La

especificidad de sustrato para una determinada caspasa está dada por los cuatro

residuos hacia el amino-terminal del sitio de clivaje [Thornberry NA et al., 1997]. Las

caspasas han sido divididas en subfamiiias de acuerdo con sus preferencias de

sustrato, extensión de su identidad de secuencia y similitudes estructurales.

La activación de las caspasas no produce la degradación total de las proteínas

celulares; clivan un grupo restringido de proteínas blanco, usualmente en una o unas

pocas posiciones en la secuencia primaria, dando como resultado la inactivación de esa

proteína. Las caspasas además pueden activar proteínas en forma directa, clivando un

dominio regulatorio negativo, o indirecta, inactivando una subunidad regulatoria

[Hengartner M, 2000].

Como la mayoría de las proteasas, las caspasas son sintetizadas como

zimógenos enzimáticamente inertes. Estos están compuestos por tres dominios: un

prodominio N-terminal, y los dominios p20 y p10, los cuales son encontrados en la

enzima madura. En todos los casos examinados hasta ahora, la enzima madura es un

heterotetrámero que contiene dos heterodímeros p20/p10 y dos sitios activos

[Earnshaw WCet al., 1999].
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La mayoría de las caspasas son activadas por el clivaje proteolítico del

zimógeno ente los dominios p20 y p10. Llamativamente, todos estos sitios de clivaje

ocurren en sitios Asp-Xxx, candidatos como sustratos de caspasas, Io cual sugiere Ia

posibilidad de que ocurra una activación autocatalítica [Thornberry NAet a/., 1997]. En

efecto, la forma más simple de activar una procaspasa es exponerla a otra caspasa,

previamente activada. Esta estrategia de activación “en cascada” de las caspasas es

ampliamente utilizada por las células para la activación de las caspasas 3, 6 y 7, que

son consideradas como las efectoras de Ia proteólisis en el proceso apoptótico. En

síntesis, las caspasas “efectoras” son generalmente activadas proteolíticamente por

una caspasa que se encuentra corriente arriba, mientras que las caspasas “iniciadoras”

(como las caspasas 8 y 9) son activadas a través de interacciones reguladas entre

proteínas [Hengartner M, 2000]. Los mecanismos que intervienen en la activación de

las caspasas iniciadoras aun no han sido completamente determinados.

Se han descripto dos caminos canónicos de activación de caspasas [Kaufmann

SH y Hengartner MO, 2001] que son esquematizados en la FIGURA4. Uno comienza con

la unión del Iigando en unos receptores especializados de Ia superficie celular llamados

“receptores de Ia muerte” (DRs: geath Leceptors) y el otro involucra Ia activación por

la via mitocondrial. Ambos serán descriptos con mayor detalle más adelante.

Se han propuesto otras vías adicionales para Ia activación de caspasas. Una de

ellos involucraba en principio la activación directa de la caspasa-3 por la granzima B,

una serina proteasa dirigida a aspartato. Basándose en evidencia posterior, se sugirió

que la granzima B cliva la proteína Bid, la cual luego activa Ia vía mitocondrial [Barry M

et a/., 2000]. Los linfocitos T citotóxicos y las células NK (natural killer) inyectan a Ia

granzima B en las células blanco a través de canales de perforina, para inducir la

apoptosis.

En células murinas se describió un camino que involucraba la activación de la

procaspasa-12 en retículo endoplasmático [Nakagawa T et a/., 2000], y se sugirió que

podría jugar un rol central en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer, pero un

trabajo reciente de Fischer y col. concluye que no se encuentra la caspasa-12 funcional

en humanos, por haber adquirido mutaciones deletéreas [Fischer H et a/., 2002].
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FIGURA4: Las dos vías principales de activación de caspasas. Lavía de los receptores de Ia muerte
(DR) es gatillada por miembros de la familia de los DR (representados por Fas). La unión del Iigando Fas
induce la agrupación de los receptores y la formación de un complejo de señalización de inducción de
muerte celular. Este complejo, vía las moléculas adaptadOras FADD, recluta múltiples moléculas de
procaspasa-B, resultando en Ia activación de caspasa-8 por proximidad inducida. La vía mitocondria! es
activada en general en respuesta a señales externas y a insultos internos como el daño al DNA. Los
diversos caminos de respuesta convergen en la mitocondria, en general a través de la activación de un
miembro pro-apoptótico de Ia familia BCI-2que conducen a Ia liberación de distintas moléculas de la
mitocondria, principalmente del citOCromo c. Los miembros pro- y antiapoptóticos de Ia familia BcI-2 se
encuentran en la superficie de la mitocondria, donde compiten por regular la salida del citOCromocde la
misma. Si prevalecen los miembros proapoptóticos, este es liberado y se asocia con moléculas de Apaf-l
y de Procaspasa-9 para formar el apoptosoma. Ambos caminos convergen a nivel de la activación de
caspasa-3. Su activación y su actividad son antagonizadas por las proteínas IAP, las cuales a su vez son
antagonizadas per la proteína Smac/DIABLO, liberada también de la mitocondria. La integración entre
ambas vías ocurre a nivel de Ia proteína Bid cuya actividad proapoptótica aumenta al ser clivada por
caspasa-S y resulta en su translocación a la mitocondria donde promueve la liberación del citocromo c.
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VÍA DE LOS RECEPTORES DE LA MUERTE

La familia de los DRs incluye Fas/CD95, el receptor del factor de necrosis

tumoral-a (TNF-a), y dos receptores, DR4 y DRS, que unen al Iigando inductor de la

apoptosis relacionado con TNF-a. (TRAIL: INF-a-¿elated apoptosis-inducing ligand)

[Ashkenazi A y Dixit VM, 1999].

La característica común de estos receptores es la presencia del motivo

citoplasmático conservado en estas proteínas de transmembrana que es llamado el

“dominio de muerte” (DD: death domain), el cual es capaz de unir dominios homólogos

a moléculas adaptadoras citoplasmáticas bajo ciertas condiciones. Por ejemplo, la

unión del dominio extracelular de Fas con el Iigando de Fas lleva a la unión de la

molécula adaptadora FADD(fas-associated protein with death domain) a Fas a través

de interacciones DD-DD [Strasser A et al., 2000; Hengartner M, 2000; Ashkenazi A y

Dixit VM, 1999]. FADD a su vez se une al prodominio de la procaspasa-S, esta vez a

través de interacciones homotípicas que involucran los “dominios efectores de Ia

muerte” (DED: death effector domains). De esta forma se reclutan varias moléculas de

procaspasa-8, hecho que resulta en una alta concentración local del zimógeno. De

acuerdo con el modelo de proximidad inducida, se propone que bajo estas condiciones,

Ia baja actividad intrínseca de proteasa de la procaspasa-8 es suficiente para permitir a

estas moléculas de proenzima clivarse mutuamente y activarse así unas a otras [Muzio

Met al., 1998].

Se piensa que otros DRs activan la caspasa-B a través del mismo mecanismo de

proximidad inducida [Ashkenazi A y Dixit VM, 1999]. Aunque esta acumulación forzada

de zimógenos es suficiente en muchos casos para activar caspasas [Salvesen GS y

Dixit VM, 1999], es una forma más bien primitiva de controlar el destino de una célula.

Seguramente ¡n vivo existen otros niveles de regulación para modular el proceso. Es

posible que otros factores más allá de la concentración local (por ejemplo cambios

conformacionales inducidos por la unión de FADD)también desempeñarían un papel en

la activación de procaspasa-8 inducida por DRs bajo condiciones normales.

En algunos tipos celulares, la caspasa-8 directamente cliva y activa la

procaspasa-3; en otros, cliva la proteína citoplasmática Bid, generando un fragmento
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que activa la vía mitocondrial [Thornberry NAy Lazebnik Y, 1998], el otro camino que

conduce a la activación de las caspasas.

VÍA MITOCONDRIAL Y REGULADORES APOPTÓTICOS DE LA FAMILIA

BCL-2

La mitocondria desempeña un papel crucial en la iniciación de la activación de

caspasas en respuesta a diferentes señales apoptóticas [Green DR y Reed JC, 1998],

incluyendo la activación por Bid truncada (t-Bid), y esta vía involucra Ia liberación de

una serie de polípéptidos a partir de Ia mitocondria.

El citocromo c, una de estas proteínas que pertenece a la cadena de transporte

de electrones, es uno de los componentes requeridos para la activación de caspasa-9

en el citosol [Li P et a/., 1997]. Su liberación al citosol se produce por la disrupción de

la membrana mitocondrial externa por un estímulo apoptótico, y se une al Apaf-l

(factor activador de proteasas apoptóticas) citosólico, causando un cambio

conformacional dependiente de ATP o dA_TP,que resulta en la oligomerización de Apaf­

1. La unión de la procaspasa-9 a los 'oligómeros de Apaf-1, esta vez mediada por

interacciones homotípicas entre los “dominios de reclutamiento de caspasas” (CARD:

gspase ¿ecruítment gomaíns), lleva a la formación de un complejo de alto peso

molecular llamado apoptosoma [Kaufmann SH y Hengartner MO, 2001]. Esta

interacción entre Apaf-1 y la procaspasa-9 aumenta significativamente Ia actividad

enzimática de esta última, por un mecanismo aun desconocido. Se piensa que el

complejo Apaf-l/procaspasa-9 representa en realidad la verdadera forma activa de la

caspasa-9 [Rodríguez J y Lazebnik Y, 1999]. Así, Apaf-1 no debería ser visto como un

simple activador de la caspasa-9, sino como una subunidad regulatoria de la

holoenzima caspasa-9, es decir del apoptosoma, que contiene varias proteínas

adicionales [Cain K et a/., 1999; Cain K et a/., 2000; Beere HM et a/., 2000]. La

caspasa-9, a su vez, activa proteolíticamente la caspasa-3.

Los miembros de la familia Bcl-2 regulan la apoptosis, al mediar la liberación de

citocromo c, también mediante interacciones proteicas. Esta familia, que comprende

más de una docena de proteínas, ha sido dividida en tres grupos basándose en
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similitudes estructurales y en un criterio funcional. Los miembros del grupo I, como

BCI-2y Bcl-xL,poseen una actividad antiapoptótica, mientras que los miembros de los

grupos II y III (que incluyen Bax, Bid y Bik) promueven Ia muerte celular.

Muchos miembros de la familia son capaces de formar homodímeros, pero

también heterodímeros [Reed JC, 1997; Adams JM y Cory S, 1998; Antonsson B y

Martinou JC, 2000], por Io cual son posibles un gran número de combinaciones entre

ellos. Como una primera aproximación se podría pensar que Ia heterodimerización

podría resultar en Ia neutralización mutua de las proteínas pro- y antiapoptóticas

unidas, pero la función clave de las proteínas de Ia famita BCI-2sería la regulación de

la liberación de factores proapoptótícos, en particular del citocromo c, desde el espacio

intermembrana de la mitocondria hacia el citosol [Adams JM y Cory S, 1998;

Antonsson B y Martinou JC, 2000].

Los miembros proapoptótícos como Bax y Bak, que residen en el citoplasma, se

translocarían hacia Ia membrana mitocondrial externa, donde sufrirían un cambio

conformacional, formarían un oligómero y se insertarían en la membrana, facilitando la

Iibración del citocromo c [Nomura M et al., 1999; Eskes R et al., 2000; Wei MCet al.,

2000; Suzuki M et al., 2000; Antonsson B et al., 2001]. Por el contrario, los miembros

antiapoptóticos podrían unirse selectivamente a Bax en la conformación activa, y

prevendrían Ia inserción de Bax en la membrana externa de la mitocondria [Antonsson

B et al., 2001; Wei MC et al., 2001]. Hasta el momento se desconocen aquellos

eventos que conducen a Ia oligomerización y a la inserción de Bax y Bak en la

membrana mitocondrial, del mismo modo aun no ha sido precisamente establecido el

mecanismo por el cual la inserción de Bax, Bak o ambos, facilitan la liberación del
citocromo c.

Además del citocromo c, otros polipéptidos también son liberados a partir de la

mitocondria durante Ia apoptosis [Desagher S y Martinou JC, 2000], tres de los cuales

jugarían roles importantes durante el proceso apoptótico:

1) el factor inductor de apoptosis (AIF), una oxidoreductasa

mitocondrial involucrada en la muerte celular programada durante el desarrollo.

2) la endonucleasa G, implicada en Ia degradación apoptótica del

DNA que es copurificada con una endonucleasa involucrada en la degradación

del DNAindependiente de Ia desoxirribonucleasa activada por caspasa (CAD), la
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principal endonucleasa que media el clivaje internucleosomal del DNAen células
de mamíferos.

3) el segundo activador mitocondrial de caspasas (SMAC), también

llamado Diablo, que modula los eventos apoptóticos uniéndose e inactivando

ciertas proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAPs) que son capaces de unirse e

inactivar las caspasas 3, 7 y 9, neutralizando así la actividad antiapoptótica de
las IAPs.

LA REGULACIÓN DE LA APOPTOSIS

Existen varias razones por las cuales una célula podría activar el camino

apoptótico [Hofmann K, 1999]. La apoptosis fisiológica ocurre durante el desarrollo

embrionario en situaciones donde las células han cumplido su función y dejado de ser

necesarias o donde las células han sido incapaces de realizar los contactos apropiados

[Clarke PG, 1990; Rubin LL, 1997; Sanders EJ y Wride MA, 1995]. Una forma muy

importante de apoptosis, que se ha estudiado exhaustivamente, ocurre durante el
desarrollo del sistema inmune. La remoción de las células T autorreactivas o de

timocitos con el rearreglo incompleto de los genes del receptor de las células T es

llevado a cabo por Ia apoptosis de estas células [King LBy Ashwell JD, 1994].

La apoptosis constituye también un sistema de defensa contra el daño celular.

Las células que contienen daños írreparables de su DNAsufren apoptosis [Bellamy CO,

1997]. Además, las células bajo un estrés oxidativo excesivo inician la apoptosis en

lugar de morir por necrosis [Clutton S, 1997; Buttke TM y Sandstrom PA, 1994]. Otra

grupo de situaciones que conducen a la apoptosis es Ia infección con virus, bacterias u

hongos, previniendo así la diseminación del patógeno al detectar las células su propia

infección y morir.

Así, podemos estudiar la apoptosis como una vía sujeta a Ia regulación por

señales externas, por la competencia por factores de supervivencia, como así también

por señales intracelulares que incluyen la regulación por diversos oncogenes y genes

supresores de tumores.
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a) SEÑALES EXTRACELULARES

La unión específica ligando-receptor puede transducir tanto señales de

muerte como de supervivencia celular. Los llamados factores de supervivencia no

son necesariamente mitógenos, y no siempre actúan como tales. La superfamilia

del receptor TNF incluye varios miembros que participan de la regulación positiva o

negativa de la muerte celular; así, la activación del receptor no necesariamente

determina el destino celular y Ia señal del contexto es crítica [Bellamy C0 et al.,

1995]. Por ejemplo, la estimulación por Fas, induce la muerte de las células T

crónicamente activadas pero no de las que lo han sido recientemente, lo cual se ha

postulado como un mecanismo limitante de la extensión de la respuesta inmune

normal [Krammer PH et al., 1994]. Por otro lado, algunos agentes tienen efectos

duales sobre Ia misma población celular, por ejemplo TGFBI es una citoquina que

inhibe la síntesis de DNAy también estimula Ia apoptosis de células de hígado y

endometrio [Oberhammer F et al., 1991; Moulton BC, 1994].

En una población de células en crecimiento, la selección competitiva por

factores de supervivencia es otra estrategia que asegura que sólo sobrevivirán las

células mejor preparadas, el resto sufrirá apoptosis. Es un método clave en la

regulación del tamaño de la población. Un tejido con renovación constante como el

epitelio intestinal o la médula ósea, está constituido por células precursoras, una

progenie celular en tránsito (que puede o no dividirse unas pocas veces) y células

diferenciadas (post-mitóticas). Normalmente hay una sobreproducción de las

células en tránsito de las cuales sólo va a sobrevivir una fracción para madurar,

mediante la acción de factores de rescate específicos, por ejemplo, IL-la e IL-6

para células progenitoras mieloides. Así, la concentración de estos factores de

rescate es limitante y determinante del tamaño flnal de la población. La regresión

del parénquima mamario después de la lactancia, de la próstata después de la

castración y la atrofia de la tiroides o las glándulas adrenales después de una

- hipoflsectomía, eventos caracterizados por una apoptosis aumentada, son ejemplos

del requerimiento de factores de sobrevida para células maduras [Bellamy CO et

al., 1995].
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Además de las interacciones con factores solubles o intercelulares, las

interacciones de Ia célula con Ia matriz extracelular también regulan la apoptosis.

En células endoteliales y epiteliales, el contacto específico de receptores de

integrinas de Ia superficie con moléculas de la matriz extracelular, constituye una

importante señal de supervivencia [Meredith JE et a/., 1993; Frisch SM y Francis H,

1994]. Sin esta unión integrina-matriz estas células sufren apoptosis, un fenómeno

que ha sido denominado “anoikis” [Frisch SM y Francis H, 1994].

b) REGULACIÓN GENÉI’ICA

Los factores de transcripción que desempeñan roles importantes en el

desarrollo, y en la proliferación y diferenciación celular, parecen estar implicados

también en la regulación del proceso de apoptosis, por ejemplo AP-1, NF'KBy c­

Myc [Kazanietz MG, 2000].

La familia de factores de trascripción AP-1 (Activating protein -1) está

constituida por homo y heterodímeros de las proteínas nucleares Fos y Jun y las

proteínas con cierre de leucina ATF (ATF-2, ATF-3, B-ATF), y su principal nivel de

control es ejercido sobre la transcripción de los genes de estas proteínas. Hay

discrepancias con respecto a la implicación de AP-1 en apoptosis, un gran número

de trabajos Ia asocian con su inducción pero también hay evidencias que sugieren

que, en algunos casos, no es requerida para el proceso. La participación de los

factores de transcripción AP-1 en la apoptosis estaría relacionada con la

dependencia o no de una nueva síntesis de macromoléculas. Así, la misma ocurriría

en los procesos de apoptosis que requieren síntesis proteica de novo, como el

inducido en células PC12 por deprivación de NGF, y, por el contrario, no estarían

involucrados en procesos apoptóticos independientes de la nueva síntesis proteica,
como el inducido en linfocitos T por Fas y TNF-a. Dado que AP-l regula la

expresión de varios genes, su participación dependería de cuáles de estos ejercen

una actividad promotora o protectora de Ia apoptosis.

Esta dualidad de efectos también es observada para el factor de

transcripción NF'KB,cuyo efecto pro o antiapoptótico depende en última instancia

del tipo celular y del estímqu inductor, y para c-Myc, que conduciría a procesos de
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proliferación o apoptosis celular dependiendo de Ia presencia o ausencia de señales

apropiadas para la supervivencia. Esta actividad inductora de apoptosis de c-Myc

es, en cierto modo, paradójica, dado que es considerado como un protooncogen y

su actividad se encuentra aumentada en una amplia variedad de tumores. En

algunos casos la sobreexpresión de c-myc conduce un incremento de Ia apoptosis.

c) SEÑALES INTRACELULARES

Una situación similar a la de c-Myc es planteada con el protooncogén Ras,

cuyas mutaciones están involucradas en la formación de una serie de neoplasias

humanas, tanto por promover la proliferación como por inhibir la apoptosis. Sin

embargo, se ha encontrado que la señalización mediada por Ras puede conducir a

los procesos inversos, es decir, a inhibir Ia proliferación e inducir apoptosis. El

resultado final dependería de Ia vía de señalización que es regulada por Ras, del

tipo celular, del estímulo, y de la presencia o ausencia de otras influencias

reguladoras [Kazanietz MG,2000].

En situaciones de estrés ambiental, como radiación ionizante o estrés

oxidativo, se podría inducir .la apoptosis por la vía de Ia esfingomielina, un
fosfolípido de membrana. Un producto de su catabolismo, la ceramida, actúa como

segundo mensajero en una amplia gama de funciones celulares, y sería el iniciador

de la apoptosis.

La familia de las PKC también exhiben un comportamiento dual, ya que

pueden actuar como inductoras y como protectoras de la vía apoptótíca,

posiblemente esto podría se explicado por la existencia de varias isoformas de Ia

enzima con diferente distribución tisular, e incluso, diferente localización
subcelular.

La fosfatidilinositoI-3 quinasa (P13K) participa también en la transmisión de

señales en el proceso de apoptosis celular, probablemente mediante Ia fosforilación

de reguladores apoptóticos de la familia BCI-2, en última instancia previniendo Ia

activación de las caspasas. En la ataxia telangiectasia, caracterizadas por

alteraciones en el programa de muerte celular, se han identificado mutaciones en

un gen con regiones homólogas a PI3K.
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La familia de las Abl tirosina quinasas también serían capaces de bloquear la

apoptosis, pero por un mecanismo aún no establecido que ¡nvolucraría también los

miembros de la familia BCI-2[Green DRet al., 1996].

APOPTOSIS Y TUMORIGÉNESIS

La evasión de Ia apoptosis es una de las capacidades fundamentales que posee

una célula tumoral. La muerte celular podría verse como un proceso que ocurre

inevitablemente si la célula no recibe señales de supervivencia. Este proceso es

comprometido por ejemplo cuando las células están sometidas a un daño

macromolecular como el daño al DNA, Io cual podría iniciar la carcinogénesis. Además,

la apoptosis es iniciada por el desequilibrio en los mecanismos homeostáticos que

regulan el crecimiento y la diferenciación, como podría ser Ia expresión aberrante de

protooncogenes.

El significado de la apoptosis en el proceso de oncogénesis es resaltado por, al

menos, tres importantes observaciones. La primera es que la mayoría de los agentes
con actividad antitumoral actúan induciendo apoptosis. La segunda es que la

frecuencia de las células apoptóticas en un tumor correlaciona muy bien con su

progreso, a la inversa de Io que ocurre con la necrosis. Los tumores con menores

índices apoptóticos tienden a ser más agresivos que los que muestran mayor

incidencia de muerte celular apoptótica, y Ia apoptosis es así un factor clave en la tasa

de crecimiento de un tumor [Arends MJ et al., 1994]. La tercera observación es que

han sido encontrados varios oncogenes, como hemos mencionado, que regulan el

proceso de apoptosis [Green DR et al., 1996]. Por estos motivos, el estudio de Ia

apoptosis puede verse como una vía posible del entendimiento de Ia oncogénesis.

La atenuación de la apoptosis permite que pueda tener lugar Ia tumorigénesis.

Diversos estudios ¡n vitro de modelos de transformación maligna sostienen la noción

de que habría una presión selectiva para evadir la apoptosis. Por ejemplo, para

escapar de Ia senescencia replicativa en cultivo, las células epiteliales que sobreviven a

la apoptosis que sufre Ia mayoría de la población durante la crisis, deben haber podido

ser capaces de adecuar su inestabilidad genómica para evitar, precisamente, la muerte
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apoptótica [Romanov SR et al., 2001]. Las células tumorales también sufren una

situación de estrés durante su escape metastásico, una característica clave de la

tumorigénesis. La habilidad de sobrevivir al pasaje a un ambiente celular extraño y

mantener Ia capacidad de crecimiento, también requiere que Ia apoptosis sea atenuada

[Wong CW et al., 2001].

Esta atenuación de la apoptosis para permitir la tumorigénesis puede ocurrir de

varias formas [Hickman JA, 2002]. Una primera posibilidad podría consistir en una

mutación temprana que incapacite una parte vital del sistema de detección de daños,

así la señal proveniente del “sensor” podría estar disminuida o directamente ausente.

Cualquier pérdida de los sistemas de reparación de daños en el DNA atenúan la

señalización hacia la maquinaria apoptótica, porque están íntimamente involucrados

con la misma [Fishel R, 1999]. Aún se desconoce cómo se integran estas señales que

emergen de distintos tipos de daño genómico y sus respectivos sistemas de

reparación, una posibilidad es que Io hagan a nivel del Iocus de la familia de proteínas

BCI-2 [Hickman JA, 2002].

Los potenciales mecanismos para incrementar la supervivencia ante un desafío

tumorigénico implica que habría una perturbación inicial en la célula que eleva su

umbral de sobrevida por sobre los normales que le permite sostener un daño o

perturbación posterior. Este umbral dependería del tipo celular y cuanto más bajo sea

más protegerá a la célula contra la carcinogénesis, porque la célula iniciaría más

rápidamente el proceso apoptótico. Esta idea de jerarquía de supervivencia tendría su

contraparte en que existe también una jerarquía de eventos oncogénicos que pueden

promover la carcinogénesis. Esto no sólo tiene importancia para el entendimiento de la

iniciación y progresión tumoral, sino también para el desarrollo de tratamientos en los

cuales se podría dirigir drogas hacia un blanco específico dentro de esta compleja

patología, lo cual podría resultar en un efecto terapéutico positivo [Hickman JA, 2002].

Dos de los blancos más frecuentes de mutaciones de genes supresores de

tumores en la mayoría de los tumores humanos son TP53 y RBl. EI producto del gen

TP53, p53, protege a la célula contra la inestabilidad genómica y la expresión de

oncogenes mediante Ia inducción del arresto del ciclo celular y la apoptosis. Por d

contrario, la proteína de retinoblastoma (pr), regula la apoptosis durante el

desarrollo y su pérdida resulta en el crecimiento desregulado y la apoptosis,

precisamente, los tumores deben suprimir la apoptosis para desarrollarse.
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Los niveles de p53 normalmente son bajos debido a la vida media corta de la

proteína, sin embargo, señales extra e intracelulares de estrés pueden inducir la

estabilización y activación de p53, mediante diferentes mecanismos que,

precisamente, dependen de Ia señal [Hickman ES et a/., 2002]. p53 también puede ser

estabilizado y activado por aberraciones internas tales como Ia desregulación de

oncogenes celulares. La sobreexpresión de algunos oncogenes induce Ia expresión de

p14/19A", el cual bloquea la degradación de p53 mediante la inactivación de MDMZ,

como hemos mencionado en un capítqu anterior. Una vez activada p53 es capaz de

inducir tanto el arresto del ciclo celular como apoptosis; el resultado exacto de tal

inducción dependerá tanto del tipo celular como de Ia fuerza del estímulo. Las células

que sobreexpresan oncogenes o que han perdido las vías de supresores de tumores,

frecuentemente expresan niveles elevados de p53 y están incapacitadas para

establecer el arresto del ciclo celular. En consecuencia, las células tumorales

generalmente son mucho más sensibles, que sus equivalentes primarias, a los agentes

que dañan el DNA, un principio básico en el desarrollo de la quimioterapia
convencional.

Las características de la inducción de la apoptosis mediada por p53 no están

completamente determinadas hasta el momento. La función más estudiada-de Ia

proteína es como factor de transcripción, mediante la transactivación o Ia

transrepresión de sus genes blanco, y muchos de estos genes participan en caminos

apoptóticos, por ejemplo miembros de las familias BCI-2 y el receptor de TNF.

[Miyashita T et a/., 1994; Miyashita T y Reed JC, 1995; Owen-Schaub LBet a/., 1995].

Por otro lado, pr participa de un camino que también está desregulado en la

mayoría de los cánceres humanos [Weinberg RA, 1995; Lipinski MMy Jacks T, 1999].

Esta vía incluye tanto los inhibidores de las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs)

de la familia de proteínas INK4 -que son reguladores negativos de la proliferación

celular- y las ciclinas de tipo D -que son reguladoras positivas- y que forman

complejos de quinasas activos con CDK4o CDK6. Las CDKsfosforilan pr y anulan su

actividad. La actividad de las CDKs y, por ende, de pr, está regulada por factores

mitógenicos y antimitogénicos externos. Frecuentemente, Ia inactivación de la vía de

pr es un paso obligatorio en el cáncer que produce células insensibles a señales

antimitogénicas externas [Hanahan Dy Weinberg RA,2000].
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Dado que pr está activada en la salida del ciclo celular durante la

diferenciación, se piensa que la función de pr es proteger de la apoptosis a las células
en proceso de diferenciación. Los mecanismos por los cuales pr regula la apoptosis,

están todavía bajo una intensa investigación. En función de Ia fuerte correlación

encontrada entre la pérdida de pr y la carencia de p53 funcional en los tumores

humanos [Weinberg RA, 1995] y también considerando que varios virus oncogénicos ­

como el virus de papiloma humano- codifican proteínas que inactivan a pr y a p53,

ha sido sugerido que la pérdida de pr resulta en una apoptosis dependiente de p53

[Hickman ES et al., 2002]. Los mecanismos moleculares de la inducción de apoptosis

por pr también involucran los blancos más conocidos de la actividad de pr: los

factores de transcripción E2F1 [Dyson N, 1998]. Muchos de los potenciales genes

blanco de E2F pueden estar involucrados en la apoptosis mediada por E2F [Zindy F et

al., 1998], particularmente, Apaf1 es un blanco directo de E2F [Soengas MS et al.,

2001; Zindy F et al., 1998].

La pérdida de pr resulta en la apoptosis de células normales, y un mecanismo

que suprima la apoptosis podría proveer una oportunidad de sobrevivir a las células

deficientes en pr. En esta perspectiva, es claro por qué existe una presión selectiva

para inactivar genes que median la apoptosis y en este sentido, esto también

explicaría por qué un 50% de los tumores humanos no expresan una p53 funcional.

Hasta el momento no se han podido determinar completamente las alteraciones

que permiten la supervivencia celular en una fracción relativamente alta de cánceres

humanos. Estas alteraciones podrían incluir una expresión aumentada de señales de

supervivencia (por ejemplo en Ia forma de factores de crecimiento), o alteraciones

genéticas en genes que son activados por p53 o E2F, o en componentes que son

centrales en la ejecución de la apoptosis.

Por todo lo dicho, la inducción de la apoptosis debería ser un objetivo

fundamental en la búsqueda y el desarrollo de nuevas terapias antitumorales. Además,

dado que dentro de las células se están llevando a cabo actividades antiapoptóticas, es

necesario también intentar abolir esos efectos para facilitar la acción de los agentes

proapoptóticos que están corrientemente en uso o en desarrollo. Entonces, la

combinación de agentes que bloqueen estos efectos antiapoptóticos combinados con

agentes específicos que sean capaces de inducir apoptosis, podrían constituir una
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nueva generación de terapias antitumorales más dirigidas, y por lo tanto, con efectos
colaterales más controlados.
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CAPÍTULOIII

DINÁMICA TELOMÉRICA
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Los mecanismos moleculares que definen la vida media replicatíva de los

flbroblastos humanos normales estarían controlados principalmente por un complejo

proceso que es el acortamiento telomérico.

Los extremos de los cromosomas eucarióticos poseen propiedades especiales

comparados con los extremos creados por una ruptura al azar. Hace más de 60 años

que Muller y McCIíntock establecieron que los extremos de los cromosomas

eucarióticos están compuestos por una estructura distinta [Muller HJ, 1938; McClintock

B, 1941]. Usando rayos X para generar rearreglos cromosómicos en Drosophila, Muller

no pudo recuperar los cromosomas que estaban delecionados en un extremo, a

diferencia de los que portaban deleciones internas o translocaciones. Supuso así que el

extremo debía constituir una estructura especial necesaria para la integridad del

cromosoma y lo llamó “telómero”. Pocos años después, McCIíntock demostraba en

maíz que los cromosomas rotos se podían fusionar entre si para formar un cromosoma

dicéntrico el cual era altamente inestable por rupturas frecuentes en la mitosis,

resultando en la pérdida de parte del cromosoma. A partir de estos experimentos

concluyó que una función esencial de los telómeros era proteger a los cromosomas de
fusiones entre los extremos.

Décadas más tarde, diversas técnicas moleculares revelaron, en protozoos

ciliados primero y en numerosos eucariotas más tarde, que el verdadero extremo de

los cromosomas consistía en repeticiones ricas en guanina [Blackburn EH y Gall JG,

1978]. Este descubrimiento brindó el primer punto de entrada molecular en el estudio
de los telómeros.

ESTRUCTURA Y FUNCIÓN TELOMÉRICA

EI término telómero hace referencia al gran complejo nucleoproteico que se

encuentra en el extremo de los cromosomas, cuya estructura difiere del resto de la

cromatina [Blackburn EH, 1994; Zakian VA, 1995]. Los telómeros funcionales son

estructuras estables que no están sujetas a degradación, recombinación o fusiones con

otros extremos cromosómicos. Además, no son detectados por los sistemas de
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reconocimiento de daño del DNA,pese a que, formalmente, un extremo cromosómico

constituye un corte de Ia doble cadena del DNA [Sandell LLy Zakian VA, 1993]. Estas

propiedades de los telómeros eucarióticos son identificadas usualmente como la

función de “capping” del cromosoma de los telómeros [Blackburn EH, 1994; Zakian VA,

1995; Greíder CW, 1996].

El DNAtelomérico de virtualmente todos los organismos eucariotas consiste en

secuencias cortas, repetidas en tándem [Greider CW y Blackburn EH, 1985]. La

secuencia primaria y Ia organización de estas repeticiones en muchas especies están

claramente relacionadas ya que las repeticiones usualmente contienen agrupaciones de

tres o más residuos G y la hebra que las contiene (llamada la hebra rica en G) siempre

constituye el extremo 3’ del cromosoma [Greider CWy Blackburn EH, 1985].

El número de repeticiones en los extremos de los cromosomas varía

ampliamente entre diferentes organismos y también entre telómeros distintos del

mismo organismo. Para todos los vertebrados, incluyendo los humanos, la repetición

es d(TTAGGG)n [Moyzis RK et al., 1988; Meyne J et al., 1989]. Los telómeros

individuales pueden contener unas pocas Kb, como en algunas líneas celulares

transformadas, o hasta más de 100 Kb, como en algunas células de ratón, de las

repeticiones en la forma de doble cadena. La mayoría de este DNAestá organizado en

nucleosomas y sólo la porción más distal podría encontrarse en una conformación

especial como cromatina no-nucleosómica que podría ser análoga a Ia estructura

especial encontrada en los telómeros de levaduras o Tetrahymena [Blackburn EH y

Chiou SS, 1981; Wright WE y Shay JW, 1992; Tommerup H et al., 1994; Lejnine S et

al., 1995].

La hebra rica en G del DNA telomérico siempre está orientada 5'-3' hacía la

porción terminal del cromosoma y tiene un extremo protuyente de unos 200

nucleótidos [McElligott R y Wellinger RJ, 1997; Wright WE et al., 1997] como

consecuencia del problema de la replicación terminal.

PROTEÍNAS DE UNIÓN A TELÓMEROS
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La FIGURA5 muestra diferentes proteínas teloméricas en el telómero de

mamíferos. En células humanas, las proteínas de unión al DNAtelomérico conocidas

son TRF1 y TRF2 (ITAGGG[epeat factors 1 y 2). La primera identificada fue TRF1

[Chong L et a/., 1995]. La secuencias C-terminal de los mismos, llamadas

“teloboxes”, reconocen específicamente un fragmento de DNA telomérico pero

requieren de una dimerización por el dominio N-terminal para unirse firmemente al

DNA[Bilaud T et a/., 1996; Bianchi A et a/., 1999; Vassetzky NS et a/., 1999].

Ku TIN2 Ra1o a d

Nucleosomas o
TRF2 Tank

FIGURA5: Esquema de la estructura del T-loop y proteínas asociadas en el telómero de
mamíferos. En este el T-/oop es estabilizado por las proteínas de unión al telómero TRF1 y TRF2. Esta
conformación del telómero (“cerrado”) protege la hebra G de la actividad de Ia telomerasa y de otras
actividades celulares como la degradación pOr nucleasas y la recombinación. La pérdida de las
repeticiones teloméricas hasta una longitud crítica o la pérdida de estas proteínas de unión al telómero
podrían resultar en una conformación “abierta” del telómero, el cual a su vez podría exponer la hebra G
quedando accesible a Ia telomerasa o a otras actividades celulares. TRF1 y 2: factores de unión a las
repeticiones teloméricas 1 y 2; Potl: protección de los telómeros; TIN2: proteína nuclear que interactúa
con TRF1; Tank: tanquirasa.

TRF1 es un regulador negativo de Ia longitud telomérica y su función está

regulada por TIN2 (IRFI -_¡nteractingQuc/ear protein 2) [Kim SH et a/., 1999], y por

dos proteínas altamente homólogas entre sí, TANK1 (también conocida como
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tanquirasa) y TANK2[Smith S et al., 1998; Kaminker PG et al., 2001]. Se piensa que

TIN2 aumenta el apareamiento de las repeticiones telo_méricas dependiente de TRF1.

Además TIN2 es un regulador negativo de la longitud telomérica [Kim SH et al., 1999].

TANK1 y TANK2 poseen un dominio catalítico homólogo al de Ia poli(ADP­

ribosa) polimerasa (PARP1),una enzima nuclear que es activada por extremos rotos de

DNA y cataliza Ia adición de residuos de poli(ADP-ribosa) a una serie de proteínas

nucleares y tiene un rol en Ia reparación por escisión de bases [Goytisolo FA y Blasco

MA, 2002]. TANK1 inactiva TRF1 por poli(ADP-ribosi|)ación [Smith S et al., 1998], y

causa elongación telomérica al ser sobreexpresada [Smith S and de Lange T, 2000].

TNK2,por el contrario, al ser sobreexpresada lleva rápidamente a la muerte celular por

necrosis [Kaminker PG et al., 2001].

Otra proteína de unión a la repetición Tl'AGGG es TRF2 [Bilaud T et al., 1997;

Broccoli D et al., 1997], también un regulador negativo de la longitud telomérica

[Smogorzewska A et al., 2000]. Además TRF2 tiene funciones únicas en el telómero

como estabilizar la hebra G protuyente, y prevenir fusiones teloméricas [van Steensel

B et al., 1998]. La sobreexpresión de una mutante negativa dominante de TRF2 causa

senescencia prematura [van Steensel B et al., 1998], y la activación de Ia cascada

apoptótica mediada por ATMy p53 [Karlseder J et al., 1999]. Ambos, TRF1 y TRF2,

son encontradas en la estructura de cappíng telomérico y sus efectos sobre la longitud

telomérica y Ia protección terminal podrían estar mediados por esta propiedad [Griffith

JD et al., 1999].

TRF2 recluta en los telómeros humanos la proteína hRAP1 (homóloga a la RAP1

de levaduras) cuya sobreexpresión causa elongación telomérica [Li B et al., 2000].

TRF2 también recluta el complejo MRE11 en los telómeros humanos [Zhu XD et al.,

2000], este complejo está compuesto por RADSO,MRE11 y NSBl y constituye un

componente clave en las vías de recombinación homóloga y no homóloga de unión de
los extremos.

Por otro lado, Ku es una proteína heterodimérica en la unión no homóloga de

extremos de DNA y en células humanas, Ku70 y Ku86, junto con DNA-PKcs, forman

una enzima llamada protein-quinasa dependiente de DNA (DNA-PK) la cual está

involucrada en la reparación de DNA doble cadena por mecanismos de recombinación

no homóloga de unión de los extremos [Smith GC y Jackson SP, 1999]. En las
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levaduras, yKu se une al DNA telomérico e interviene directamente en el

silenciamiento telomérico [Mishra K y Shore D, 19991.. En mamíferos, Ku86 también

cumple un rol fundamental en el telómero previniendo las fusiones teloméricas

[Samper et al., 2000]. Las proteínas Ku también interactúan con las repeticiones

TI'AGGG [Bianchi A y de Lange T, 1999; Hsu HL et al., 1999] y con las proteínas

teloméricas TRF1 y TRF2 [Hsu HL et al., 2000; Song K et al., 2000]. El estudio de

ratones deficientes en las proteínas Ku86 y DNA-PKcs indican que las mismas

desempeñan roles esenciales en el telómero de mamíferos [Bailey SM et al., 1999,

Samper E et al., 2000; Hsu HLet al., 2000; Goytisolo FA et al., 2001]. Las proteínas

Ku desempeñan así un papel relevante al unirse al DNAtelomérico como también al

molde de RNAtelomérico y proteínas esenciales.

La TABLA1 resume el efecto neto sobre la longitud telomérica de las principales

proteínas que interactúan c0n los telómeros en mamíferos.

TABLA1. Proteínas de unión al telómero. Efectos de su expresión sobre la longitud
telomérica en mamíferos (Para mayor detalle, ver el texto).

Proteínas de unión al telómero y tipo de Cita
regulación de la longitud telomérica

TRF1 van Steensel B y de Lange T, 1997

TRF2 Smogorzewska A et al., 2000
REGULACIÓN NEGATIVA

TINZ Kim SH et al., 1999

Ku Espejel S et al., 2002

’ TANK1 Smith S y de Lange T, 2000
REGULACION POSITIVA

TANKZ Kaminker PG et al., 2001

MECANISMOS DE ELONGACIÓN TELOMÉRICA EN MAMÍFEROS

Una función fundamental de los telómeros es actuar como una especie de buffer

para soportar la erosión de los extremos del DNAcromosómico debido al mencionado
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problema de Ia replicación terminal. Las polimerasas de DNA convencionales son

unidireccionales y no pueden copiar todas las bases en el extemo 3’ de un dúplex lineal

después de la remoción del primer. El resultado es que con cada ciclo de replicación,

no puede ser sintetizado completamente un extremo dado del cromosoma y éste se

pierde, y así el material genético que contenía. Si los organismos no pudieran resolver

este problema replicativo no podrían pasar su carga genética completa de generación

en generación. Como consecuencia, todas las especies deben poseer, al menos a nivel

de las células germinales, un mecanismo que prevenga la mencionada replicación

incompleta de sus genomas.

Si bien diversos organismos han adquirido evolutivamente distintos métodos

para prevenir Ia pérdida de DNAde los extremos de sus cromosomas, la mayoría de

los mamíferos utiliza la telomerasa, una retrotranscriptasa especializada que sintetiza

los telómeros de novo, y que será descripta en mayor detalle en el Capítqu 4.

Las líneas celulares humanas que carecen de actividad de telomerasa, son

capaces de mantener o elongar sus telómeros por mecanismos alternativos, los cuales

han sido llamados ALT(Alternative Lengtheníng of Ie/omeres) [Bryan TM et al., 1995;

1997]. En células de mamíferos que exhiben ALT,las secuencias de DNAson copiadas

de un telómero a otro sugiriendo que ALT involucraría procesos de recombinaCIón

homóloga [Dunham MAet al., 2000].

En Saccaromyces cerevísiae, existen dos vías de recombinación homóloga

involcradas en ALT, las cuales dependen de RADSOo RAD51 [Lundblad V y Blackburn

EH, 1993; Le S et al., 1999; Chen Q et al., 2001]. Además, las helícasas RecQ (WRN y

BLMen mamíferos) son requeridas para ALT en levaduras [Cohen H y Sinclair DA,

2001; Huang P et al., 2001; Johnson FB et al., 2001]. Los mecanismos ALTtambién

pueden ser aumentados mediante la eliminación de las vías de reparación de mísmatch

(MMR) en levaduras, y la maquinaria de MMRinhibe Ia recombinación homóloga [Rizki

A y Lundblad V, 2001].

Es de esperar que en los próximos años se determinen los roles de las proteínas

involucradas en los procesos de recombinación homóloga y MMRen los mecanismos

ALTque ocurren mamíferos, por ejemplo estudiando diversos modelos murinos para

estas proteínas.
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TELÓMEROS EN INMORTALIZACIÓN CELULAR

Sobre la base de experimentos iniciales que demostraron que, en ausencia de

telomerasa, los telómeros se acortan en los flbroblastos a medida que aumenta el

número de divisiones en cultivo, se sugirió que la pérdida de los telómeros podría

explicar las senescencia celular luego de un número determinado de duplicaciones ¡n

vitro [Harley CB et al., 1990; Hastie ND et al., 1990; Hayflick L, 1965].

En efecto, estudios con flbroblastos cultivados han indicado que la longitud

telomérica sería mejor que Ia edad real del dador para predecir la capacidad replicativa

de las células [Allsopp RC et al., 1992]. Se ha propuesto que la pérdida de repeticiones

teloméricas, cuando se alcanza una longitud telomérica crítica, induce una señal de

daño al DNA que resulta en la salida del ciclo celular y la senescencia replicativa

[Campisi J, 1997]. Según este modelo, los telómeros actúan como un reloj mitótico

que determina la vida replicativa de una célula [Vaziri H et al., 1994; Campisi J, 1997].

El uso de la longitud telomérica como un marcador de la historia replicativa de las

células ha sido también ilustrado por Chang y Harley quienes demostraron que la

longitud telomérica decrece en función de los PD en cultivos de células endoteliales

[Chang E y Harley CB, 1995]. Finalmente, Bodnar et al. brindaron las pruebas más

definitivas mostrando que la reintroducción del componente catalítico de la telomerasa

en fibroblastos primarios humanos y en células endoteliales que carecían de actividad

de telomerasa elongaba las repeticiones teloméricas en estas células resultando en un

significativo incremento de la vida replicativa [Bodnar AGet al., 1998].

La “hipótesis telomérica de envejecimiento celular e inmortalización” describe Ia

potencial relación entre la dinámica telomérica y la inmortalización [Harley CB et al.,

1992]: la telomerasa es expresada en las células de la línea germinal las cuales tienen
telómeros largos (-10 Kb) [Hastie ND et al., 1990]. En células somáticas normales, la

telomerasa está reprimida y los telómeros se acortan hasta una longitud crítica en la

cual las células dejan de dividirse [Harley CB et al., 1990; Allsopp RC y Harley CB,

1995] (FIGURA6).

La detención del ciclo celular que es impuesta en estas células es mantenida por

señales que activan las vías de los genes supresores de tumores p53 y Rb. Este límite

de Hayflick(estadio de mortalidad M1) puede ser salteado por la transformación con
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FIGURA6: La hlpótesls telomérlca del envejecimiento celular y la lnmortallzaclón. La telomerasa es
activa en las células germinales, manteniendo la longitud telomérica estable, pero está reprlmida en la
mayoría de las células somáticas normales, resultando en la pérdida telomérica en las células en división. La
actividad de telomerasa y la longitud telomérica aun no han sido precisamente caracterizadas durante el
desarrollo embrionario y células precursores somáticas. En el estadio de Mortalidad 1 (M1 o límite de
Hayflick) se llega a una longitud telomérica crítica en uno o unos pocos cromosomas que producen un
arresto irreversible del ciclo celular. Los eventos de transformación pueden permitir a las células somátlcas
sobrepasar M1 sin activar telomerasa. Cuando los telómeros se vuelven críticamente cortos en un gran
número de cromosomas, las células sufren una crisis (M2). Raros clones que activan telomerasa escapan de
M2, estabilizan los cromosomas y adquieren una capacidad de crecimiento indefinida.

agentes virales como SV40 o el antígeno T que inactivan p53 o Rb y permiten a las

células sufrir otros PD adicionales. Estas células aun no se pueden dividir

indefinidamente y no son consideradas inmortales. Esta proliferación es acompañada

por una posterior erosión telomérica, hasta que las células alcanzan un segundo
estadio de mortalidad (M2), en el cual los telómeros son críticamente cortos (-—3Kb)

[Counter CM et al., 1994b]. En este estadio de crisis, las células pueden continuar

proliferando pero muestran altas tasas de apoptosis -gati|lada por importantes

anormalidades cromosómicas- de forma tal que no hay un incremento neto en el

número celular. La progresión más allá de este punto es un evento muy raro que
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requiere la alteración por mutación de oncogenes adicionales y genes supresores de

tumores. Sin embargo, las células que logran sobrepasar M2, correlacionan

fuertemente con Ia reactivación de la actividad de telomerasa, Ia estabilización de

los telómeros y la adquisición de un fenotipo inmortal [Counter CMet a/., 1994].

En general ha sido aceptado que el acortamiento telomérico es responsable

de limitar Ia vida media de los fibroblastos humanos normales, como también que

la expresión de la telomerasa en estas células es suficiente para sobrepasar tanto la

senescencia replicativa como Ia crisis y conferirles inmortalidad [Bodnar AG et a/.,

1998; Vaziri H y Benchimol S, 1998] (FIGURA7).

Expresión Expresión Expresión Expresión
de TERT de TERT de TERT de TERT

Estabilización
espontánea del

í telómero

Senescencia

Acortamiento del teloméro Mantenimiento del
teloméro

FIGURA7: El acortamiento telomérico determina la vida media proliferativa de los fibroblastos
diploides humanos (HDF). Después de 60-80 duplicaciones en cultivo, los telómeros acertados en los
HDF gatilla una respuesta de daño que conduce a la senescencia. La abolición de las vías de los
supresores de tumores p53 y retinoblastoma (Rb) permite evitar la senescencia, permitiendo que
continúe Ia división celular hasta que los telómeros críticamente cortos desencadenan la crisis. Unas
pocas células emergen de Ia Crisis activando mecanismos de estabilización de los telómeros. La
expresión exógena de Ia hTERTen cualquier estadio de la historia replicativa permite la inmortalización
de estas células.
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CAPÍTULO IV

TELOMERASA
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ESTRUCTURA Y FUNCIÓN

En la mayoria de los mamíferos, el mantenimiento de la longitud telomérica es

llevado a cabo principalmente por una retrotranscriptasa específica, la telomerasa, la

cual fue inicialmente identificada en ciliados [Greider CW y Blackburn HE, 1985;

Língner J et al., 1997]. La holoenzima telomerasa humana es una ribonucleoproteína

[Morin GB, 1989] compuesta por una subunidad catalítica, hTERT [Meyerson M et al.,

1997; Kilian A et al., 1997; Nakamura TM et al., 1997], y un componente de RNA

(hTR) [Feng J et al., 1995], el cual actúa como molde para la adición de una secuencia

repetitiva corta d('I'I'AGGG)n en el extremo 3’ del DNA telomérico. El tercer

componente es Ia proteína asociada a la telomerasa 1 (hTEPl), que se une a hTERTy

a hTR y mantiene la estructura terciaria o cuaternaria de la holoenzima [Harrington L

et al., 1997].

Las células diploides humanas normales que expresan hTERT en forma

transiente, adquieren actividad de telomerasa, demostrando que hTERT es el

componente limitante necesario para la restauración de Ia actividad de telomerasa en

estas células [Bodnar AG et al., 1996; Vaziri H y Benchimol S, 1999]. El gen hTERT, de

unas 37Kb, está presente en el genoma humano como una secuencia de copia única en

el cromosoma 5p15.33 [Bryce LAet al., 2000]. hTERTes una proteína relativamente

grande (127 kDa), con una carga neta básica (pI 11.3) y los motivos de transcriptasa
reversa en su extremo C-terminal.

La molécula de RNA de Ia telomerasa ha sido aislada de ciliados, levaduras y

mamíferos y es esencial para la actividad de telomerasa [Greider CW y Blackburn HE,

1989; Blasco MAet al., 1995; Feng J et al., 1995; Singer MS y Gottschling DE, 1994],

pero a diferencia de la subunidad catalítica, hTR no es un factor limitante para la

telomerasa [Feng J et al., 1995], a veces es considerado como un RNA basal,

constitutivo, con niveles de expresión relativamente constantes, si bien estaría

aumentado en líneas celulares derivadas de tumores. El componente de RNA de la

telomerasa de ciliados presenta una longitud comprendida entre 148 y 209 nucleótidos

y comparte una estructura secundaria conservada [Lingner J et al., 1994; McCormick­

Graham M y Romero DP, 1995; Romero DP y Blackburn EH, 1991]. En los vertebrados,

los RNA de la telomerasa poseen una extensión mayor, de 382 a 559 nucleótidos

50



[Chen JL et al., 2000; Blasco MA et al., 1995; Feng J et al., 1995; Tsao DA et al.,

1998], y en levaduras, tienen de 1200 a 1300 nucleótidos de longitud [Singer MS y

Gottschling DE, 1994; McEachern MJ y Blackburn EH, 1996]. En humanos, el

componente de RNAtiene 451 nucleótidos de longitud (hTR) [Feng J et al., 1995] y

contiene una secuencia de 11 pb (5'-CUAACCCUAAC-3’) que codifica para las

repeticiones teloméricas [Morín GB, 1989]. El gen hTR está presente en el genoma

humano también como una secuencia de copia única en el cromosoma 3q26.

La FIGURA8 muestra la elongación del telómero por telomerasa, un proceso que

ocurre en varios pasos. a) Primero, los nucleótidos del extremo 3' del DNAtelomérico

son hibridados en un extremo del molde de RNAdentro del dominio RNAdel complejo

telomerasa. La secuencia molde de 11 nucleótidos es complementaria a casi dos

repeticiones teloméricas. b) La brecha en el extremo del templado luego es

completado mediante la síntesis utilizando nucleótidos trifosfato en el sitio catalítico de

la enzima (hTERT). Así, se ensambla una repetición hexanucleotídica completa en el

templado. c) La hebra recientemente sintetizada luego es traslocada en la dirección 5',

para permitir la formación de una nueva brecha y así permitir que el ciclo se repita.

La telomerasa es activa en la línea germinal, como también en stem cells pero

es inactiva en la mayoría de las células somáticas. Se ha asumido, aunquu no ha sido

firmemente demostrado, que la longitud original de los telómeros de esas células sería

suficiente para actuar como un buffer apropiado contra la pérdida excesiva por las

divisiones celulares: Ia longitud telomérica inicial es probablemente suficiente para un

tiempo de vida replicativa normal [Mergny JL et al., 2002].

Por otra parte, Ia telomerasa está activada en la gran mayoría de las líneas

celulares inmortales y en un 85 a 90% de tumores humanos. En un estudio realizado

en células cultivadas que representaban 18 tejidos humanos diferentes, se encontró

que 98 de 100 poblaciones inmortales, la actividad de telomerasa era positiva pero era

negativa en las 22 poblaciones mortales analizadas. De la misma forma, se encontró

actividad de esta enzima en 90 de 101 biopsias que representaban 12 tipos tumorales

humanos, pero ninguno de los 50 tejidos somáticos normales estudiados fue positivo

[Dhaene Ket al., 2000].
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FIGURA8: Elongación del telómero por la telomerasa. El proceso ocurre en unas serie de pasos que
se repiten y que involucran la hibridación del extremo 3' del DNAtelomérico de cadena simple con el

1 molde de RNAde Ia enzima, la elongación del DNAen una repetición telomérica y la translocación de laenzima en la dirección 5 '. Para detalles ver el texto.

l En esta línea de investigación, por otra parte, mediante una serie de

experimentos recientes se ha demostrado que:

i) la telomerasa es suficiente para Ia inmortalización de muchos tipos

celulares [Bodnar AG et a/., 1998] y suficiente para permitir a las células

transformadas escapar de la crisis [Halvorsen TL et a/., 1999], sin embargo, la

52



telomerasa sola no induce cambios asociados con un fenotipo transformado

[Jiang XRet al., 1999; Morales CP et al., 1999];

ii)|a inhibición de la telomerasa limita el crecimiento de células cancerosas

humanas [Hahn WCet al., 1999a];

iii)|a expresión ectópica de la subunidad catalítica de Ia telomerasa en

combinación con varios oncogenes, resulta en la conversión directa de

flbroblastos normales o células epiteliales humanas normales a tumorigénicas

[Hahn WCet al., 1999b; Elenbaas B et a/., 2001].

REGULACIÓN DE LA TELOMERASA

La actividad de telomerasa está ausente en muchas células somáticas normales

humanas y la represión de su actividad durante el desarrollo somático está

estrictamente controlada. En ciertos tejidos humanos está altamente regulada por el

crecimiento y es el blanco de varios programas celulares. El estudio de la expresión de

hTERT en linfocitos durante el desarrollo, la diferenciación y la activación han

corroborado esta aseveración. La activación de los linfocitos B y T de sangre periférica

aumenta los niveles de los transcriptos de hTERT y la actividad de telomerasa

[ Hiyama K et al., 1995; Bodnar AG, 1996; Buchkovich KJ y Greider CW, 1996; Weng

NP et al., 1997; Liu K et al., 1999]. La actividad de telomerasa también está

aumentada en el endometrio durante el ciclo menstrual [Kyo S et al., 1997]. En

contraste, la maduración terminal o la diferenciación de las células han sido

correlacionadas con la represión de la actividad de telomerasa [Sharma HW et al.,

1995; Bestilny U et al., 1996; Xu D et al., 1996; Koyanagi Y et al., 2000]. Una

variedad de señales extra o intracelulares son capaces de modular la actividad de la

telomerasa, tales como la radiación UV [Ueda M et al., 1997], calcio [Bickenbach JR et

al., 1998], zinc [Nemoto K et al., 2000], interferón a [Xu DWet al., 2000], estrógenos

[Kyo S et al., 1999; Misiti S et al., 2000] y citoquinas [Yang H et al., 2001].

Es posible la reconstitución ¡n vitro de la telomerasa humana en extractos

celulares contando con sus dos componentes: el molde de RNA(hTR) y Ia subunidad

catalítica proteica (hTERT) [Weinrich SL et al., 1997; Beattie TL et al., 1998]. Por otra

parte, también el telómero mismo sería capaz de regular la actividad de la telomerasa.
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Cada uno de los componentes constituye un blanco de regulación del

complejo, que discutiremos en detalle (FIGURA9):

Amplificación génica

ü á Gen hTERT(5p15) j CCAAT nm GenhTR (3q26)

l transcnpción (RNApol II)

1 split/ng/ traducción

B Variantes por deleción

l p/egamiento

Ensamblaje y
Dimerización

Hsp90

Accesibilidad
al sustrato \ Fosfonlacuon

FIGURA9: Componentes de la telomerasa. La telomerasa está compuesta por dos componentes
principales: la subunidad catalítica (hTERT) y el templado de RNA (hTR). Varias proteínas están
asociadas con la hTERTo hTR y facilitan su plegamiento o ensamblaje. Muchas proteínas interactúan con
el DNA telomérico y participan en el reclutamiento de Ia telomerasa. La figura muestra los distintos
niveles posibles de regulación del complejo.

1. hTERT

a. Amplificación génica. Un incremento en el número de copias del hTERT

podría constituir una forma de regulación positiva de los niveles de telomerasa
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en las células tumorales, dado que el gen hTERTestá amplificado en un 31% de

líneas celulares tumorales y en un 30% de tumores primarios [Bryce LAet al.,

2000; Zhang A et al., 2000].

Regulación de la transcripción. De acuerdo con el rol clave que juega la

telomerasa en la vida replicativa celular, su promotor es el blanco de un gran

número de vías de señalización e íntegra múltiples niveles de regulación génica.

La desregulación de Ia expresión del gen hTERT es un factor clave en la

carcinogénesis. EI estudio de Ia región promotora de hTERTha demostrado que

éste es activo en las células somáticas humanas normales, pero es activado

durante la inmortalización celular [Cong YS et al., 1999]. Sin embargo, aun no

se conocen bien los mecanismos involucrados en la transcripción diferencial del

hTERTen células normales y tumorales. Los transcriptos de hTERTson bajos o

indetectables en las células somáticas normales, pero detectables en las

contrapartes transformadas [Counter CM et al., 1998b]. Así, la expresión de

hTERTparece estar reprimida en la mayoría de las células somáticas normales:

el número de moléculas del mRNAde hTERTpor célula se encuentra por debajo

de Ia sensibilidad de una RT-PCR cuantitativa (<0.004 moléculas/célula), al

compararlas con las 0.2 a 6 moléculas del mRNA de hTERT por célula con

actividad de telomerasa [Ducrest AL et al., 2001]. Esta regulación positiva

podría ser consecuencia de cambios epigenéticos producidos en el gen hTERT.

Una red compleja de factores de transcripción. EIanálisis de la secuencia

del promotor de hTERT reveló la presencia de varios sitios de unión para

diversos factores de transcripción [Horikawa I et al., 1999] sugiriendo que la

expresión de hTERTestá sujeta a múltiples niveles de control y está regulado

por diferentes factores en distintos contextos celulares. Estos factores de

transcripción que participan en la expresión del gen hTERT [Poole JC et al.,

2001], incluyen Myc, Spl, el receptor de estrógenos [Misiti S et al., 2000], E2F­

1 [Crowe DL y Nguyen DC, 2001], WT-1 [Oh S et al., 1999], NF-KB[Yin L et al.,

2000] y MZF-2 [Fujimoto K et al., 2000].

Entre todos ellos, Myc ha sido estudiado con mayor detalle, e induce Ia

telomerasa al incrementar el nivel de expresión de hTERT[Wang J et al., 1998].

Específicamente, una región de 59 pb del promotor, requerida para su máxima
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actividad, contiene un sitio potencial de unión a Ia proteína Myc (E-box), y la

cotransfección de un plásmido de expresión con c-myc aumentó marcadamente

su actividad promotora, mientras que Ia utilización de oligonucleótidos

antisentido de c-myc resultó en la regulación negativa de Ia actividad de

telomerasa en líneas celulares de leucemia humana [Fujimoto K y Takahashi M,

1997]. Si bien la expresión de hTERTcorrelaciona con la sobreexpresíón de myc

en el cáncer de próstata [Latil A et al., 2000] y cervical [Sagawa Y et al., 2001]

en humanos y aunque c-Myc es un mediador directo de la activación de Ia

telomerasa [Wu KJ et al., 1999; Sagawa Y et al., 2001], una publicación

reciente indica que Ia regulación de la actividad de la telomerasa mediada por c­

Myc, no sería funcional en las células inmortalizadas [Drissi R et al., 2001].

Además, ha sido observada la asociación endógena de BRCA1con Nmi

(fl-Myc-[nteracting protein) en células de cáncer de mama [Li H et al., 2002].

Nmi funcionaría como una molécula adaptadora para reclutar c-Myc a un

complejo conteniendo Nmi/c-Myc/BRCAI. Si bien Nmi o BRCA1 solas no

tuvieron efecto sobre actividad del promotor de hTERT inducida por c-Myc,

BRCA1 y Nmi, en conjunto, Ia inhibieron significativamente. Estos resultados

revelarían un nuevo mecanismo patogénico por el cual las mutaciones en

BRCA1, por medio de este complejo conteniendo BRCA1, c-Myc y Nmi,

impedirían la inhibición de Ia actividad del promotor inducida por c-Myc, Io cual

permitiría Ia activación sostenida de la telomerasa. Sp1 coopera con c-Mycen la

activación de la transcripción de hTERT [Kyo S et al., 2000], pero una

interacción con p53 podría inhibir la unión de Spl, resultando en la represión de

hTERT[Kanaya T et al., 2000; Xu DWet al., 2000].

Diversos estudios de Ia regulación de hTERT han mostrado que una

variedad de oncogenes regulan positivamente la actividad de telomerasa

mientras que los genes supresores de tumores realizan lo opuesto. En células

epiteliales mamarias, variantes oncogénicas de Ia proteína E6 de HPVindujeron

fuertemente Ia actividad de telomerasa, mientras que las variantes débilmente

oncogénicas, lo hicieron en menor grado [Klingelhutz AJ et al., 1996]. Otros

oncogenes como SV40, K-ras [Burger AM et a/., 1998], la proteína kinasa C

(PKC) [Yu CC et al., 2001], bcl-2 (Mandal M y Kumar R, 1997], y Akt [Kang SS

et al., 1999], también inducen Ia expresión de hTERT.
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Por el contrario, la introducción de genes supresores de tumores como

pRB [Xu HJ et al., 1997], el TGF-B [Yang H et al., 2001] y p21WAFI[Terasaki M

et al., 1999] en líneas celulares tumorales han resultado en la represión de Ia

actividad de telomerasa. Además, Ia introducción del cromosoma 3 en células

de carcinoma renal o de mama con actividad de telomerasa, resultó en la

represión de la expresión de hTERT, Ia regulación negativa de la actividad de

telomerasa y la detención del crecimiento celular [Horikawa I et al., 1998].

Todos estos resultados en conjunto sugieren que Ia activación de oncogenes o

la pérdida de función de genes supresores de tumores puede servir para anular

la estricta represión de hTERTen células no neoplásicas [Elenitoba-Johnson KS,

2001].

Modificaciones epigenéticas. El análisis de la secuencia de DNAalrededor

del posible sitio de inicio de la transcripción revela un promotor rico en GC,

localizado en una isla CpG [Takakura M et al., 1999; Horikawa I et al., 1999].

El significado funcional de los 72 sitios CpG dentro del promotor ha sido

confirmado por la observación de que Ia expresión de hTERT puede ser

modulada a nivel epigenético por Ia metilación del promotor. En dos líneas

celulares, la desmetilación del DNA ha inducido la expresión de hTERT,

sugiriendo que la metilación de DNApodría contribuir a la represión de hTERT

en algunas células. Sin embargo, en algunos cultivos primarios de tejidos sin

telomerasa y en células cultivadas no inmortalizadas, Ia isla CpG de TERT no

está metilada, indicando que la expresión de hTERTpuede ser prevenida por

otros mecanismos independientes de la metilación del DNA[Dessain SK et al.,

2000].

La inhibición de las desacetilasas de histonas (HDAC) por tricostatina A

en células humanas normales resulta en su activación y en la regulación

positiva del mRNAde hTERTen estas células sin actividad de telomerasa [Cong

YS y Bacchetti S, 2000; Xu DW et al., 2001; Takakura M et al., 2001]. EI

reclutamiento de las HDAC podría ser llevado a cabo tanto por los

heterodímeros Myc/Mad [Laherty CD et al., 1997] como por Spl [Cong YS y

Bacchetti S, 2000; Takakura M et al., 2001] cumpliendo así un rol dual en la

regulación de la transcripción de hTERT,como activador y como represor.
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Por otro lado, ha sido reportado que la tricostatina A redujo los niveles

de actividad de telomerasa en células cancerosas humanas de hígado, sin

afectar los niveles de transcripción de hTERT[Nakamura M et al., 2001]. Este

resultado sugeriría que la telomerasa, en principio, cumpliría un rol en el

mantenimiento de la estabilidad de la nucleoproteína, y también en los

tratamientos de las Ieucemias mieloide aguda y linfoide basados en inhibidores

de desacetilasas de histonas [Bernhard D et al., 1999; Ferrara FFet al., 2001].

Splicing alternativo. Estudios recientes han sugerido que la actividad de

telomerasa también puede ser regulada por el sp/¡cíng alternativo de los

transcriptos de hTERT.Por lo menos 6 variantes de sp/icíng de hTERT han sido

encontradas. Una de ellas carece de los residuos conservados del core catalítico

de la proteína y es capaz de inhibir la actividad de telomerasa endógena [Colgin

LMet al., 2000; Yi X et al., 2000]. Sólo los tejidos que expresan la hTERT que

contiene los motivos de retrotranscriptasa completos muestran actividad de

telomerasa [Ulaner GAet al., 2000]. Varias líneas celulares y tejidos muestran

diferencias considerables en sus patrones de splicíng [Kilian A et al., 1997; Villa

R et al., 2001].

Ensamblaje. La telomerasa existe como un gran complejo que actúa como

dímero o multímero [Beattie TL et al., 2001; Wenz C et al., 2001], han sido

clonadas seis subunidades que componen el complejo: hTERT, hTR, TEP1,

Hsp90 (heat shock protein 90), p23 y disquerina. Sólo la expresión de hTERT

cambia proporcionalmente con el nivel de actividad de telomerasa, mientras

que los otros elementos son expresados en un forma aproximadamente

constantes. Aunque la subunidad catalítica tenga un efecto limitante de la

velocidad en la actividad enzimática, las otras subunidades participan en la

realización de la actividad enzimática [Chang JT et al., 2002]. Una vez que la

hTERTes expresada, el resto de las subunidades deben ser ensambladas para

formar una holoenzima activa, ensamblaje estaríay tal regulado por

chaperonas relacionadas con la Hsp-90 [Akalin A et al., 2001].

La concentración de estas proteínas se encuentra marcadamente

aumentada durante Ia transformación, como así también en carcinomas de
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próstata avanzados. En extractos celulares, Ia adición de estas chaperonas

purificadas aumenta Ia reconstitución de Ia actividad de telomerasa, Io cual

propone un nuevo mecanismo para el aumento del ensamblaje de la telomerasa

mediado por las chaperonas relacionadas con Hsp 90 [AkalinA et al., 2001].

Localización celular. En los linfocitos T humanos, el aumento de la actividad
de telomerasa está asociado con Ia relocalización celular de la enzima desde el

citoplasma hacia el núcleo y no requiere un aumento de la expresión de hTERT.

Así, el mecanismo de activación en estas células parece diferente del que

ocurre en células tumorales [Liu K et a/., 2001].

Fosforilación. La fosforilación es un modo post-transcripcional clave de regular

la estructura y la función de las proteínas, y es también un importante

regulador de la actividad de la telomerasa. La subunidad catalítica de la

telomerasa parece ser una fosfoproteína cuya actividad es modulada por un

complejo grupo de proteínas quinasas, que proveen conexiones adicionales

entre la actividad de telomerasa y las vías de transducción de señales. La PKC

aumentaría la actividad de telomerasa mediante la fosforilación de hTERT[Kim

YWet al., 2001; Ku WC et al., 1997; Li H et al., 1998], y en una forma inversa,

la fosfatasa de proteínas 2A (PP2A) inhibiría tal actividad [Li H et al., 1997]. De

este modo, es posible que PKC y PP2A estén involucradas en el control

recíproco de Ia actividad de telomerasa. Esta hipótesis es consistente con la

noción que sugiere que el balance entre PKCy PP2Ajuega un rol importante en

la tumorigénesis [Gopalakrishna R et al., 1999].

La proteína quinasa B (PKB o Akt) participa también en la regulación

positiva de Ia actividad de telomerasa [Kang SS et al., 1999], no sólo a través

del aumento en la expresión de hTERT que hemos mencionado. También Ia

fosforilación de hTERT por Akt en las células cancerosas humanas estaría

involucrada en la señalización celular producida por la activación de Ia vía de

P13 por factores de crecimiento [Kang SS et al., 1999]. La telomerasa podría

ser así uno de los blancos moleculares de Akt en los procesos de apoptosis,

supervivencia celular y proliferación durante el envejecimiento y Ia

tumorigénesis.
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Finalmente, se encontró que Ia tirosina quinasa c-Abl, una enzima que es

DNA doble cadena,

directamente con Ia hTERT, fosforilarla e inhibir la actividad de telomerasa en

activada por ruptura en el es capaz de asociarse

células expuestas a radiación ionizante. Además, células deficientes en c-Abl

muestran un alargamiento en los telómeros [Kharbanda S et al., 2000].

La telomerasa podría, entonces, existir en dos configuraciones diferentes

pudiendo ser activada o desactivada por Ia fosforilación o desfosforilación
reversibles.

2. hTR

Expresión y maduración. Si bien el componente de RNAde la telomerasa no

es el limitante de la velocidad de Ia actividad enzimática, la tasa de

transcripción de hTR está significativamente incrementada en células que

expresan hTERT endógena. La vida media del hTR en células sin actividad de

telomerasa es de unos 5 días y se incrementa 1.6 veces en presencia de hTERT

[Yi XM et al., 1999] y un nivel de thi aumentado en el estado estacionario

también probablemente se debería aI incremento en la vida media.

El promotor del gen hTR también puede ser sujeto de metilación ya que

contiene islas CpG [Zhao JQ et al., 1998]. En algunas líneas celulares que

exhiben mecanismos ALT, el promotor está metilado y esto ha sido asociado

con una ausencia total de expresión de hTR en estas líneas [Hoare SF et al.,

2001]. Sin embargo, no hay evidencia de la metilación del promotor de hTR en

tejidos somáticos normales.

En cuanto a la forma madura de hTR, esta tiene un cap de 5'­
de

ribonucleoproteínas nucleares pequeñas (snoRNP), partículas involucradas en el

splicing del RNA[Seto AG et al., 1999].

trimetilguanosina, que constituye una marca característica las
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bl Proteínas de unión a hTR. Elcomponente de RNAde la telomerasa humana

contiene un dominio en 3’ estructural y funcionalmente relacionado con la caja

H/ACA de los RNApequeños nucleolares (snoRNA) [Mitchell JR et al., 1999] que

no es necesario para el ensamblaje in vitro de Ia telomerasa. Sin embargo, es

esencial para la acumulación del hTR in vivo, el procesamiento del extremo 3'

del hTR y la actividad de telomerasa. Las cuatro proteínas comúnmente

asociadas con los H/ACA snoRNAs (hGARl, NAP57/disquerina, hNOPlO y

hNHPZ) también se unen al hTR. En levaduras, Ia acumulación del componente

de RNAmaduro de la telomerasa humana depende de su asociación con tres de

las cuatro proteínas de H/ACAsnoRNP y es probable que esto también ocurra

en humanos [Dez C et al., 2001].

Además, se ha encontrado que individuos enfermos por la disqueratosis

congénita humana (DKC) presentan mutaciones en el gen de una de estas

proteínas la disquerina y tienen reducidos los niveles de telomerasa y los

telómeros más cortos. Los pacientes con DKC presentan defectos en tejidos

altamente regenerativos como la piel y la médula ósea, inestabilidad

cromosómica y una predisposición a desarrollar ciertos tipos de cánceres. La

patología de Ia DKC es consistente con una actividad de telomerasa

comprometida que conduce a un defecto en el mantenimiento de los telómeros,

el cual limita Ia capacidad proliferativa de las células somáticas humanas en

sangre y epitelios [MitchellJR et al., 1999].

Dimerización y asociación con hTERT. En levaduras, la telomerasa

contendría más de un sitio activo por cada complejo enzimático. Están

presentes por lo menos dos moléculas funcionales de RNAque interactúan y

ambas serían utilizadas como templado para Ia polimerización del DNA

[Prescott J y Blackburn EH, 1997]. La telomerasa funcional humana también

contiene dos moléculas de hTR, y por lo menos dos subunidades hTERT. Estos

dos templados de RNAson interdependientes y cooperan funcionalmente entre

sí [Tesmer VMet al., 1999; Wenz C et al., 2001]. Esto sugiere que un complejo

de telomerasa es capaz de acoplar la elongación de los extremos de ambas

cromátidas en una única ronda de replicación. EI templado de RNA localizado

hacia el extremo 5' del RNA de hTR está asociado establemente con Ia

subunidad catalítica, haciendo de la telomerasa una transcriptasa reversa

particular. Aun no está claro si la actividad de telomerasa puede ser modulada
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normalmente por un nivel de asociación variable de sus componentes

esenciales [Mergny JLet al., 2002].

3. El telómero

El telómero en sí mismo también participa en Ia regulación de la actividad de

telomerasa. En varios organismos, la longitud telomérica de células con actividad de

telomerasa es mantenida en un valor medio constante que puede ser visto como el

balance entre la elongacíón y el acortamiento [Larson DD et al., 1987; Greider CW,

1996]. En algunas levaduras, este balance está determinado por la regulación negativa

de la actividad de la telomerasa por el telómero mismo cuando su longitud excede un

cierto umbral [Murray AW et al., 1988; McEachern MJ y Blackburn EH, 1995]. Esta

regulación negativa parece ser mediada por un grupo complejo de proteínas

teloméricas que actúan en cis sobre la actividad de telomerasa tanto sobre la hebra G

protuberante como sobre la porción de doble cadena del DNAtelomérico. Estas dos

vías podrían actuar en forma coordinada o independiente. En este nivel de regulación

estarían involucrados los siguientes procesos:

a. Regulación de la telomerasa en cis por la hebra G protuberante. La
holoenzima telomerasa no es libre para alargar los extremos de los

cromosomas porque su actividad requiere funciones específicas de la hebra G

protuberante. En tal sentido, no es sorprendente que la conformación de esta

porción distal del telómero esté sujeta a un complejo conjunto de controles

[Mergny JL et al., 2002].

b. Estructura del DNA. Las repeticiones teloméricas ricas en guaninas se han

conservado en los vertebrados durante la evolución, posiblemente debido a las

conformaciones específicas no canónicas que son capaces de formar, como los

cuartetos de G, los cuales se pueden apilar para formar las estructuras

conocidas como cuádruplex de G (FIGURA10) [Oka Y y Thomas CA, 1987;

Williamson JR, 1994] que serían capaces de inhibir la actividad de telomerasa

[Zahler AM et al., 1991]. También podría deberse a los requerimientos de

proteínas regulatorias que reconocen estas importantes regiones, ya que esta

estructura es estable bajo condiciones fisiológicas y podría ser reconocida por
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proteínas nucleares [Mergny JL et a/., 1998] que están involucradas en la

regulación del telómero, especialmente TRF1, TRF2 y la proteína de capp/ng de los

telómeros, Pot1 (¿rated/on gf;e/0meres) [van Steensel B y de Lange T, 1997].

Laoplateral

H H
N K/N‘

á riq H""'N"NH
,.N mi. a<

HN H' N

H .AH NH

ir“ “NN
H Vw.“ >

xN HH

A B C
Loop diagonal

a ant/n sin

FIGURA10: El plegamiento del DNA telomérica: G-cuádruplex. A) Cuatro residuos de guanina
forman una estructura plana a través de uniones de hidrógeno de Hoogsteen. Este tipo de unión ocurre
en secuencias de DNA ricas en G cuando se asocian. El arreglo resultante, la tétrada G, comprende
cuatro hebras de nucleótidos, de cada una de las cuales participa una guanina en la unión de hidrógeno.
Los nucleósidos de guanosina pueden estar en una conformación “sin” o “anti” con respecto a la unión
glicosídica, dependiendo de Ia polaridad de la hebra. B) Las tétradas G se apilan unas con otras y
requieren sodio o potasio para mantener Ia integridad y la estabilidad de la estructura. Las cuatro
cadenas de nucleótidos se pueden asociar de diferentes formas para producir los G-cuádruplex. El que se
muestra en la figura, es el plegamiento intramolecular encontrado para cuatro cadenas de repeticiones
teloméricas humanas. Como las hebras no son paralelas entre sí, los ángulos glicosídicos adoptan una
mezcla de conformaciones “sin” y “anti”. Los cuádruples que involucran una o dos cadenas
necesariamente tienen pOr lo menos un loop, que es rico en timina. C) Un G-cuádruplex paralelo que
muestra una arreglo completamente distinto, con todas las cadenas paralelas, todos los ángulos
glucosídicos en el dominio “anti” y los loops de TTAexternos al apilamiento de tétradas G.

c. Activación y reclutamiento de telomerasa. En levaduras, uno de los roles
de la proteína Cdc13 es activar la holoenzima telomerasa o reclutarla en los

extremos de los cromosomas [Nugent CI et a/., 1996; Evans SK y Lundblad V,

1999; Grandin N et a/., 2000; Chandra A et a/., 2001]. Es probable que el

contacto entre Cdc13 y la telomerasa sea transitorio y, probablemente esté

restringido al período del ciclo celular en el cual Ia telomerasa es activa [Diede

SJ y Gottschling DE, 1999; Marcand S et a/., 2000]. Así como Cdc13 se une

específicamente a la hebra G protuberante telomérica ¡n vitro [Lin JJ y Zakian

VA, 1996; Wang MJ et a/., 2000] y a los telómeros ¡n vivo [Bourns BD et a/.,
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1998], es probable que otras proteínas de unión al DNA telomérico lleven a

cabo las funciones de Cdc13 en otros organismos que no sean las levaduras. En

mamíferos, un homólogo funcional posible de Cdc13 es hnRNP A1, un factor de

unión a DNAsimple cadena que modula la replicación telomérica [La Branche H

et al., 1998].

La proteína humana Pot1 [Baumann P y Cech TR, 2001] muestra

homología en la secuencia aminoacídica con proteínas de unión a extremos de

cilíados [Gottschling DE y Zakian VA, 1986]. En levaduras, la deleción del gen

pot1+ tiene un efecto inmediato sobre la estabilidad cromosómica causando la

rápida pérdida de DNAtelomérico y Ia circularización del cromosoma [Baumann

P y Cech TR, 2001]. Sin embargo, aun no existen pruebas contundentes acerca

de la participación de Pot1, hnRNP A1 u otras proteínas en la activación de Ia

telomerasa en los extremos de los cromosomas humanos.

Una proteína que podría desempeñar un rol en el reclutamiento o la

activación de una transcriptasa reversa es la proteína de nucleocápside NCp7

del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV1). Es una proteína de

unión a ácidos nucleicos que cubre el RNAgenómico y que interactúa tanto con

RNAcomo con DNAy con las subunidades de la transcriptasa reversa, y sería

capaz de estimularla durante la síntesis de DNAviral [Lener Det al., 1998].

Ambas, NCp7 y la proteína de unión a extremos de cilíados poseen

propiedades de protección de ácidos nucleicos y annea/¡ng [Fang G y Cech TR,

1993; Darlix JL et al., 2000], lo cual implicaría que podría haber algún tipo de

actividad de chaperona involucrada en las funciones de Cdc13. En cualquiera de

los casos, el paralelismo entre los roles de Cdc13, Ncp7 y las proteínas de

unión a extremos de cilíados contribuiría a las lista de las semejanzas existentes

entre la retrotransposición y el mantenimiento del telómero.

Otras proteínas muy conservadas de levaduras a humanos están

también involucradas en el procesamiento correcto de la hebra G protuberante

para la telomerasa y desempeñan roles adicionales en Ia reparación por

recombinación, como por ejemplo la proteína heterodimérica Ku.
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Los flbroblastos humanos derivados de pacientes con ataxia­

telangiectasia (una enfermedad autosómica recesiva caracterizada por la

degeneración cerebelar progresiva, inmunodeficiencias, atrofia gonadal e

inestabilidad genómica [Wood LDet al., 2001] exhiben una longitud telomérica

reducida [Xia SJ et al., 1996] y en levaduras, las mutaciones en el gen Te/1, el

homólogo más cercano al gen humano de ATM, resulta en el acortamiento

telomérico [Greenwell PW et al., 1995]. Tell aparentemente actúa a través del

complejo MRE11 (RadSO-Mrell-erZ/Nbsl), probablemente controlando su
actividad a nivel de telómeros.

Inhibición de telomerasa. Cdc13 tiene roles antagónícos en el

mantenimiento de los telómeros. Las mutaciones que producen la pérdida de

función de dos factores que interactúan con Cdc13, Stnl o Ten1, resultan en el

alargamiento telomérico en una manera que es dependiente de telomerasa

[Grandin N et al., 1997; Grandin N et al., 2001a]. Sin embargo, Stn1 no estaría

involucrada en las funciones de activación de telomerasa de Cdc13 [Pennock E

et al., 2001]. Cdc13, Stn1 y Tenl en conjunto, formarían un complejo dentro

de la célula que inhibiría la telomerasa. Dado que Cdc13 también regula

positivamente la telomerasa, es probable que exista en dos configuraciones que

tienen efectos opuestos sobre la actividad de telomerasa. Asi, el balance entre

las formas de Cdc13 que actúan en forma positiva o negativa sobre la

telomerasa jugarían un rol de importancia en la regulación de la longitud

telomérica [Mergny JL et al., 2002].

Acoplamiento entre la telomerasa y la síntesis de la hebra C. Lasíntesis
de la hebra C ocurre concomitantemente o poco después de la elongación de la

hebra G por la telomerasa y se piensa que es llevada a cabo por Ia maquinaria

de replicación de la hebra retrasada [Wellinger RJ et al., 1996]. En levaduras,

las mutaciones en la DNApolimerasa (cdcl7/pol1) que no causan un defecto

obvio en la replicación general pueden perturbar la replicación del telómero y

conducir a la elongación telomérica y acumulación de DNAsimple cadena en las

regiones teloméricas [Carson MJ y Hartwell L, 1985; Diede SJ y Gottschling DE,

1999; Qi HYy Zakian VA, 2000].
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En el ciliado Eup/otes se había demostrado primero que las hebras C de

los telómeros recientemente sintetizados tenían una longitud precisamente

controlada, en cambio, las hebras G eran más heterogéneas. A partir de estos

resultados se sugirió que si bien la síntesis de la hebra G por la telomerasa era

el primer paso en la adición de telómeros, tenía lugar un importante punto de

regulación durante la subsiguiente síntesis de Ia hebra C. Mediante Ia utilización

de un inhibidor de las DNApolimerasas a y 6, se determinó que la síntesis de

las dos cadenas estaba coordinada y estaba mediada precisamente por la DNA

polimerasa. La inhibición parcial de la síntesis de Ia cadena C causó un

alargamiento general de las hebras G y un incremento en la heterogeneidad de

las hebras C, sugiriendo además que la síntesis de la hebra retrasada inhibe la

elongación telomérica [Fan X y Price CM, 1997]. La asociación física encontrada

posteriormente entre la telomerasa y la primasa podría explicar la regulación

coordinada de la síntesis de las hebras G y C teloméricas y Ia eficiencia de la

adición de los telómeros en Eup/otes [Ray S et a/., 2002].

El incremento en la longitud de la hebra G por la inhibición de la síntesis

de la hebra C, podría ser explicado por varios mecanismos. Se esperaría que

una falla en la replicación completa de Ia hebra C, incrementara la longitud del

DNAsimple cadena en la hebra=G correspondiente. En consecuencia, hebras G

más largas podrían unir proteínas Cdc13 adicionales [Hughes TR et a/., 2000],

las cuales podrían favorecer el reclutamiento o la activación de la telomerasa

resultando en una retroalimentación positiva para el alargamiento de la hebra

G. También podría haber un efecto inhibitorio directo de Ia maquinaria de

replicación de la hebra C sobre la telomerasa. Finalmente, el alargamiento de la

hebra G puede ser amplificado en un contexto defectivo para la replicación por

enmascaramiento de una actividad nucleasa, ya que Ia inactivación de la

polimerasa a altera Ia estructura de la cromatina y produce un rápido

incremento en el DNAde cadena simple en los telómeros [Adams Martin A et

a/., 2000].

Los fenotipos teloméricos de cepas con la DNApolimerasa a mutante son

muy similares a los observados en las cepas que portan alelos llamados

“elongadores de telómeros" de Cdc13 y Stn1 [Grandin N et a/.,1997; Grandin N

et a/., 2000; Qi HYy Zakian VA, 2000; Chandra A et a/., 2001]. Esto sugeriría
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que Cdc13 y Stnl serían requeridas para la síntesis de Ia hebra C. Un fuerte

argumento en favor de este modelo es la interacción entre Cdc13 y la DNA

polimerasa a revelado por ensayos de doble híbrido y de co­

inmunoprecipitación in vivo [Qi HY y Zakian VA, 2000]. Además mutaciones

puntuales en Cdc13 o Cdc17/Pol1 que reducen esta interacción, resultan en el

alargamiento telomérico [Qi HY y Zakian VA, 2000]. Cdc13, probablemente

asistida por Stn1, podría cargar el complejo DNApolimerasa a-primasa para

iniciar Ia síntesis de Ia hebra C en los extremos de los cromosomas. Este rol

propuesto para el complejo Cdc13-Stn1 en la iniciación de Ia síntesis de la

hebra C proveería una explicación simple para el efecto negativo de este

complejo sobre la actividad de la telomerasa, dado que se cree que Ia síntesis
de la hebra retrasada inhibe la telomerasa.

Cdc13, Stnl y Ten1 juegan papeles adicionales en el cappíng: sus

mutaciones conducen a un arresto en el crecimiento en GZ y un sobre­

alargamiento de Ia hebra G. Tomando en cuenta el otro rol de Stn1 en Ia

replicación de los telómeros, se podría proponer que Stn1 regula Ia longitud de

de la hebra G y asegura Ia estabilidad de los extremos de ios cromosomas

controlando la síntesis de Ia hebra C [Mergny JLet al., 2002].

Las proteínas que se unen a la porción dúplex del DNAtelomérico
reprimen la elongación telomérica en cís. En levaduras de gemación, la

proteína Raplp se une al DNAtelomérico doble cadena y provee un nivel de

regulación adicional. Un exceso de moléculas de Raplp unidas al telómero

causa Ia represión en cís de la actividad de telomerasa [Kyrion G et al., 1992;

Krauskopf A y Blackburn EH, 1996; Marcand S et al., 1997; Marcand S et al.,

1999]. Esto crea un ciclo de retroalimentación negativa que contribuye al

establecimiento de la longitud telomérica. En esta regulación actúan también

otros dos factores junto con Rap1p, Riflp y Rif2p. La deleción del gen tazl+ en

levaduras de fisión, un gen que codifica para una proteína de unión a

telómeros, aumenta dramáticamente la longitud telomérica [Cooper JP et al.,

1997].

En células humanas, las proteínas de unión al DNAtelomérico conocidas

son TRF1 y TRF2. Aunque las secuencias de las repeticiones teloméricas de
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estos dos tipos de levaduras y de humanos difieren, las tres proteínas de unión

a estas repeticiones comparten similares dominios de unión al DNA. Fuera del

mismo, Tazlp tiene escasa homología con TRF1 y no la tiene en absoluto con

Rap1p [Shore D, 1997].

Un exceso de TRF1 y TRF2 inhibe la elongación telomérica [van Steensel

B y de Lange T, 1997; Smogorzewska A et al., 2000]. Además, su

direccionamiento a un único telómero conduce al acortamiento telomérico,

indicando que ellas actúan en cis para reprimir la elongación telomérica [Ancelin

K et al., 2002]. AI sumarle al direccionamiento de TRF1 la utilización de un

oligonucleótido antisentido contra la telomerasa para inhibir su actividad no

incrementó aún más la erosión telomérica, sugiriendo que la telomerasa misma

podría ser el blanco de la regulación por TRF1 mismo o mediado por proteínas

asociadas. En este sentido, se debería tener en cuenta que un factor que

interactúa con TRF1, TIN2 inhibe la elongación telomérica mediada por

telomerasa [Kim SH et al., 1999]. En cualquier caso, este efecto de TRF1 refleja

la inhibición de telomerasa en cis por Rap1 [Marcand S et al., 1997; Marcand S

et al., 1999].

Por el contrario, el direccionamiento de TRF2 y la inhibición de la

telomerasa tuvieron efectos aditivos [Ancelin K et al., 2002], sugiriendo que

TRF2 podría controlar la longitud telomérica independiente de la telomerasa,

por ejemplo activando nucleasas en los telómeros. TRF2 podría estar

involucrado directamente en el procesamiento del DNA de los extremos del

cromosoma, por ejemplo dirigiendo hacia los telómeros el complejo RadSO­

Mre11, el cual tiene actividad nucleolítica [Trujillo KMy Sung P, 2001] y se ha

visto que funciona a nivel de los telómeros, posiblemente modulando la

formación del T-loop [Zhu XD et al., 2000]. En este sentido, TRF2 podría

contribuir a la regulación de la longitud telomérica en células sin actividad de

telomerasa. Aun se desconocen los mecanismos que controlan el acortamiento

telomérico en células humanas [McEachern MJ et al., 2000a] y parecen estar

regulados por el desarrollo [Frenck RW et al., 1998]. La modulación del dosaje

y la expresión de TRF2 podrían ser parte de esta regulación. La proteína

equivalente a Rapl en humanos, hRapl está localizada a nivel de telómeros y

afecta la longitud telomérica pero no se une al DNAdirectamente sino que es

reclutada mediante su interacción con TRF2 [Li B et al., 2000]. Se podría
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especular con que el complejo TRF2-hRAp1 podría constituir otra forma de

limitar la proliferación telomérica, posiblemente reprimiendo la actividad de

telomerasa en cís, como la proteína Rap1 de levaduras.

Otra proteína involucrada en la regulación de la elongación telomérica a

nivel del telómero es la tanquirasa [Smith S et al., 1998; Smith S y de Lange T,

2000] una poli(ADP-ribosa) polimerasa (PARP), fue identificada a través de su

interacción con TRF1. La ADP ribosilación mediada por tanquirasa inhibe la

unión de TRF1 a las repeticiones teloméricas ¡n vitro y actúa como un regulador

posible de la elongación telomérica ¡n vivo, aparentemente inhibiendo TRF1

[Smith S y de Lange T, 2000]. La sobre-expresión a largo plazo de tanquirasa

en células humanas con actividad de telomerasa resulta en una elongación

progresiva y gradual de los telómeros. Recientemente se encontró otra proteína

que interactúa con TRF1, un segundo producto del gen de tanquirasa, Tank2,

con un 85% de homología con Tankl [Kaminker PG et al., 2001; Cook BD et

al., 2002]. La sobre-expresión de Tank2 causa la rápida muerte celular.

PinX1 es una proteína nuclear que interactúa con Pin2/TRF1 y hTERT,

inhibe la telomerasa y afecta la tumorigenicidad. La sobre-expresión de PinX1

conduce a una detención del crecimiento, la expresión de marcadores de

senescencia y al acortamiento telomérico [Zhou XZ y Lu KP, 2001]. La

expresión de PinX1 está reducida en muchos tumores humanos y una
construcción antisentido contra el mRNA de PinX1 favorece la formación de

tumores en ratones nude [Zhou XZy Lu KP, 2001].

No se conoce aún a nivel molecular cómo las proteínas teloméricas

reprimen distalmente la telomerasa localizada en cis. Se podría especular con

que el plegamiento gradual de la cromatina telomérica en una configuración de

orden superior podría dificultar la actividad de telomerasa. Se ha propuesto que

el plegamiento de los telómeros humanos en T-loops, favorecidos por la unión

de proteínas teloméricas brinda una forma de secuestrar la hebra G dificultando

así al acceso de la telomerasa a su sustrato [Mergny JL et al., 2002].

Conexiones entre la regulación de la telomerasa y el cappíng del
extremo. Aquellos factores que están involucrados en el capping, como Rap1 y
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el complejo Cdc13-Stn1-Ten1 en levaduras y TRF2 en vertebrados, se

comportan como represores en cís de la telomerasa y la elongación telomérica

[Grandin N et al., 1997; Marcand S et al., 1997; Smogorzewska A et al., 2000;

Grandin N et al., 2001b]. Además, varios factores que intervienen en puntos de

control del ciclo celular y la reparación del DNAparecen activar la telomerasa.

Por ejemplo: Mec3 [Corda Yet al., 1999], el complejo RadSO-Mrell-erZ/Nbsl,

Rad1/Rad17/Mtr2 [Ahmed S y Hodgkin J, 2000] y para RPA, una proteína de

unión a simple cadena [Mergny JL et al., 2002]. De acuerdo con esto, una

relajación transitoria de los complejos de protección del extremo en el

momento de la replicación del telómero podría constituir un paso crucial para Ia

activación de la telomerasa. En tal sentido, la telomerasa podría verse como un

enzima de reparación de rupturas de doble cadena que actuaría sobre los

telómeros parcial o temporalmente desprotegidos. Esto relaciona fuertemente
Ia telomerasa con la estabilidad de los extremos cromosómicos.

Si bien los mecanismos involucrados en Ia regulación de Ia telomerasa no han

sido completamente establecidos, el progresivo entendimiento de los mismos, está

aportando las bases necesarias para Ia investigación y manipulación de la actividad de

telomerasa como un potencial blanco terapéutico.
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CAPÍTULO V

PERSPECTIVAS EN ONCOLOGÍA
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La telomerasa está sobreexpresada en una gran proporción de los tumores

humanos, mientras que su actividad no es detectable en la mayoría de las células

somáticas normales, las cuales suelen tener telómeros más largos. Esta expresión

diferencial hace de la telomerasa un blanco útil para el desarrollo de nuevas

estrategias antitumorales, pero también un posible marcador universal tanto para el

diagnóstico como para el pronóstico de tumores e incluso para el seguimiento de las

terapias convencionales.

LA TELOMERASA como MARCADOR PARA EL PRONÓSTICO Y EL
DIAGNÓSTICO EN CÁNCER

Últimamente ha sido muy explorada Ia detección de la actividad de telomerasa

y sus componentes esenciales (hTR y hTERT) en tumores malignos y en tejidos no

cancerosos [Hiyama E e Hiyama K, 2002]. Como hemos mencionado previamente, en

general, la expresión de hTERTestá aumentada en casi todos los tumores humanos

malignos, en algunos benignos, pero no en los tejidos normales con excepción de las

células germinales, las células precursoras proliferativas y los linfocitos activados.

Muchos trabajos han sido llevados a cabo para comprobar la utilidad de Ia telomerasa

como un marcador para el diagnóstico del cáncer y, en alguna instancia, como un

indicador con valor pronóstico del progreso de la enfermedad.

La detección de Ia telomerasa ha sido determinada en células derivadas de

aspirados de mama con aguja fina [Hiyama E et al., 2000] y biopsias de cáncer de

esófago [Kubota M et al., 2002]. También ha sido ensayada en diversos fluidos

corporales incluyendo lavados bronquiales [Sen S et al., 2001], ascitis [Tangkijvanich P

et al., 1999; Tseng CJ et al., 2001], efusiones pleurales [Dejmek A et al., 2001], orina

[Muller M, 2002], lavados de vejiga [Fukui T et al., 2001], enjuagados bucales

[Sumida T et al., 1998], jugos pancreáticos [Uehara H et al., 1999] y plasma o sangre

periférica [Soria JC et al. 1999; Gauthier RL et al., 2001; Sapi E et al., 2002]

mostraron alta sensibilidad y especificidad para la detección de cáncer.

En muestras de tejidos, el nivel de la actividad de telomerasa ha constituido un

factor pronóstico útil en diversos tipos de cáncer de adultos como gástrico y de colon
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[Tatsumoto N et al., 2000], neuroblastomas [Nozaki C et al., 2000; Streutker CJ et al.,

2001] y mieloma múltiple [Shiratsuchi Met al., 2002].

La detección de células tumorales en sangre periférica que tendrían Ia

capacidad potencial de originar metástasis, ha sido otro campo de aplicación en el cual

se ha utilizado la telomerasa o alguno de sus componentes como marcador. Así el

mRNA de la hTERT ha sido ensayado como marcador molecular del cáncer gástrico

[Shin JH et al., 2002], el RNAde Ia telomerasa en cáncer de mama [Chen XQ et al.,

2000], y la actividad de telomerasa en cáncer de colon [Gauthier RLet al., 2001] y de

mama [Soria JC et al. 1999].

La detección de la telomerasa o de sus componentes podría constituir un

marcador sensible y específico que, combinado con procedimientos no invasivos de

toma de muestras, sería de gran utilidad tanto en el diagnóstico de ciertos tumores

como en el monitoreo de las terapias aplicadas.

LA TELOMERASA Y EL TELÓMERO COMO BLANCOS DE TERAPIAS
ANTITUMORALES: INHIBIDORES

En los últimos años se ha investigado exhaustivamente en este campo y se han

desarrollado diferentes estrategias para inhibir el mantenimiento de la longitud

telomérica por la telomerasa, con el objetivo de impedir el crecimiento tumoral, de las

cuales haremos una síntesis (FIGURA11). Cada uno de los componentes del complejo

telomerasa constituye un blanco potencial para la búsqueda de inhibidores: la

subunidad catalítica, el componente RNA, las otras proteínas asociadas y el telómero
mismo.

73



.E._.L_
Inhibición de la expresión génica Inhibición de Ia expresión génica

Antisentido/ribozimas Antisentido/ribozimase@ e
Inmunizacióne

Inhibidores/
dequinasas e Inhibición de
P e 3' Iaactivación

Emmtw delsustrato
Inhibición dela
activación de la 1nh¡b¡c¡ón del

telomerasa G-cuádruplex

Inhibición del
ensamblajeo e

la dimerización

i

1

i

i

i

Inhibición de Ia elongación G) Anárlïogojsde nucleïsidos ‘n I l ores ca al ¡cos
i

FIGURA11: Estrategias para la inhibición de la telomerasa. Posibles vías de Ia inhibición
farmacológica de la telomerasa dirigidas a sus componentes hTERTo hTR, o al DNAtelomérico.
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1. Dirigidos a la subunidad catalítica (hTERT)

a. Análogos de nucleósidos

Desde los trabajos de Strahl y Blackburn en Tetrahymena termophila, se

han utilizado los análogos de nucleósidos, conocidos inhibidores de las

retrotranscriptasas virales actuando como terminadores de cadena en la síntesis

del DNA, para inhibir a la telomerasa [Strahl C y Blackburn EH, 1994]. Asociado

al trabajo pionero de Kim de 1994 [Kim NWet al., 1994] demostrando una fuerte

asociación entre Ia actividad de telomerasa y el cáncer, el primer trabajo que
vinculó a Ia AZT con los telómeros de células inmortales fue realizado en 1995

[Gomez DE et al., 1995]. Otros autores demostraron que la AZT produjo el

acortamiento telomérico ¡n vivo en T. termophi/a pero en cambio, el

comportamiento fue variable en cultivos de líneas de células T y B,

probablemente debido a que en estas líneas Ia longitud telomérica está

determinada por mecanismos dependientes e independientes de telomerasa

[Strahl C y Blackburn EH, 1996].

Han sido ensayados otros inhibidores de retrotranscriptasas, pero no han

mostrado alta selectividad para la telomerasa versus otras polimerasas. Entre los

enantiómeros L de los NTPs, sólo han mostrado un efecto inhibitorio sobre la

telomerasa L —d1TPy L-dGTP [Yamaguchi T et al., 2000].

Recientemente, ha sido desarrollado un nucleósido que sería un potente

inhibidor de la telomerasa, con una baja ICso (0.06 pM) y con relativa

especificidad con respecto a otras retrotranscriptasas, el 6-tio-2'­

desoxiguanosina 5 '-trifosfato (TD-GTP)[Fletcher TMet al., 2001].

Otros análogos que han sido capaces de inhibir la telomerasa in vitro son

2',3 '-didesoxiguanosina 5 'trifosfato, carbovir 5' trifosfato y D-carbociclic-2'­

desoxiguanosina 5 'trifosfato [Yegorov YEet al., 1997; Fletcher TMet al., 2001].

b. Otros inhibidores catalíticos
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EI screening de una biblioteca química que incluía 16.000 compuestos

sintéticos, reveló que seis de ellos, cuatro derivados de isotiazolona y otros dos

no relacionados, inhibían la actividad de telomerasa de extractos de células

humanas en cultivo. El inhibidor más potente fue el 2-[3­

(trifluorometil)fenil]isotiazolin-3-uno (TMPI), con una ICso de 1 pM. El estudio del

tipo de inhibición fue realizado utilizando telomerasa parcialmente purificada de

células de hepatoma de rata (AH7974), y resultó no competitiva para el primer

de repeticiones teloméricas y mixta para los dNTPs. El TMPI no inhibió las DNA

polimerasas humanas a. y [3,ni a la transcriptasa reversa del HIV, así Ia inhibición

por TMPIfue altamente selectiva para la telomerasa [Hayakawa Net a/., 1999].

También se encontró una fuerte inhibición de Ia telomerasa por un grupo

de rubromicinas y sus análogos, una clase de quinonas con actividad antibiótica,

con una IC50 de 3 pM aproximadamente para las rubromicinas [3y y, y para

purpuromicina. La inhibición de la telomerasa por B-rubromicina sería competitiva

por el primer telomérico, y mixta por los nucleótidos. B-rubromicina también

inhibió fuertemente retrotranscriptasas virales, pero no tuvo efecto sobre otras

enzimas modificadoras del DNA o RNA, incluyendo DNA y RNA polimerasas,

desoxirribonucleasas y topoisomerasas [UenoT et a/., 2000].

Otra serie de inhibidores de telomerasa que no son análogos de

nucleósidos sino derivados de una amida carboxílica, fue desarrollada por

Boerhinger Ingelheim y fueron probados ¡n vítro e ¡n vivo. Mostraron una baja

ICso (0.093 pM) y el tratamiento de células cancerosas con estos inhibidores

condujo a un progresivo acortamiento telomérico sin citotoxicidad aguda, y a una

reducción de Ia capacidad tumorígénica de las células tumorales tratadas con la

droga ¡n vivo [Damm Ket a/., 2001].

c. Oligonucleótidos antisentido y ribozimas

La estrategia antisentido no ha sido tan utilizada contra el mRNA de la

subunidad catalítíca de la telomerasa como contra el componente de RNA.Fueron

diseñados oligonucleótidos fosforotioatos antisentido (PTO) contra la hTERT y

fueron probados en Ia línea celular DU14S de cáncer de próstata. La viabilidad de

las células se redujo significativamente después de 15 días de tratamiento con
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una concentración de 5-15 pM de los oligonucleótidos, pero sin reducción de Ia

longitud telomérica, incluso luego de 45 días [Schindler Aet al., 2001].

En ratón, un olígonucleótido antisentido contra la mTERTque abarcaba el

codón de iniciación de Ia traducción, inhibió la producción de la proteína en

neuronas cerebrales en desarrollo [Fu W et al., 2000].

También ha sido ensayado el uso de ribozimas contra Ia hTERT mediante

procedimientos de transfección estables y transientes. La mayor inhibición

encontrada fue obtenida con una ribozima dirigida 13 nt corriente abajo del

extremo 5 ' del mRNAde la hTERT[Yokoyama Yet al., 2000].

d. Inhibidores de la fosforilación de la hTERT

Dado que había sido demostrada que Ia inhibición de la PKC disminuía Ia

actividad de Ia telomerasa en células de carcinoma nasofaríngeo humano, se

probaron oligonucleótidos antisentido dirigidos contra los distintos isotipos de la

PKC en estas células. La actividad de la telomerasa fue inhibida por los oligos

dirigidos contra la PKC-1;,demostrando la participación de la enzima en la

regulación de la telomerasa mediante la fosforilación directa o indirecta de las:

proteínas del complejo [Yu CC et al., 2001]. Dos inhibidores de PKC (bis­

indolilmaleimida I y H-7) también produjeron una fuerte inhibición de Ia

telomerasa en las células tratadas. Pero si bien Ia inhibición de la actividad de

telomerasa por inhibidores de PKC parece ser específica, dado que las células

tratadas son viables y mantienen la capacidad de síntesis de proteínas [Ku WC et

al., 1997], es difícil pensar que sólo sería afectada Ia fosforilación de Ia hTERTsin

interferir con Ia de otros blancos fisiológicos de Ia PKC.

e. Inhibidores de la transcripción de hTERT

La inhibición de la transcripción del gen que codifica para la hTERT

constituye una estrategia escasamente explorada. Se encontró que el arsénico, un

compuesto efectivo en el tratamiento de la leucemia promielocítica aguda, inhibía

la transcripción de la hTERT, posiblemente por disminuir las actividades de los

factores de transcripción c-Mycy Sp1 [Chou WCet al., 2001].
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2. Dirigidos al componente de RNA

Si bien el componente RNA de Ia telomerasa, a diferencia de la subunidad

catalítica, se expresa en tejidos normales, los cuales no presentan actividad de esta

enzima, no se ha encontrado hasta ahora una función para el hTR en las células

negativas para telomerasa. En consecuencia, se esperaría que una terapia basada en

la inhibición del hTR no fuera tóxica en las células normales que no muestran

actividad de telomerasa.

a. Oligonucleótidos antisentido

La utilización de Oligonucleótidos antisentido dirigidos contra el hTR ha

sido ampliamente explorada. Originalmente se transfectaron células de un glioma

maligno humano con un vector antisentido contra el hTR, y después de 30

duplicaciones algunas subpoblaciones sufrieron apoptosis pero las células que

sobrevivieron, mostraron una reducción en Ia síntesis de DNA, en la capacidad

invasiva y en tumorigenicídad en ratones nude. Otras subpoblaciones que no

gatillaron apoptosis en cambio expresaron marcadores asociados a un estadio

diferenciado [Kondo S et al., 1998a].

Otra estrategia que mostró alta selectividad y también una inhibición

eficiente, es la utilización de PNAs (ácidos nucleicos peptídicos), en los cuales la

columna de azúcar-fosfato ha sido reemplazada por N-(2-aminoetil)glicina, y que

reconocen el hTR, alcanzando valores de ICsoen el rango picomolar a nanomolar

[Norton JC et al., 1996]. La introducción de los mismos en células humanas

inmortales inhibió la actividad de telomerasa en células intactas, acortó los

telómeros y arrestó la proliferación celular después de 5 a 30 generaciones

celulares [Shammas MAet al., 1999]. La inhibición por PNAses de 10 a 50 veces

más eficiente que la inhibición por oligómeros fosforotioatos (PS) análogos, que

inhiben la telomerasa en una forma que no es selectiva para la secuencia [Norton

JC et al., 1996]. EI 2'-O-metil-RNA (2'-O-MeRNA) inhibe la telomerasa con una

potencia superior a la de los PNAs, a pesar de tener una afinidad menor por el

RNAcomplementario [Pitts AE y Corey DR, 1998; Herbert B et al., 1999]. Los 2'­

O-metoxietil-RNAs (2'-MOE) poseen propiedades farmacocinéticas favorables e
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inhiben Ia telomerasa humana con valores de ICsoentre 5 y 10 nM [Elayadi AN et

al., 2001].

Los oligonucleótidos antisentido 2',5'-o|igoadenilato (2-5A) dirigidos

contra el RNAde Ia telomerasa también se unen eficientemente [Kondo S et al.,

1998b; Kushner DM et al., 2000]. Un 2',5'-oligoadenilato es unido al

oligonucleótido para reclutar y activar una endorribonucleasa específica (RNasa

L) al sitio blanco de la secuencia del RNA. El tratamiento con 2-5A en células de

glioma maligno humano suprimíó el crecimiento de las células e indujo apoptosis

¡n vitro y el tratamiento de tumores crecidos en ratones nude con estos

oligonucleótidos antisentido inhibió Ia supervivencia de las células tumorales

[Kondo S et al., 1998b; Mukai S et al., 2000].

Varios derivados de fosforamidato han sido ensayados contra Ia

telomerasa in vitro, incluyendo 2'-desoxi-, hidroxi-, metoxi- y fluoro­

N3»'P5'fosforamidatos (NPs). Estos compuestos mostraron especificidad de

secuencia y actividades dependientes de Ia dosis con valores de ICso menores a

1 nM, en varias líneas celulares [Gryaznov S et al., 2001]. La unión de los

oligonucleótidos NP a su sitio alostérico en el hTR resulta en una marcada

disminución en la afinidad de Ia enzima por el sustrato (el prímer de DNA de

cadena simple) [Pruzan R et al., 2002].

b. Ribozimas

Una ribozima dirigida contra el componente de RNA de la telomerasa

humana mostró una actividad de clivaje específica para el hTR e inhibió la

actividad de telomerasa en extractos celulares [Kanazawa Y et al., 1996].
Cuando ribozimas anti-hTR fueron introducidas en células de carcinoma de

endometrio o melanoma, se redujo la actividad de telomerasa [Yokoyama Y et

al., 1998; Folini Met al., 2000].

c. El dúplex RNA/DNA

Otro blanco posible de inhibición de Ia telomerasa lo constituye el dúplex

de RNA/DNAque se forma temporalmente durante la síntesis del DNAtelomérico
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por la transcripción reversa a partir del componente RNAde la telomerasa. Las

moléculas que se pudieran unir a este dúplex podrían inhibir la enzima

previniendo la disociación de las hebras o por una suficiente disociación del

sustrato,causando el alineamiento incorrecto de residuos catalíticos clave.

Algunos intercalantes han mostrado actividad antitelomerasa en el rango

micromolar bajo [Francis R et al., 2001].

3. Dirigidos a proteínas asociadas

En este sentido, básicamente se han probado drogas dirigidas a las chaperonas

necesarias para el ensamblaje de Ia telomerasa (Hsp90), pero las mismas interferirían

con muchos otros procesos celulares, además de inhibir la telomerasa [Holt SE et al.,

1999; Masutomi K et al., 2000; Wadhwa R et al., 2000].

4. Dirigidos al DNAtelomérica

El sustrato de la enzima, en este caso el telómero, también puede constituir un

blanco para la inhibición de ¡a misma. Los telómeros se encuentran en todas las

células, independientemente de su actividad de telomerasa, pero, a diferencia del hTR,

ellos sí tienen una función conocida y fundamental incluso en las células sin actividad

de telomerasa, que es la protección (cappíng) de los extremos cromosómicos. Las

moléculas que pudieran interaccionar con el telómero podrían tener efecto también en

las células que mantienen su longitud telomérica por mecanismos independientes de

telomerasa (ALT),pero también sobre células normales (mortales), conduciendo a una

toxicidad no deseada [Mergny JL et al., 2002].

a. Agentes antitumorales

Dentro de la serie de agentes antitumorales utilizados corrientemente,

algunos muestran la capacidad de inhibir la telomerasa. Por ejemplo, el

cisplatino, que reduce la actividad de telomerasa en una forma específica y

dependiente de la concentración en células testiculares tumorales humanas

[Burger AM et al., 1997], aunque no lo hace en células de cáncer nasofaríngeo

[Ku WC et al., 1997]. La vincristina, en dosis subletales, indujo una reducción en
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la actividad de telomerasa en tres diferentes líneas celulares humanas de

linfomas, pero sin una disminución de los niveles del mRNA de hTERT [Lin Z et

al., 2001]. El etopósido, un inhibidor conocido de la topoisomerasa II también

puede interferir con la replicación del DNAtelomérico sin inhibir la telomerasa,

sino por las lesiones de la topoisomerasa a nivel de los telómeros [Yoon HJ et al.,

1998; Lee CC y Huang TS, 2001].

b. G-cuádruplex (G4)

El DNA cromosómico en ciliados, levaduras y vertebrados termina en un

extremo 3'de cadena simple extendido , que en humanos puede estar

involucrado en diversas conformaciones como T-loops [Griffith JD et al., 1999],

de triplex [Voloshin ON et al., 1992] o G-cuádruplex [Oka Y y Thomas CA, 1987;

Sen D y Gilbert W, 1988; Sundquist WI y Klug A, 1989]. ELcomplejo telomerasa

requiere que el primer de DNAtelomérico se encuentre en forma de cadena

simple para que ocurra una hibridación efectiva con el templado de RNA. De Ia

misma forma, la función quiescente de capping de la telomerasa requiere un

extremo de cadena simple para una unión efectiva. Así, el plegamiento de las

repeticiones teloméricas en la proximidad del extremo 3'en una estructura de

DNA de orden superior puntualiza la forma de dificultar ambos procesos. Hace

algunos años se demostró que la formación de un cuádruplex de DNAinactivaba

la telomerasa [Zahler AM et al., 1991]. Esto fue deducido a partir de Ia

observación de que una molécula que favorecia la formación del cuádruplex

fijaba al sustrato telomérico en una conformación que ya no era reconocida o

extendida por la enzima. Así se puede plantear la estabilización del G-cuádruplex

como una estrategia antitumoral [Mergny JL y Helene C, 1998; Mergny JL et al.,

1999], la cual sería aplicable en principio tanto a células tumorales con actividad

de telomerasa como a aquellas con un fenotipo ALT.Gran parte de la evidencia

de la participación de los G-cuádruplex proviene de la demostración de las

correlaciones entre la afinidad de union al cuádruplex y la inhibición de la

telomerasa en varios estudios utilizando la secuencia telomérica humana, y una

serie de diversos ligandos [Koeppel F et al., 2001; Read M et al., 2001; Mergny

JL et al., 2001].

Un diferencia con el modelo de inhibición convencional de la telomerasa es

que no es necesaria la reducción de la longitud telomérica para el inicio de una
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respuesta a los Iigandos del G-cuádruplex. Por el contrario, se ha encontrado

relativamente rápido una inhibición selectiva del crecimiento celular y

consecuente senescencia o apoptosis.

Evidencia adicional en apoyo a este modelo surge de la demostración de

fusiones entre extremos cromosómicos a partir de cambios en la longitud

telomérica [McEachern MJ et al., 2000b] y, más recientemente, la demostración

directa de efectos antitumorales [Gowan SM et al., 2002]. Parece que los

telómeros más cortos en una población son los más sensibles a tales efectos y los

que conducen a la senescencia [Hemann MT et al., 2001]. Este hallazgo tiene

importantes implicancias en la futura utilidad clínica de esta clase de inhibidores,

ya que claramente indican que no requieren un extenso período de tiempo para

que sus efectos sean significativos.

En los últimos años h_asido encontrado un gran número de Iigandos del

cuádruplex, la mayoría con modesta potencia inhibitoria (ICso > 1 pM), pero

algunos con valores de ICsoentre 0.02 y 0.2 uM [Read M et al., 2001; Mergny JL

et al., 2001; Koeppel F et al., 2001; Gowan S et al., 2001].

El temprano descubrimiento de que el bromuro de etidio, un agente

intercalante convencional del dúplex de DNA, podía unirse a al DNA telomérico

[Guo Q et al., 1992], sugirió que este compuesto podría inhibir la telomerasa. El

estudio de una serie de compuestos de antraquinonas sustituidas (desarrolladas

originalmente como agentes citotóxicos convencionales) ejercieron un efecto

inhibitorio sobre la actividad de la telomerasa humana [Sun D et al., 1997]. Estos

compuestos pueden tener selectividad para distintos tipos de estructuras del DNA

(inicialmente DNAtriple versus doble cadena), y, en base a consideraciones de

modelos moleculares, se sugirió que ellos podían ínteraccionar con el DNA

cuádruplex, y que esa era la base de su inhibición de la telomerasa [Neidle S y

Parkinson G, 2002].

Miles de moléculas han sido ensayadas en su capacidad de inhibidores de

telomerasa basados en G4, y se encontraron por lo menos estas familias de

Iigandos independientes: derivados de etidio [Koeppel F et al., 2001],

dibenzofenantrolinas [Read M et al., 2001], triazinas [Riou JF et al., 2002],
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bisacridinas [Alberti P et al., 2001] y porflrinas [Izbicka E et al., 1999]. Sólo unos

pocos de estos Iigandos han sido ensayados en células. Las porfirinas son

absorbidas rápidamente en el núcleo de células tumorales en cultivo [Izbicka E et

al., 1999] y ha sido analizada su citotoxicidad en células humanas normales (de

mama y fibroblastos) y tumorales representando modelos seleccionados para alta

actividad de telomerasa y telómeros cortos (carcinomas de mama y próstata y

linfoma). La inhibición de la telomerasa observada ocurre en paralelo con el arresto

del crecimiento celular en GZ/M.

Se está trabajando intensamente en este campo en la búsqueda de

Iigandos del G4, las estrategias abarcan el diseño racional basado en la

estructura, búsqueda informática y el screening convencional en bibliotecas

químicas existentes [Neidle S y Parkinson G, 2002]. Un compuesto diseñado por

modelado computacional de pequeño tamaño ha sido recientemente descripto, Ia

9-[4-(N, N-dimetilamino) fenilamino]-3, 6- bis(3-pirolodinopropionamido)acridina

(BRAC019). Con una IC50 de 115 nm representa uno de los inhibidores más

potentes de la telomerasa humana en condiciones libres de células, además

posee baja citotoxicidad no específica, efectos inhibitorios del crecimiento y de

inducción de senescencía en una línea celular de cáncer de mama humano y,

además, una significativa actividad antitumoral in vivo:cuando es administrado

después del tratamiento con paclitaxel a ratones portadores de un carcinoma

humano xenógrafo subcutáneo [Gowan SMet al., 2002].

c. Imitación del telómero

Se han llevado a cabo una serie de estudios de inhibición de Ia telomerasa

utilizando oligonucleótidos PS con motivos de secuencia telomérica con diferentes

longitudes y secuencias. También fue estudiado el rol del extremo 3' y la
\\estructura secundaria de estos imitadores" del telómero, encontrando que la

inhibición de la telomerasa requiere nucleótidos de guanina en el extremo

3 '[Page TJ et al., 1999]. El mejor compuesto encontrado para esta función es un

oligodesoxinucleótido fosforotioato de 9 bases de longitud (GGGTTAGGG) con

una ICso de 0.3 ¡,tM.
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5. Varios

Existe un número creciente de inhibidores que son activos contra la telomerasa

pero cuyo blanco es desconocido, pudiendo ser tanto Ia subunidad catalítica, el RNAo
el sitio de reconocimiento de Ia holoenzima.

a. Terapia suicida

Dado que la telomerasa es expresada principalmente en células

tumorales, han sido utilizadas secuencias regulatorias de Ia transcripción de la

telomerasa (hTR y hTERT) para dirigir la síntesis de un gen suicida y así eliminar

selectivamente las células cancerosas. Por ejemplo, estas secuencias regulatorias

han sido ligadas al gen de la cadena A de la toxina de la dífteria (DT-A) en

vectores de expresión. En células de carcinoma hepatocelular y de vejiga

transfectadas con estos plásmidos se ha producido una inhibición de la síntesis

de proteínas [Abdul-Ghani R et al., 2000]. La inducción de Ia expresión del gen

Bax mediante el promotor de hTERT desencadenó la apoptosis específica de

tumor in vitro y suprimió el crecimiento tumoral en ratones nude [Gu J et al.,

2000]. En este mismo sentido, se utilizó un vector de expresión de caspasa-B

dirigido por el promotor de hTERT y Ia apoptosis fue restringida a células

tumorales con actividad de telomerasa, en cambio no fue observada en

fibroblastos normales que carecen de tal actividad. Además, el tratamiento de

tumores subcutáneos en ratones nude con las construcción hTERT/caspasa-8

inhibió el crecimiento tumoral e indujo apoptosis [Koga S et al., 2000]. En células

de glioma maligno fue ensayada una construcción similar pero con caspasa-6

(hTERT/caspasa-G), en las cuales llevó a la inducción de apoptosis, pero no lo

hizo en astrocitos, flbroblastos y células ALT, que no expresaban telomerasa

[Komata T et al., 2001]. Otro estudio fusionó el gen de Ia timidina quinasa al

promotor de hTERT, el cual sensibiliza a las células al ganciclovir. Así, el

promotor de hTERTaparece como un promotor fuerte y específico para células

tumorales con potencial utilidad en terapia génica contra el cáncer para alcanzar
la muerte selectiva de las células cancerosas.

b. Inmunoterapia
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Dado que la hTERTse expresa principalmente en células tumorales podría

ser vista como una especie de antígeno asociado al tumor y convertirse en un

blanco atractivo para la inmunoterapia. La subunidad catalítica de la telomerasa

es capaz de gatillar una respuesta antitumoral mediada por linfocitos T

citotóxicos (CTL) [Vonderheide RH et al., 1999; Minev B et al., 2000], sin

embargo, no se encontró un efecto CTL en células hematopoiéticas normales

CD34+, positivas para telomerasa. La inmunización contra TERT estimula los

linfocitos T citotóxicos, los cuales Iisaron células tumorales de melanoma y

timoma e inhibieron el crecimiento de tumores no relacionados en ratones con

distintos fondos genéticos [Nair SK et al., 2000]. Estudios preliminares no han
revelado manifestaciones autoinmunes resultantes de Ia vacunación con TERT

[Nair SK et al., 2000] y hTERTpodría ser considerada como un candidato a una

especie de “vacuna universal” contra el cáncer.

c. Blanco desconocido

Han sido publicados varios compuestos capaces de inhibir la telomerasa

en un rango de ICso entre 1 y 30 pMen general, pero sin un conocimiento preciso

de su mecanismo de acción. Entre ellos podemos mencionar dos quinolonas,

ofloxacina y levofloxacina [Yamakuchi M et al., 1997], derivados de bis-indol

aniónico [Sasaki S et al., 2001], catequinas de té que llevaron al acortamiento

telomérico e inducción de senescencia en células tumorales [Naasani I et al.,

1998], el metabolito de origen fúngico alterperinol [Togashi K et al., 1998], el

compuesto FJSOOZ,derivado de un inhibidor de la familia de chaperonas hsp70

[Naasani I et al., 1999] y la telomestatina, un potente inhibidor de la telomerasa

aislado de Streptomyces anu/atus [Shin-Ya K et al., 2001], con una ICsode 0.005
pM, la cual la convierte en el más potente inhibidor de la telomerasa (entre las

moléculas pequeñas) descripto hasta el momento.

Por último, también cabe mencionar que el DMSO mismo también es

capaz de afectar la actividad de la telomerasa, pero han sido reportados efectos

contradictorios. En bajas concentraciones, podría actuar como un agente

diferenciador conduciendo a la represión de la telomerasa [Bestilny L] et al.,

1996], sin embargo, dosis menores (< 0.07%) indujeron un incremento de 2 a 3

veces en la actividad de la telomerasa en línea celulares epiteliales de ovario
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[Alfonso De Matte MY et a/., 2001]. Es necesario tener en cuenta esta

información dado que el DMSO suele usarse como solvente de moléculas poco

solubles en agua y muchos inhibidores farmacológicos de la telomerasa pueden

contener cantidades comparables a las mencionadas de este solvente.

En suma, el mantenimiento del telómero es una característica fundamental que

distingue las células cancerosas de las normales y Ia telomerasa y la longitud

telomérica constituyen marcadores consistentes tanto para el diagnóstico como para la

validación de terapias antitumorales. El hecho de que unos pocos tipos celulares no

tumorales expresen también hTERT,tales como las células precursoras, no debería

dificultar la terapia anti-telomerasa de las células cancerosas, ya que poseen telómeros

mucho más largos y su acortamiento hasta una longitud crítica tomaría más ciclos de

replicación que en las células tumorales.

Como otra ventaja adicional, podemos mencionar que la telomerasa es

prevalente en casi todos los tumores sólidos como también en los cánceres

hematológicos, con lo cual existe una amplia variedad de tipos tumorales en los cuales

se podrían iniciar los ensayos clínicos con inhibidores de telomerasa.
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ACORTAMIENTO IRREVERSIBLE DE LOS TELÓMEROS POR

TRATAMIENTOPROLONGADOCON3 '-Azmo- 2 ', 3 '­

DIDEOXITIMIDINA (AZT) EN UNA LÍNEA TUMORAL HUMANA
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INTRODUCCIÓN

Distintas líneas de evidencia indican que la telomerasa y Ia longitud de los

telómeros juegan un importante rol en la senescencia replicativa. Esta constituye la

primer barrera que previene la proliferación indefinida de las células en cultivo, y

parece ser un importante mecanismo supresor de tumores en animales [Reddel RR,

2000; Sager R, 1991; Wright WE y Shay JW, 2001]. Con los sucesivos pasajes en

cultivo, los telómeros se acortan en cada división celular, y así, las células

senescentes tienen típicamente telómeros más cortos que las células primarias

[Counter CMet al., 1992; Hastie ND et al., 1990; Harley CB et al., 1990]. Además, las

células de cultivos primarios y las senescentes expresan en general bajos niveles de

telomerasa. En contraste, la mayoría de las células inmortales y tumorales mantienen

la longitud de los telómeros y expresan telomerasa [Counter CM et al., 1992; Bryan

TMet al., 1997; Holt SE et al., 1996; Kim NWet al., 1994; Murnane JP et al., 1994].

Los telómeros en las células tumorales son, en general, significativamente más

cortos que en el tejido somático normal. Esto ha sido sugerido en función del

incremento en el número de divisiones de las células del tumor, que en principio

pueden carecer de actividad de telomerasa, perdiendo así más repeticiones teloméricas

que las células de los tejidos circundantes. Cuando la telomerasa es reactivada en

estas células cancerosas, la longitud de los telómeros se estabiliza en una longitud

menor [Strahl C y Blackburn EH, 1996].

Estos hallazgos sugieren que la erosión de los telómeros podría ser el

mecanismo por el cual las células registran su historia replicativa, en ausencia de un

mecanismo de elongación telomérica. Los telómeros cortos podrían iniciar la

senescencia replicativa [Allsopp RC y Harley CB, 1995; Harley CB, 1991; Olovnikov

AM, 1973; Reddel RR, 1998]. Efectivamente, la expresión constitutiva de un gen de

telomerasa exógeno que previene el acortamiento telomérico permite la proliferación

indefinida de algunos tipos celulares humanos, tales como fibroblastos y células

epiteliales pigmentarias de retina [Zhu J et al., 1999; Yang J et al., 1999; Vaziri H y

Benchimol S, 1998; Halvorsen TLet al., 1999; Counter CMet al., 1998a; Bodnar AG et

al., 1998].
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Inversamente, la inhibición de la telomerasa en células cancerosas o inmortales

conduce al acortamiento telomérico y eventual senescencia o muerte celular [Bisoffl M

et al., 1998; Hahn WC et al., 1999a; Herbert B et al., 1999; Zhang X et al., 1999]. Por

lo tanto, si el mantenimiento de la longitud de los telómeros constituye un

prerrequisito para la continuidad del crecimiento de los tumores, el acortamiento

telomérico puede ser considerado como un mecanismo supresor de tumores [Kim NW

et a/., 1994; de Lange T, 1998).

La utilización de agentes inhibidores de telomerasa sobre células tumorales

podrían revertir el estado de inmortalización que las caracteriza conduciéndolas a la
senescencia celular mediante el acortamiento de sus secuencias teloméricas. La

subunidad catalítica de la telomerasa (hTERT) parece ser el blanco de elección para

inhibir la actividad de telomerasa, dado que esta proteína es el factor limitante en la

actividad del complejo enzimático. Una motivación fuerte para la elección de este

blanco es la existencia de inhibidores de transcriptasas reversas que ya son empleados

a nivel clínico [Mergny JL et al., 2002].

La conservación de las subunidades TERTentre eucariotas apoya el modelo que

propone que la telomerasa posee un core conservado (TERT más la subunidad de

RNA),mientras que las otras subunidades de=la holoenzima serían más variables entre

las especies [Bryan TM et al., 1998]. Además de las telomerasas, las

retrotranscriptasas (RT) son codificadas por una amplia variedad de elementos

genéticos parasitarios que comparten poco de su organización genómica o de sus

métodos de propagación y cuya única conexión es la presencia de genes RT. Estudios

fllogenéticos moleculares, muestran las semejanzas de las retrotranscriptasas virales

con la telomerasa [Nakamura TM y Cech TR, 1998], y han sugerido la posibilidad de

que la actividad de telomerasa pudiera ser inhibida ¡n vitro por análogos de

nucleósidos que actúan como terminadores de cadena. Los análogos de nucleósidos

fueron inicialmente evaluados contra la telomerasa de ciliados [Strahl C y Blackburn

EH, 1994]. Algunos nucleósidos inhibidores de las transcriptas reversas han mostrado

una actividad anti-telomerasa [Fletcher TMet al., 1996; Fletcher TMet al., 2001].

La 3'-Azido-2’, 3’-dideoxitimidina (AZT, azidotimidina o zidovudina), el primer

análogo de nucleósido usado para el tratamiento del sida, bloquea la replicación del

virus de inmunodeficiencia humana-1 (HIV-1) por inhibir competitivamente la

transcriptasa reversa [Cheng YC et al., 1987; Furman PA et al., 1986]. Estudios
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previos han demostrado que a pesar de la baja afinidad de AZT-5'-trifosfato por las

DNApolimerasas de mamíferos [White ELet al., 1989; Huang P et al., 1990; Vazquez­

Padua MAet al., 1990], AZT puede ser incorporada en DNAeucariótico. Esto ha sido

demostrado en una línea celular de leucemia [White EL et al., 1989], células

Iinfoblastoides T [Sommadossi JP et al., 1989] y líneas celulares de hámster, ratón y

humanas [Olivero 0A et al., 1994; Olivero OAy Poirier MC, 1993].

Por otra parte, se ha demostrado Ia incorporación preferencial de AZT en las

secuencias telomérícas de células CHO (Chinese hamster ovary), una línea celular

inmortalizada que presenta actividad de telomerasa. Sin embargo, células con largas

repeticiones telomérícas que carecen de actividad de telomerasa, no exhibieron tal

unión preferencial de AZT en sus telómeros, sugiriendo que la telomerasa podría

mediar este fenómeno [Gomez DEet al., 1995].

Por lo tanto, si la AZT es capaz de inhibir la telomerasa de una línea de células

tumorales, el tratamiento a largo plazo de las mismas con este análogo de nucleósido

podría provocar el acortamiento progresivo de sus telómeros conduciéndola a la

senescencia replicativa. EI objetivo inicial de nuestro trabajo fue, entonces, evaluar si

la exposición prolongada a AZT de células HeLa de carcinoma cervical humano en

cultivo, producía el acortamiento de sus secuencias telomérícas, y si así ocurría,

estudiar la reversibilidad del proceso.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Compuesto

Para el tratamiento ¡n vitro, la AZT (Sigma) fue disuelta en agua desionizada y

luego diluida en el medio de cultivo.

Células tumorales y condiciones de cultivo

El stock de células HeLa (ATCC, Rockville, MD) fue mantenido en medio esencial

mínimo Eagle (EMEM,Bio Whittaker, Walkersville, MD) suplementado con 8% de suero

fetal bovino (Intergen, Purchase, NY)yantibióticos, en cultivo en monocapa en frascos

plásticos de 25 cm2 y 75 cm2 (Corning y Nunc) a 37°C, en una atmósfera humificada

con 5% C02 en aire. Las células fueron rutinariamente tripsinizadas al alcanzar

confluencia siguiendo los procedimientos corrientes, e ¡ncubadas en EMEMsin suero

durante 30-60 minutos a 37°C para su recuperación. La cuantificación del número de

células fue realizada por recuento en hemocitómetro. En todos los casos, la viabilidad

fue superior al 90%, según el ensayo de exclusión con azul tripán.

Tratamiento in vitro con AZT

Los cultivos celulares de HeLa fueron expuestos a tratamiento crónico con AZT,

a una concentración de 800 uM. El rango de concentraciones de AZT hallado en la

literatura que es capaz de inhibir el crecimiento de líneas tumorales, es muy amplio

[Melana SM et al., 1998], por Io tanto para el tratamiento crónico de las células HeLa

seleccionamos una dosis que había sido ensayada en nuestro grupo y promovía la

incorporación preferencial de AZT en las secuencias teloméricas [Gomez DE et al.,

1995]. Las células HeLa control fueron mantenidas en las mismas condiciones de

cultivo sin AZT. Después de cultivarlas con AZTpor 15 pasajes, la mitad de los frascos

fueron cambiados a un medio de cultivo sin AZT y rotulados con las letras “PR”,

indicando el número de pasaje después de la remoción de la AZTdel medio de cultivo.

Proliferación celular
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Para determinar el número de divisiones celulares por pasaje, las células HeLa

fueron crecidas en EMEM conteniendo 1 pCi/ml de [3H]-timidina (25 Ci/mmol,

Amersham, Arlington Heights, IL) por 72 horas. Luego, las células fueron transferidas

a placas de 6 wells y cultivadas en medio EMEMsin [3H]-timidina. La radioactividad del

DNAaislado a partir de las células en el momento de la transferencia fue considerado

como “Tiempo 0” y cualquier dilución de la marca radioactiva después de 24 horas de

cultivo fue considerado como el resultado de la replicación del DNA.

Extracción del DNAy digestión con enzimas de restricción

Se recolectaron células a partir de cada pasaje en presencia de AZT y fue

extraído el DNAde alto peso molecular utilizando un procedimiento de extracción sin

solventes orgánicos (Oncor, Gaithersburg, MD). El DNAfue digerido con las nucleasas

de restricción Alu I, Rsa I y Sau 3A I (New England Biolabs, Beverly, MA) por 2 horas a
37°C.

Southern blotting

El DNAde HeLa digerido fue resuelto en un gel de agarosa 1% con un marcador

molecular marcado con digoxigenina (Molecular Marker III, Boheringer Mannheim, IN).

El DNA fue transferido a una membrana de nylon por capilaridad e inmovilizado y

ligado a las membranas mediante luz UV. Las membranas fueron bloqueadas durante

30 min a 45°C con solución de bloqueo (Oncor) e hibridado con una sonda telomérica

humana marcada con digoxigenina (200 ng/ml Hybrisol III, Oncor) durante toda la

noche en una bolsa sellada a 45°C. Después de la hibridación se realizaron lavados con

una solución de 0.16 X SSC/0.1% SDS por 1 h a 60°C. Las membranas luego fueron

bloqueadas con una solución al 5% de leche descremada en TBS-Tween (0.05 M Tris­

HCl, 0.15 M NaCl, 0.2% Tween 20, pH 7.5) a temperatura ambiente por 30 min. El

anticuerpo antidigoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina (Boheringer Mannheim) fue

diluido 1:3000 en una solución al 5% de leche descremada en TBS-Tween y utilizado

para incubar las membranas por 30 min con agitación. Después de lavar por 20 min en

TBS-Tween, las membranas fueron teñidas usando 200 pl del sustrato de la fosfatasa

alcalina, 5-bromo-4-cloro-3 indolilfosfato, sal de toluidina, (BCIP), junto con nitro blue

cloruro de tetrazolio (NBT) (solución stock de NBT/BCIPBoheringer Mannheim) diluido

en 10 ml de solución de tinción (0.1 M Tris-buffer, 0.05 M MgCIz, 0.1 M NaCI, pH 9.5).
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Las membranas fueron sumergidas en solución de tinción a 37°C hasta que se

desarrolló color azul, fueron Iavadas con agua destilada, secadas con papel de filtro y

fotografiadas.

Hibridación in situ fluorescente (FISH)

Células HeLa cultivadas ¡n vitro por 13 pasajes con o sin AZTfueron crecidas en

cámaras Labteck. Las células fueron fijadas en formalina y desnaturalizadas con una

solución de formamida al 70% a 70°C por 2 min. Los portaobjetos fueron incubados

toda la noche con una sonda telomérica biotinilada (14.8 ng/muestra, Oncor) y lavados

con una solución de post-hibridación conteniendo 50% de formamida. La detección de

Ia señal telomérica biotinilada fue alcanzada con avidina marcada con fluoresceína

(Oncor) y el núcleo fue contrateñido con ioduro de propidio. Los portaobjetos fueron

fotografiados con un microscopio Nikon Labphot equipado para epifluorescencia

(lámpara HMX-HBO-lOOw). Un filtro de doble paso fue utilizado para capturar

simultáneamente las señales de la fluoresceína y del ioduro de propidio. Una película

de luz-día Kodak Ektachrome (ASA 400) fue usada para las fotografías de
inmunofluorescencia.
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RESULTADOS

Proliferación celular

La cuantificación del DNA con [3H]-timidina incorporada, por dilución de la

marca debido a la proliferación celular, reveló que en las células control tienen lugar

1.1 ciclos de replicación cada 24 h. Esto arrojaría un tiempo de duplicación teórico de

aproximadamente 22 horas. En cambio, en las células tratadas con AZT y en las

células posteriormente recuperadas, ocurren 1.5 y 1.8 ciclos, respectivamente.

EItratamiento con AZTinduce acortamiento telomérico en células HeLa

EI DNAde células HeLa tratadas ¡n vitro por 0 (control), 4 y 15 pasajes con AZT

(FIGURA12, calles 1 a 3), y células HeLa tratadas por 15 pasajes con AZT y luego

transferidas a un medio sin AZT por 6 y 25 pasajes (FIGURA12, calles 4 y 5), fue

analizado con una sonda telomérica humana marcada con digoxigenina en un Southern
blot.

123456

FIGURA12: Southern blot. Calle 1: células HeLa sin tratar. Calles 2 y 3: células HeLa tratadas con AZT
durante 4 y 15 pasajes, respectivamente, Calles 4 y 5: células HeLatratadas por 15 pasajes con AZTy luego
crecieron en medio sin AZTpor 6 y 15 pasajes, respectivamente. Calle 6: marcador molecular conjugado a
digoxigenina.
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Una clara disminución en el tamaño del fragmento telomérico fue observada al

aumentar el número de pasajes con AZTen cultivo. EI tamaño alcanzado en eI pasaje

15 se mantuvo, aun después de cultivar las células durante 25 pasajes en ausencia de

AZT, indicando que el acortamiento telomérico resultante es irreversible. La reducción

de Ia longitud telomérica fue revelada por un área más extendida en Ia membrana

hibridando con Ia sonda telomérica (FIGURA12) que indica una disminución en la

longitud promedio del fragmento de restricción terminal (TRF) calculada a partir de Ia

misma (FIGURA13). Como se esperaba, el tratamiento con AZT por 15 pasajes también

inhibió la actividad de telomerasa con respecto al control (datos no mostrados).

12.0­

11.5.

11.0­

10.5|-l
MeanTRFlength(kpb)
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O 4 15 PR6 PR25

FIGURA13: Media de los fragmentos terminales de restricción (TRF). La longitud del DNAestá
expresada en kpb para células HeLa sin tratar (0), tratadas con AZT por varios pasajes (4 y 15) y células
cultivadas después de remover la AZTdel medio (PR6 y PR25).

También fue realizada una hibridación ¡n situ con fluorescencia en células

crecidas en presencia o ausencia de AZT (FIGURA14). Los puntos amarillos en la FIGURA

14 representan Ia hibridación de las sondas teloméricas fluorescentes a los telómeros.
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FIGURA14: Hibridación ln situ flu0rescente de células HeLa con una sonda telomérica. P13 AZT:
núcleos en interfase de células tratadas con AZT. Control: núcleos en interfase de células HeLa sin
tratar. Los puntos amarillos representan secuencias teloméricas.

Se observó una señal más débil en las células expuestas a AZT por 13

pasajes, comparándolas con los controles sin tratar.

No se observaron cambios morfológicos o bioquímicos característicos de

senescencia, como así tampoco de apoptosis.

P13 AZT ‘ Control
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DISCUSIÓN

Las repeticiones teloméricas son más largas durante la etapa embrionaria

comparadas con la adulta, ya que se pierden aproximadamente 50 pb en cada división

celular [Harley CB et al., 1990]. Como hemos comentado previamente, cuando el

acortamiento alcanza una longitud particular, la célula deja de dividirse, inicia un

programa de senescencia y muere [Levy MZet al., 1992]. Así, las células embrionarias

y las células inmortalizadas evitan el acortamiento telomérico replicando los extremos

de sus cromosomas mediante Ia enzima telomerasa [AllsoppRCet al., 1992].

La telomerasa agrega repeticiones de novo a los telómeros [Greider CW, 1990]

y probablemente esté involucrada en la incorporación de AZT,como un terminador de

cadena, en el DNAnuevamente sintetizado en lugar de timidina. Se sabe que la AZT

tiene baja afinidad por las DNApolimerasas a, By y, y alta afinidad por la transcriptasa

reversa de HIV-1 [Faraj A et al., 2000; Rigourd Met al., 2000].

Nuestros resultados muestran que el análogo de nucleósido AZT es capaz de

acortar Ia longitud de las repeticiones teloméricas de células tumorales expuestas en

cultivo a un tratamiento a largo plazo con la droga. El acortamiento fue progresando

con el tiempo en cultivo y fue irreversible, ya que la longitud de los telómeros no fue

recuperada después de terminar el tratamiento con AZT.

En nuestro modelo de estudio, cuando el acortamiento telomérico tiene lugar,

algunos fragmentos teloméricos permanecen intactos, como puede verse en el

Southern, por la extensión de la zona de hibridación. Después de 15 pasajes no se

acortan lo suficiente como para iniciar un programa de senescencia. Adicionalmente, la

actividad de telomerasa no pudo ser detectada en células HeLa cultivadas por 13

pasajes con AZT al compararlas con los controles sin tratar, con actividad de
telomerasa

Nuestros resultados se corresponden con una publicación previa que demuestra

que la AZTacorta los telómeros de Tetrahymena al disminuir la adición de novo de los

telómeros [Strahl C y Blackburn EH, 1994]. Esto resultados fueron confirmados

posteriormente por otros trabajos que demostraron que la AZTdisminuye la longitud
telomérica en dos líneas celulares humanas inmortalizadas al inhibir la telomerasa
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[Strahl C y Blackburn EH, 1996]. También se demostró que inhibe la proliferación

celular con inducción de un fenotipo símil senescente en flbroblastos de ratón en

cultivo [Yegorov YE et al., 1996] y que presenta una actividad inhibitoria del

crecimiento sobre células humanas de cáncer de mama en cultivo y tumores mamarios

de rata [Wagner CR et al., 1997]. Por otro lado, se encontró que la AZT acorta los

telómeros de ratones expuestos a la droga en el útero [OliveroOAet al., 1997].

El hecho de que Ia longitud de los telómeros disminuyó en las células HeLa

tratadas en forma prolongada en cultivo con AZTsin evidencia de senescencia podría

ser el resultado de diferentes mecanismos. En principio, el número de pasajes con AZT

pudo haber sido insuficiente para gatillar un programa de senescencia. En segundo

término, podría emerger un fenotipo resistente a AZTcomo resultado de Ia selección

por el tratamiento continuo. En tercer lugar, el acortamiento de los telómeros hasta

una longitud crítica podría inducir un mecanismo compensatorio de preservación para

prevenir pérdidas futuras, que podría ser independiente de la actividad de telomerasa.

Han sido reportados otros casos en los cuales la presencia de telómeros cortos

no es suficiente para gatillar la senescencia celular. Por ejemplo, en fibroblastos

humanos que expresan hTERTo queratinocitos humanos que expresan las proteínas

E6/E7 de HPV 16, los telómeros se estabilizan a longitudes aun más cortas que

aquellas de células en crisis [Klingelhutz AJ et al., 1994; Stoppler H et al., 1997;

Ouellette MMet al., 2000]. En células HeLa, ha sido sugerido que la expresión de las

proteínas E6 o E7 de HPV previenen la transducción de la señal de senescencia

originada a partir de los telómeros cortos en la célula, y que una vez que la expresión

de E6 o E7 es extinguida, las células detectan la presencia de telómeros cortos e

inician el programa de senescencia. Alternativamente, el bajo nivel de telomerasa

posterior a la represión de E6 o E7 podría ser la señal de senescencia [Goodwin EC y

DiMaio D, 2001]. La presencia de telómeros largos y telomerasa activa no protege a

las células HeLa de Ia senescencia inducida por la represión de E6 o E7 y mediada por

las vías de p53 y Rb.

Sin embargo, estos resultados no descartan un rol para la telomerasa o la

longitud telomérica en la senescencia inducida. Es posible que en las células que están

expresando hTERT, un determinado telómero permanezca corto, aunque la longitud

promedio de los telómeros esté extendida. Alternativamente, Ia célula podría detectar

la disminución de la actividad de telomerasa, más que la actividad absoluta. Además,
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los telómeros cortos podrían afectar la transcripción de genes involucrados en la
senescencia o inducir anormalidades cromosómicas estructurales.

Aun no está claro si el nivel de telomerasa o la longitud telomérica controlan la

senescencia replicativa. En queratinocitos humanos normales, el inicio de la

senescencia replicativa correlaciona mejor con los niveles de telomerasa que con la

longitud telomérica y en otros sistemas, sería la expresión de telomerasa y no el

mantenimiento de los telómeros, lo que haría posible evitar la senescencia [Zhu J et

al., 1999; Kang MK et al., 1998]. En cambio, en otros tipos celulares, el

mantenimiento de los telómeros es un mejor factor de predicción de la proliferación

que la actividad de telomerasa [Counter CMet al., 1998b; Bodnar AG et al., 1998].

En síntesis, conjugando ambos factores, si la inhibición de la telomerasa lleva a

un acortamiento de las repeticiones teloméricas, esto a largo plazo podría

desencadenar la senescencia replicativa, y la activación de esta vía en células

tumorales podría limitar el crecimiento ¡n vivo de varios tipos de tumores.

En tal sentido, en nuestro sistema demostramos un acortamiento telomérico

irreversible por tratamiento con AZT,mediante la inhibición de la telomerasa. Además,

la longitud más corta de los telómeros se mantiene sin posterior pérdida o adición de

repeticiones teloméricas, después de remover la AZT del cultivo, sugiriendo la

recuperación de la actividad de telomerasa. El mantenimiento de la longitud de los

telómeros se corresponde con otros trabajos publicados. En varias líneas celulares

inmortales humanas la longitud telomérica es estable, sugiriendo la existencia de un

mecanismo regulador para limitar la elongación por la telomerasa que involucra al

factor de unión a las repeticiones teloméricas TRF1. Dado que TRF1 no afecta

significativamente la actividad de la telomerasa, es posible que la unión de TRF1

controle la longitud telomérica en cís inhibiendo la acción de la telomerasa en los

extremos de los telómeros individuales [van Steensel B y de Lange T, 1997].

Con estos resultados iniciales, demostramos que la AZT, efectivamente podría

ser un inhibidor de telomerasa con potenciales propiedades antitumorales, ya que sería

capaz de actuar restringiendo un mecanismo clave de elongación telomérica en la

mayoría de los tumores humanos, y suprimiría de esta forma uno de los

requerimientos básicos para la progresión tumoral.
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TERCERA PARTE

INDUCCIÓN DE SENESCENCIA Y APOPTOSIS DE CÉLULAS
DE CARCINOMA MAMARIO MURINO POR TRATAMIENTO

PROLONGADO CON AZT IN VITRO
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INTRODUCCIÓN

El telómero constituye un gran complejo nucleoproteico con una estructura que

difiere del resto de la cromatina. El DNAtelomérico de los mamíferos está compuesto

por repeticiones en tándem, de la secuencia 'l'l'AGGG,Ia cual se extiende por 10 a 15

Kb en el extremo de los cromosomas humanos. En el ratón, las cepas derivadas del

tipo salvaje tienen longitudes teloméricas semejantes a las humanas, mientras cepas

endocriadas establecidas tienen telómeros de, aproximadamente, 40 Kb de longitud.

La longitud promedio de las repeticiones 'lTAGGG, sin embargo, no parece ser clave

para una apropiada función telomérica, excepto que los telómeros se acorten por

debajo de una longitud funcional mínima, lo cual resulta en fusiones de los extremos

de los cromosomas [revisado en Goytisolo FAy Blasco MA,2002].

Por otra parte, el telómero se caracteriza por tener una hebra 3 ' extendida rica

en G (llamada hebra G), el cual en mamíferos tiene una longitud de aproximadamente

200 nucleótidos [Mc Elligott R y Wellinger RJ, 1997; Wright WE et al., 1997]. Esta

cadena es el sustrato al cual la telomerasa adiciona las repeticiones teloméricas. El

estudio de ratones deficientes en telomerasa, sin embargo, indicaría que la formación

de esta hebra G extendida no requiere Ia actividad de telomerasa [Nikaido R et al.,

1999; Hemann MTy Greider CW, 1999], sino que probablemente es Ia consecuencia

directa del problema de replicación terminal [Ohki R et al., 2001]. La hebra G

extendida puede replegarse e invadir el dúplex de las repeticiones teloméricas,

desplazando una hebra e hibridando con su secuencia complementaria [Griffith JD et

al., 1999]. Esta estructura telomérica de orden superior ha sido llamada el “T-loop”. El

modelo del T-Ioop provee un mecanismo para el secuestro de la hebra G, la cual, de

otro modo, podría activar controles de daño del DNAy enzimas reparadoras de DNA

[Greider CW, 1999b; Collins K, 2000]. Una función adicional del T-loop podría ser

prevenir el acceso de Ia telomerasa al telómero [Griffith JD et al., 1999; Collins K,

2000].

En ausencia de un mecanismo compensatorio, los telómeros se acortan

progresivamente dada Ia incapacidad de las DNA polimerasas convencionales para

replicar secuencias terminales 3' [Greider CW, 1996]. En efecto, los telómeros de la

mayoría de las células humanas y murinas de organismos adultos sufren un

acortamiento telomérico de unas 120 pb por división celular [Harley CB et al., 1990;
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Prowse KR y Greider CW, 1995; Blasco MAet al., 1997]. El mecanismo más estudiado

para el mantenimiento de la longitud telomérica es Ia actividad de Ia enzima

telomerasa [Greider CW y Blackburn EH, 1985; Harley CB et al., 1990; Yu GL et al.,

1990; Counter CM et al., 1992; Singer MS y Gottschling DE, 1994; McEachern MJ y

Blackburn EH, 1996; Blasco MA et al., 1997], si bien existen otros mecanismos que

hemos mencionado previamente.

La telomerasa sintetiza los telómeros de novo utilizando la molécula de RNA

interna como molde y previene así el acortamiento telomérico en aquellas células

donde está expresada en niveles suficientemente elevados. El componente de RNAde

Ia telomerasa ha sido caracterizado en varios organismos, incluyendo ciliados,

levaduras, ratón y humano [Greider CW y Blackburn EH, 1989; Singer MS y

Gottschling DE, 1994; Blasco MAet al., 1995; Feng J et al., 1995]. Cepas knock-out de

levaduras y ratón que carecen del componente RNAde Ia telomerasa (llamado mTR

para el ratón) son completamente deficientes para Ia función de telomerasa, y estos

organismos son viables sólo por un limitado número de generaciones. En el caso de los

ratones deficientes en telomerasa, los telómeros se acortan progresivamente de una

generación a Ia próxima, esto es acompañado por un incremento progresivo en las

aberraciones cromosómicas y por esterilidad en la sexta generación [Blasco MAet al.,

1997; Lee HW et al., 1998]. La expresión del mRNA de Ia subunidad catalítica de la

telomerasa de ratón (mTERT), tanto en tejidos adultos como embrionarios, es

independiente del componente esencial de RNAde la telomerasa, mTR, y por lo tanto,

de la formación de complejos activos de telomerasa. Durante el desarrollo embrionario

el mRNA de Ia mTERT es expresado abundantemente en la totalidad del embrión,

especialmente en regiones de proliferación intensiva. La proteína mTERTestá presente

exclusivamente en tejidos con actividad de telomerasa, tales como testículos, bazo y
timo. Tanto en ratones como en humanos la subunidad catalítica de telomerasa está

localizada en el núcleo celular y su localización no es regulada durante la progresión

del ciclo celular [Martín-Rivera Let al., 1998].

Como hemos mencionado anteriormente, la actividad de telomerasa está

aumentada en más del 90 °/ode los tumores humanos [Shay JW y Bacchetti S, 1997]

en comparación con los tejidos somáticos normales, y esto podría contribuir

activamente al crecimiento del tumor [Weitzman JB y Yaniv M, 1999].
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Previamente habíamos encontrado que la exposición prolongada ¡n vitro a AZT

de células HeLa produce un acortamiento telomérico irreversible, aunque sin mostrar

signos de senescencia. Otros trabajos indican que el tratamiento con AZT inhibe la

actividad de telomerasa y el crecimiento de células de cáncer de mama ¡n vitro y de

tumores mamarios de rata ¡n vivo [Wagner CR et al., 1997; Melana SM et al., 1998].

Dentro de este marco conceptual, la AZT podría ser una droga capaz de revertir el

estado de inmortalización de una célula tumoral y conduciria a la senescencia. El

objetivo central de esta parte del trabajo consiste en determinar si el tratamiento
crónico ¡n vitro con AZT de cultivos de la línea de carcinoma mamario murino F3II

induce senescencia y apoptosis, revirtiendo el estado de inmortalización característico
de las células tumorales.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Compuesto

Para el tratamiento in vitro, la AZT(Sigma) fue disuelta en agua desionizada y

luego diluida en el medio de cultivo.

Células tumorales y condiciones de cultivo

La línea celular de carcinoma sarcomatoide mamario F3II es una variante

altamente invasiva y metastásica establecida a partir de un clon de un tumor de mama

espontáneo de un ratón BALB/c [Alonso DF et al., 1996b]. Después de la inyección

subcutánea en el flanco, las células F3II crecieron como carcinomas de células

ahusadas con una alta invasividad local y un 90-100°/o de incidencia de metástasis en

pulmón [Alonso DF et al., 1996a]. El stock de células F3II fue mantenido en medio

esencial mínimo (MEM41500, Gibco) suplementado con 10% de suero fetal bovino, 2

mM de glutamina, 80 ug/ml de gentamicina y 20 ug/ml de tetraciclina en cultivo en

monocapa en frascos plásticos de 25 crn2 y 75 crn2 (Corning y Nunc) a 37°C, en una

atmósfera humificada con 5% C02 en aire. Las células fueron rutinariamente

trípsinizadas al alcanzar confluencia siguiendo los procedimientos corrientes, e

incubadas en MEMsin suero durante 30-60 minutos a 37°C para su recuperación. La

cuantificación del número de células fue realizada por recuento en hemocitómetro. En

todos los casos, la viabilidad fue superior al 90%, según el ensayo de exclusión con

azul tripán.

Tratamiento in vitro con AZT

Los cultivos celulares de F3II fueron expuestos a tratamiento crónico con AZT, a

una concentración de 800 uM [Gomez DE et al., 1995]. Esta concentración no tuvo

efectos citotóxicos relevantes sobre las células creciendo en fase logarítmica ni en

monocapas semiconfluentes, de crecimiento lento, en el sistema celular en estudio. Las

células F3II control fueron mantenidas en las mismas condiciones de cultivo sin AZT, y

subcultivadas dos veces por semana.
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Curva de crecimiento

Para ensayar el crecimiento in vitro, las células tumorales F3II fueron cultivadas

en placas de 24 wells en el medio de crecimiento. Fueron tripsinizadas diariamente

durante 6 días consecutivos, por cuadruplicado y el número de células viables se

determinó mediante tinción con azul tripán y recuento en un hemocitómetro. Se

construyó una curva de crecimiento para determinar el tiempo de duplicación en la

fase Iogarítmica de crecimiento.

Determinación de proteínas

La concentración de proteínas en todos los extractos celulares fue determinada

utilizando el Bío-Rad Protein Assay (Bio-Rad).

Determinación de la actividad de telomerasa
La actividad de telomerasa de Ia línea F3II de carcinoma mamario murino fue

determinada mediante un ensayo inmunoenzimático que consiste en una extensión del

protocolo de amplificación de repeticiones teloméricas (TRAP) descripto por Kim y

colaboradores [Kim NW et a/., 1994], utilizando el Telomerase PCR ELISA Kit

(Boehringer Mannheim). Las células fueron cosechadas y lavadas una vez con PBS; 2 x

10° células fueron transferidas a un tubo eppendorf y centrifugadas por 8 minutos a

450 x g. EI pellet fue rápidamente congelado y se almacenó a -70°C hasta su

utilización. La actividad de telomerasa en las muestras se determinó siguiendo las
instrucciones indicadas en el kit.

Inhibición de la actividad de telomerasa in vitro por AZT

La actividad de telomerasa presente en un extracto celular de F3II fue evaluada

en presencia de concentraciones crecientes de AZTdesde OmMhasta 2mM, de acuerdo

con el ensayo inmunoenzimático previamente descripto. La actividad de la muestra sin

AZT fue considerada como control y su absorbancia como el 100% de actividad, así la

inhibición fue del 0%.
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Determinación de la longitud telomérica

La longitud de los telómeros fue examinada en el DNA proveniente de células

F3II expuestas a AZT 800 pM por 20, 34 y 51 pasajes ¡n vitro, de acuerdo con lo

descripto previamente. La longitud telomérica de las células tratadas fue comparada a

Ia de las células F3II control antes de ser expuestas a AZT, como también a la de

células cultivadas durante 51 pasajes en ausencia del compuesto.

Expresión de la subunidad catalítica de telomerasa de ratón por RT-PCR

Para el análisis de la expresión de la transcriptasa reversa de la telomerasa de

ratón (mTERT), fueron utilizados 500 ng de RNAtotal aislado mediante el kit QuickPrep

Total RNA Extraction Kit (Amersham Pharmacia Biotech) de células F3II control o

tratadas con AZT durante 58 pasajes in vitro, de acuerdo con las instrucciones

indicadas. La reacción de transcripción reversa y amplificación mediante PCR se llevó a

cabo utilizando las Ready-To-Go RT-PCR Beads (Amersham Pharmacia Biotech),

siguiendo las indicaciones incluidas en el kit. Los primers utilizados en la amplificación

por PCR fueron (5’-TCTGGCTGATGGACACATAGGTGGT-3’) y (5'­

‘l'i'ATGGGGTC'lTCTGTACTGGG-TATG-3'). Los ciclos de Ia PCR fueron los siguientes:

95°C por 5 min, 1 ciclo; 95°C por 40 s, 62°C por 1 min, 72°C por 1 min, 31 ciclos y una

extensión final a 72°C por 10 min. Los productos de PCR fueron separados por

electroforesis en gel de agarosa 1.5%. Para normalizar las cantidades de RNAen la

reacción, fue utilizado RNAde B-actina como control.

Western blot para mTERT

Se prepararon extractos proteicos nucleares de células F3II control o tratadas ¡n

vitro con AZT por 35 pasajes. Las células crecidas en placas de 6 wells fueron Iavadas

3 veces con PBS frío, sobre hielo, y tratadas con buffer NP40 1% en PBS para

mantener intactos los núcleos. Se recuperó este extracto citoplasmático para

determinar la concentración de proteínas y normalizar Ia cantidad de muestra a

sembrar en el gel. Los núcleos que habían permanecido adheridos a Ia placa fueron

Iisados con el buffer de siembra (62.5 mM Tris pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 50 mM
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D'lT, 0.01% azul de bromofenol), levantados con un scraper, sonicados en hielo por S

s e incubados a 95°C durante 5 min antes de sembrarlos en el gel. Las proteínas

contenidas en los extractos fueron separadas por electroforesis y transferidas a una

membrana de PVDF (Amersham Pharmacia Biotech). La membrana fue bloqueada e

incubada con el anticuerpo primario dirigido contra Ia subunidad catalítica de Ia

telomerasa (TRT, H-231, Santa Cruz) a 4°C durante toda Ia noche. Luego fue incubada

con el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa y revelada por

quimioluminiscencia (ECL,Amersham Pharmacia Biotech)

Ensayo de Beta-galactosidasa asociada a senescencia (SA-B-gal)

Las células fueron analizadas para evaluar su actividad de SA-B-galactosidasa a

pH 6.0 según Io descripto por Dimri y colaboradores [Dimri GP et al., 1995].

Brevemente, las monocapas semiconfluentes fueron lavadas con PBS, fijadas durante 5

minutos con glutaraldehído 0.5% en PBS (pH 7.2) conteniendo 1 mM MgCIz, e

incubadas 24 horas a 37°C en solución de tinción (1 mg/ml 5-bromo-4—c|oro-3-indolil­

B-D-galactopiranósido [Promega], 0.5 mM K3Fe[CN]5,0.5 mM K4Fe[CN]6.3H20, 1 mM

MgCIzen PBS, pH 6.0).

Determinación de ¡a actividad de Caspasa-3

Se trabajó sobre monocapas semiconfluentes, las cuales fueron Iavadas con

PBS para eliminar trazas de suero e incubadas en MEMsin suero durante 16 horas con

o sin el inhibidor de caspasas Z-VAD-FMK. Las células fueron tripsinizadas y

cosechadas por centrifugación a 450 x g durante 10 minutos. La actividad de Caspasa­

3 en las muestras fue determinada utilizando el CaspACEAssay System colorimétrico

(Promega), midiendo la liberación de p-nitroanílina (pNA)a partir del sustrato sintético

Ac-DEVD-pNAa 405 nm, de acuerdo con las instrucciones indicadas en el kit. Como

fuente de enzima, en todos los casos, se utilizaron extractos provenientes de 1 x 106

células. La diferencia entre la intensidad de color amarillo producido en ausencia y en

presencia del inhibidor se considera una medida de Ia actividad de caspasa-3 presente
en Ia muestra.
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RESULTADOS

AZTinhibe la actividad de telomerasa en las células F3II

La actividad de telomerasa en las células F3II fue demostrada en dos

experimentos independientes mediante el ensayo Telomerase PCR-ELISA.

Considerando tal actividad como el 100%, el tratamiento con AZT 800 uM ¡n vitro por

15 pasajes indujo una disminución de Ia actividad de telomerasa de las células F3II del

36%. A los 30 pasajes con AZT la inhibición fue del 97%, y a los 39 pasajes Ia

actividad de telomerasa fue ¡ndetectable La longitud telomérica fue determinada
mediante un Southern blot con una sonda telomérica. Tal determinación no mostró

una disminución significativa del tamaño de los fragmentos teloméricos en las células

tratadas con AZT(datos no mostrados).

El tratamiento crónico con AZTde las células F311no modifica la expresión de
mTERT

.. Si bien la actividad de la telomerasa era inhibida en las células tratadas

crónicamente con AZT, la expresión del mensajero para la subunidad catalítica de la

telomerasa de ratón (mTERT),en cambio, no disminuyó por el tratamiento con AZTde

las células F3II por 58 pasajes, con respecto al control sin tratar (FIGURA15).

Control P35 AZT

mTERT >

B-actina y

FIGURA15: Expresión del mRNA de la mTERT. La expresión del mRNA de la subunidad catalítica de la
telomerasa se evaluó por RT-PCRen células control sin tratar (Control) y en células tratadas ¡n vitro con AZT
por 35 pasajes (P35 AZT). Se utilizó B-actina para confirmar niveles de RNAequivalentes para Ia RT-PCR.
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Dada Ia localización nuclear de la subunidad catalítica de la telomerasa tanto en

células humanas como murinas, para estudiar la expresión de Ia proteína mTERTen las

células tratadas con AZTy los controles sin tratar, se prepararon extractos celulares

nucleares. Los mismos fueron analizados mediante Western blot con un anticuerpo que

reconoce la proteína mTERT, con una masa molecular esperada de 125 kDa [Martín­

Rivera L et al., 1998]. '

Tanto en los controles como en las células F311tratadas durante 35 pasajes con

AZT puede observarse una banda del peso molecular esperado para mTERT, siendo

algo menos intensa la señal en las calles correspondientes a las células cultivadas en

presencia de AZT (FIGURA16).

4130 kD

FIGURA16: Expresión de la proteína mTERT. Se analizó por Western blot Ia presencia de la proteína
mTERT en células F3II control (calles 1 y 2) o tratadas por 35 pasajes con AZT (calles 3, 4 y 5). Se
sembraron cantidades equivalentes de extractos nucleares y se revelaron con un anticuerpo que reconoce
mTERT. Las bandas se encuentran a Ia altura del PMesperado para mTERT.

AZTinhibe la actividad de telomerasa en extractos de células F3II in vitro

El ensayo TRAPcon extractos celulares solubles de F3II fue llevado a cabo en

presencia de AZT. Con el aumento de las concentraciones de AZT en la reacción, se

observó una reducción en las absorbancias generadas por la presencia de producto en

el ELISA, considerando la actividad del control sin tratar con AZT como el 100% de

actividad y, por lo tanto, como el 0% de inhibición (FIGURA17).
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FIGURA17: Inhibición de la actividad de telomerasa de células F311 por AZT. La actividad de
telomerasa en los extractos solubles de células F311fue evaluada en presencia de AZTmediante el ensayo
TRAP revelado por ELISA. Se consideró como el 100% de actividad (y 0% de inhibición) la actividad del
extracto en ausencia de AZT.

El tratamiento crónico con AZTreduce la velocidad de crecimiento in vitro de
las células F311

El efecto del tratamiento crónico con AZT sobre la velocidad de crecimiento ¡n

vitro de las células F3II fue evaluado en la fase de crecimiento Iogarítmico. Después de

42 pasajes, los cultivos celulares tumorales tratados con AZTmostraron un incremento

significativo en el tiempo de duplicación de la población. EI mismo fue de 16.9 i 2.3

horas para los controles y de 41.1 d: 5.3 horas para las células tratadas con AZT

(p<0.05, Student’s t test).

Eltratamiento crónico con AZTinduce senescencia en las células F311

Como se muestra en la FIGURA18, el tratamiento con AZT indujo signos

morfológicos y bioquímicos de senescencia. Después de 34 pasajes con AZT, las

células F3II adquirieron una morfología más grande y redondeada, característica de

células senescentes (FIGURA18A y 188). Para corroborar estas observaciones

morfológicas, se evaluó Ia actividad de B-galactosidasa, un marcador bioquímico de

senescencia, en los cultivos. Este marcador es negativo en células diferenciadas,
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quiescentes o inmortales. La tinción histoquímica para Ia actividad de SA-B-gal fue

claramente positiva en los cultivos tratados crónicamente con AZTy negativa en los

controles (FIGURA18C, E y 18D).

FIGURA18: Cambios morfológicos y tinción de SA-B-gal en células F311tratadas crónicamente
in vitro con AZT. A, micmfotografias de contraste de fase de los cultivos de F3II, que muestran las
características morfológicas de células senescentes, después de 34 pasajes ¡n vitro con AZT. B, células
control sin tratar. C y E, la tinción histoquímica para Ia actividad de SA-B-gal fue positiva en las células
tratadas con AZT. D, las células control sin tratar fueron negativas para la tinción de SA-B-gal. Las
fotografías fueron tomadas a x200 (A, B y E) y x100 (C y D).
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Eltratamiento crónico con AZTaumenta la actividad de caspasa-3

Con el objetivo de evaluar si Ia senescencia replicativa producida por el

tratamiento con AZT conducía a apoptosis, se midió Ia actividad de caspasa-3 en los

cultivos. La caspasa-3 es un miembro de la familia de cisteína proteasas aspartato­

específicas que juegan un papel central en la ejecución del proceso de muerte celular

apoptótica [Porter AG y Janicke RU, 1999]. La actividad de caspasa-3 aumentó

significativamente en las células tumorales tratadas con AZTpor más de 50 pasajes ¡n

vitro, con valores 2.6 veces mayores que las células control (FIGURA19).
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FIGURA19: Aumento de la actividad de caspasa-3 en las células tratadas con AZT. La actividad de
caspasa-3 fue determinada mediante el CaspACE Assay System, colorimétrico. Los resultados son
expresados como el porcentaje de los controles sin tratar y representan el promedio de dos experimentos
independientes. "p<0.005, test t de Student.
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DISCUSIÓN

En esta parte de nuestro trabajo demostramos, por primera vez, que las células

de un carcinoma mamario experimental tratadas de manera prolongada con dosis no

citotóxicas de AZT presentan evidencias claras de senescencia y muerte celular

programada.

Como habíamos mencionado, en una publicación previa, nuestro grupo

demostró Ia incorporación preferencial de AZTen las secuencias teloméricas de células

CHO, señalando que dicha incorporación parecía ser mediada por telomerasa [Gomez

DE et al., 1995]. En la primer parte del trabajo, encontramos que células HeLa

expuestas en forma prolongada a AZT sufrieron un acortamiento irreversible en su

longitud telomérica.

Rhyu afirmó que las drogas diseñadas para la inhibición de Ia dinámica

telomérica podrían proveer una terapia racional con efectos adversos limitados. Sin

embargo, estas esperanzas descansaban sobre un par de cuestiones no resueltas,

siendo la principal de ellas si el acortamiento telomérico, efectivamente produce

senescencia [Rhyu MS, 1995]. En nuestra investigación, lá actividad de telomerasa de

las células F3II fue completamente inhibida luego de 30 pasajes ¡n vitro en presencia

de una concentración no citotóxica de AZT. La inhibición no tendría lugar a nivel de

expresión del mRNAde la subunidad catalítica de la telomerasa (mTERT), dado que el

análisis de la misma por RT-PCRno mostró diferencias entre las células control y las

tratadas crónicamente con AZT. En contraste, al mRNA de la mTERT, si bien Ia

proteína mTERTfue encontrada tanto en los controles como en las células tratadas

crónicamente ¡n vitro con AZT, en estas últimas la señal es más débil. Esto podría

indicar que, probablemente, los niveles de la proteína mTERT estén regulados por

mecanismos post-transcripcionales. Sin embargo, esta disminución no sería capaz de

explicar por completo la inhibición de la actividad de la enzima que se observa en las

células F3II, después de 30 pasajes en presencia de AZT.

Además de ser fosforilada e incorporarse a los telómeros en la forma de AZT­

TP, actuando como inhibidor competitivo de la timidina trifosfato y, así, como

terminador de cadena, la AZT per se podría producir una inhibición de la enzima
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telomerasa. En un rango de concentraciones que abarca la utilizada para el

tratamiento crónico en cultivo, la AZT fue capaz de disminuir ¡n vitro la actividad de

telomerasa presente en extractos celulares solubles de F3II. Esta inhibición podría ser

irreversible, tal vez mediante interacción directa de la AZTcon algún componente del

complejo telomerasa, incluso con el componente RNA (mTR) de la enzima. En este

sentido, ha sido demostrado que la expresión tanto del mRNAcomo del componente

proteico de la mTERTson independientes de la expresión del componente esencial de

RNAde la telomerasa, y así, de Ia formación de complejos de telomerasa activos en

gran parte de los tejidos de ratones adultos [Martín-Rivera Let al., 1998].

En estas células de carcinoma mamario murino, luego de 34 pasajes,

comenzaron a observarse signos evidentes de senescencia celular. Las células

tumorales F3II tratadas modificaron su morfología, haciéndose más grandes,

redondeadas y con mayor contenido granular. Consecuentemente, la actividad de SA­

B-gal, un biomarcador para senescencia, fue positiva en los cultivos de células

tumorales tratadas con AZT,en contraste con su ausencia en los controles respectivos.

Dentro de este marco conceptual, otros autores han demostrado que AZT

reduce los telómeros de Tetrahymena [Strahl C y Blackburn EH, 1994], que disminuye

la longitud telomérica en dos líneas celulares humanas inmortalizadas mediante la

inhibición de telomerasa [Strahl C y Blackburn EH, 1996], y que es capaz de inhibir el

crecimiento celular y la actividad telomerasa in vitro en células de cáncer mamario

[Melana SM et a/., 1998]. Yegorov y colaboradores han descripto, basados en

observaciones morfológicas, la inducción de procesos similares a la senescencia en

cultivos de fibroblastos murinos tratados con AZT[Yegorov YEet al., 1996].

Dado que las repeticiones teloméricas no son palindrómicas y carecen de sitios

de restricción, se mantienen como fragmentos de restricción terminal relativamente

largos, los cuales pueden ser identificados mediante sondas teloméricas marcadas. En

nuestro trabajo, hemos medido la longitud telomérica y no hemos observado un

acortamiento telomérico significativo. En los ratones, se presentan secuencias

teloméricas repetitivas muy largas, y no se ha descripto su acortamiento en procesos

como el envejecimiento o la carcinogénesis. Estas observaciones en material de origen

murino, ha desaflado la hipótesis general del acortamiento telomérico en función del

envejecimiento y la inmortalización. Sin embargo, Zijlmans y colaboradores, utilizando
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técnicas de hibridación ¡n situ fluorescente cuantitativa, demostraron que Ia longitud

telomérica en ratones es muy heterogénea, pero que cada cromosoma específico

presentaba la misma longitud [Zijlmans J et al., 1997]. Además, demostraron que la

reducción de la longitud telomérica se desarrollaba, no sólo en todos los telómeros,

sino que también en aquellos que eran los más cortos. Por Io tanto, puede

hipotetizarse que los telómeros más cortos presentes en una célula de ratón, antes

que Ia longitud telomérica global, serían los factores limitantes de su capacidad

proliferativa.

Luego de demostrar evidencias morfológicas y bioquímicas de senescencia, nos

abocamos a analizar si las células tratadas con AZT expresaban marcadores de

apoptosis. Encontramos en ellas un aumento de casi un 300% en Ia actividad de

caspasa-3, una enzima clave en el programa de muerte celular programada. En una

cepa de ratones deficientes en telomerasa, Lee y colaboradores demostraron una

espermatogénesis defectuosa con una apoptosis aumentada y una proliferación

disminuida a nivel testicular, particularmente en animales de generaciones avanzadas

[Lee HWet al., 1998].

Esto resultados demuestran entonces que la exposición crónica a AZT, un

inhibidor de la telomerasa, de células tumorales inmortales podría llevar a las mismas

a alcanzar una longitud telomérica crítica que las conduzca a la senescencia replicativa,

en primer término, y, por último, a desencadenar el proceso de muerte celular

programada.
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CUARTA PARTE

REDUCCIÓN DE LA TUMORIGENICIDAD IN VIVO DE
CÉLULAS DE CARCINOMA MAMARIO MURINO POR
TRATAMIENTO PROLONGADO CON AZT IN VITRO
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INTRODUCCIÓN

El víncqu entre el cáncer y el mantenimiento de los telómeros por telomerasa

ha sido claramente establecido por Weinberg y col. [Weinberg AM, 1999]. Ellos

encontraron que la expresión ectópica de la subunidad catalítica de la telomerasa

humana (hTERT)en combinación con dos oncogenes (la oncoproteína large-T de SV40

y un alelo oncogénico de H-ras) resulta en la conversión tumorigénica directa de

células epiteliales y fibroblastos humanos normales. Demostraron así que Ia expresión

de telomerasa es uno de los pasos básicos requeridos para transformar células

somáticas humanas normales en malignas. Los tres eventos clave son: la expresión de

telomerasa, la inducción del oncogén ras y Ia inactivación de vías de control del ciclo

celular que involucran p53 y Rb/p16.

El establecimiento de la telomerasa como un blanco terapéutico viable requirió

experimentos determinantes que efectivamente demostraran que la inhibición de la

telomerasa conducía a la reducción de la longitud telomérica, a la senescencia de las

células tumorales y, en última instancia, a la apoptosis. Los mismos utilizaron tanto Ia

transfección de las células de una construcción dominante negativa de la hTERT con

mutaciones en la secuencia que anulan su actividad [Shammas MAet al., 1999) u

oligonucleótidos antísense del dominio hTR [Herbert B et al., 1999].

Estos experimentos que demuestran que la inhibición de la telomerasa limita el

crecimiento de las células tumorales fueron comprobados ¡n vitro en células humanas.

EI aislamiento y Ia caracterización de Ia subunidad catalítica de la telomerasa de ratón

y el desarrollo de modelos murinos que carecen o sobreexpresan tal gen [González­

Suárez E et al., 2001] han ayudado al mejor entendimiento del rol de la telomerasa y

los telómeros en mamíferos. La utilización de modelos murínos posibilita el estudio de

la progresión y capacidad metastásica de los tumores ¡n vivo en un modelo singénico

donde están adecuadamente representados.

Dado que habíamos demostrado que el tratamiento crónico con AZT de células

de carcinoma mamario murino era capaz de inducir senescencia y conducirlas a la

apoptosis, decidimos ensayar las propiedades antitumorales de este inhibidor de la

telomerasa ¡n vivo en nuestro modelo experimental con ratones singénicos.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Compuesto

Para el tratamiento ¡n vitro, la AZT (Sigma) fue disuelta en agua desionizada y

luego diluida en el medio de cultivo. Para los experimentos ¡n vivo, la AZT (Sigma) fue

disuelta en solución fisiológica para la inyección subcutánea o Ia AZT (Retrovir, Glaxo)

fue disuelta en agua corriente para el tratamiento oral.

Células tumorales y condiciones de cultivo

La línea celular de carcinoma sarcomatoide mamario F3II fue cultivada en las

condiciones descriptas en la Parte III.

Tratamiento in vitro con AZT

Los cultivos celulares de F3II fueron expuestos a tratamiento crónico con AZT, a

una concentración de 800 uM, como se mencionó en el capítulo anterior.

Determinación de la actividad de telomerasa

La actividad de telomerasa de los tumores fue determinada mediante el ensayo

TRAP previamente descripto, utilizando el Telomerase PCR ELISA Kit (Boehringer

Mannheim) y siguiendo las instrucciones indicadas en el mismo para ensayar muestras

de tejidos. La concentración de proteínas en los extractos celulares fue determinada

utilizando el Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad).

Ensayos ¡n vivo

Fueron utilizados ratones singénicos BALB/chembras con una edad de 12-14

semanas y un peso de 20-25 g, del Bioterio de Ia Facultad de Ciencias Exactas y

Naturales, Universidad de Buenos Aires.

En un conjunto de experimentos, grupos de 10 animales recibieron en el

espacio subcutáneo del flanco 2 x 105 células F3II. EI tiempo de aparición de tumores

locales fue monitoreado por palpación y posteriormente confirmado por histopatología.
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En todos los casos, los tumores fueron diagnosticados como carcinomas de células

ahusadas. El tamaño del tumor fue medido con un calibre dos veces por semana y el

volumen tumoral fue calculado mediante la fórmula rr/6 x (diámetro menor)2 x

(diámetro mayor). El grupo tratado recibió AZTen forma oral contenida en el agua (60

mg/kg/día) desde el día en que fueron inoculados con las células (día 0 del

experimento). AI día 30, los animales fueron anestesiados con ketamina (60 mg/kg) y

xilacina (7 mg/kg) y los tumores subcutáneos fueron extirpados mediante cirugía. En

un set de experimentos, los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical cuando

se encontraban moribundos o al final del experimento (día 140). En otro grupo, fueron

sacrificados al dia 60 y los pulmones fueron removidos y fijados en solución de Bouin.

El número de nódulos superficiales en pulmón fue determinado por dos observadores

independientes mediante una lupa de disección, como ha sido previamente descripto

[Alonso DFet al., 1996a].

En otra serie de experimentos, los ratones recibieron, en el espacio subcutáneo

del flanco, 5 x 104 o 2 x 105 células F3II mantenidas con o sin AZT durante 30 pasajes

¡n vitro (células presenescentes). En ambos casos, el grupo tratado recibió AZTs.c. 15

mg/kg/día (dosis equivalente a Ia que reciben los pacientes tratados con AZT) en

solución fisiológica, en tanto que los controles recibieron sólo el vehículo. Los ratones

fueron sacrificados el día.60 y los pulmones fueron fijados para el recuento de nódulos

superficiales.

En otro ensayo ¡n vivo, grupos de 5 animales recibieron en el espacio
subcutáneo del flanco 5 x 104 o 2 x 105 células F3II mantenidas con AZT durante más

de 35 pasajes ¡n vitro (células senescentes) o células F3II sin tratar (controles).

Cuando el tumor superaba los 15.000 mrn3 o estaban moribundos, los animales fueron

sacrificados por dislocación cervical y se realizó una autopsia. En otro grupo de

experimentos, para investigar Ia presencia de metástasis espontáneas, 60 días

después de la inoculación de células tumorales, los animales fueron sacrificados, y los

pulmones fueron fijados en solución de Bouin. Los tumores fueron removidos y fijados

en formalina 10%, las secciones embebidas en parafina fueron teñidas con

hematoxilina/eosina. Se determinó el índice mitótico y fue expresado como número de

mitosis/IO campos a alto aumento (HPF). El antígeno nuclear de proliferación celular

(PCNA) fue detectado por inmunohistoquímica. La apoptosis fue evaluada en las

secciones de tumores mediante el kit TdT ‘TUNEL'-I¡kein situ non-isotopic end Iabeling
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(Oncogene Research Products, Boston, MA)de acuerdo con las instrucciones indicadas,

fue determinado el índice apoptótico y fue expresado también como número de

apoptosis/IO HPF.



RESULTADOS

Acción de la AZTen un modelo experimental de cirugía oncológica

En función de los resultados obtenidos ¡n vitro de inducción de senescencia y

apoptosis de las células F3II de carcinoma mamario murino, por inhibición de la

telomerasa por AZT, fue ensayada Ia acción de esta droga en ratones singénicos

BALB/c en un modelo experimental de cirugía, con el fin de encontrar la ventana

terapéutica de aplicación de la misma. Dado que el acortamiento telomérico es un

proceso lento, el efecto de la AZT podría ser de utilidad en una terapia secundaria

después de la remoción o reducción de Ia masa tumoral por cirugía, radioterapia o Ia

utilización de agentes citotóxicos convencionales. En este trabajo evaluamos el efecto

de Ia administración en forma oral de Ia droga en una dosis que no es tóxica para los

ratones, desde el día en que las células fueron inoculadas en los animales. La dosis

efectiva, calculada a partir del consumo de agua, fue en promedio de 35 mg/kg/día.

TABLA2. Efecto de la administración oral de AZTsobre la tumorigenicidad de las células
F311de carcinoma mamario y la formación de metástasis post-cirugía

Tratamiento Latenciab Incidencia Volumen Número deoral‘ tumoral tumoral al día 8 tumoral al día . .
(días) [positivos/total] 30 (mmz’)C metaStas's en

pulmón"
[mediana
(rango)]

Agua (control) 4.9 :t 1.4 10/10 (100%) 285 d: 97.6 22 (2-89)

AZT 4.3 :l:0.9 10/10 (100%) 274.3 :t 135.8 25 (2-60)

' El dia 0 del experimento, se inyectaron 2x10s células F3II en el espacio subcutáneo del flanco derecho de
10 ratones hembras en cada grupo. El grupo tratado recibió AZTen forma oral en el agua (dosis efectiva 35
m9/k9/día)
° La latencia tumoral representa el tiempo entre la inyección de las células F3II y la aparición de tumores
palpables. Los resultados son presentados como media :l:DS.
cTest t de Student, p = 0.8419 (no significativo)
d El número de metástasis espontáneas en pulmón fue determinado 60 días después de la inoculación
tumoral. Mann-Whitney U, p = 0.6048 (no significativo)
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Tanto la latencia como la incidencia a los 8 días de iniciar el experimento fueron

similares en ambos grupos (TABLA2). AI día 30, también eran equivalentes los

volúmenes tumorales, y se realizó la cirugía para extirpar el tumor subcutáneo de los

animales previamente anestasiados. El recuento de metástasis espontáneas en pulmón

de los animales sacrificados al día 60 no mostró diferencias significativas entre los

animales control y los que habían recibido AZTen forma oral (TABLA2).

En un experimento semejante, después de Ia cirugía los ratones fueron

mantenidos con el tratamiento durante 140 días para evaluar la sobrevida. No

encontramos diferencias en la incidencia, que fue del 100% en ambos grupos al día 9

el experimento (TABLA3). Del mismo modo, la sobrevida tampoco difirió entre ambos

lotes (FIGURA20).

TABLA3. Efecto de la administración oral de AZTsobre la incidencia de las células F311
de carcinoma mamario y volúmenes tumorales al día de la cirugía

Tratamiento oral' Incidencia tumoral Volumentumoral
al día 9 al día 30 (mm’)

[positivos/total]

Agua (control) 10/10 (100%) 375.1 :I:466.6

AZT 10/10 (100%) 477.6 á: 250.5”

' El día 0 del experimento, se inyectaron 2x10s células F3II en el espacio subcutáneo del flanco derecho de
10 ratones hembras en cada grupo. EIgrupo tratado recibió AZTen forma oral en el agua (dosis efectiva 38
mg/kg/día)
° Test t de Student, p = 0.5482 (no significativo)
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FIGURA20: Efecto de la administración oral de AZTsobre la sobrevida de los ratones después de la
Inoculaclón de células F311 y clrugía al día 30. Grupos de 10 animales recibieron 2 x 10s células F3II el
día 0 del experimento y AZT oral en una dosis efectiva de 3B mg/kg/día (círculos abiertos) o agua los
controles (círculos llenos). La sobrevida de los animales fue analizada por el método de Kaplan-Meier (test
Log-Rank, p = 0.6351, no significativo).

Tratamiento con AZT de animales inoculados con células tumorales

presenescentes

Como hemos mencionado, el acortamiento telomérico por acción de la AZT

constituye un proceso que requiere varias replicaciones celulares antes de ponerse en

evidencia y, probablemente, es superado por Ia cinética de crecimiento de un tumor en

el ratón. Por esta razón, realizamos un tratamiento previo de las células tumorales en

presencia de AZT ¡n vitro, con el objetivo de producir la erosión de los telómeros y

permitir que ¡n vivo ocurriera Ia ultima fase del acortamiento, alcanzando el límite

crítico en su longitud, que podría conducirlas a la senescencia.
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TABLA4. Efecto de la exposición ¡n vitro a AZTpor 30 pasajes y el tratamiento con AZT
¡n vivo sobre la incidencia de las células F3II de carcinoma mamario

Incidencia tumoral al día 25 [positivos/total (°/o)]

Células control Células presenescentes"

Células” SF AZTc SF AZT‘

soooo 1/5 (20%) 0/5 1/5 (20%) 0/5 d

200000 4/5 (80%) 3/5 (60%) 2/4 (50%) 2/5 (40%) e

' El día 0 del experimento, se inyectaron leO‘ o 2x10s células F3II en el espacio subcutáneo del flanco
derecho de 5 ratones hembras en cada grupo.
° Las células F3II fueron tratadas in vitro con AZTpor 30 pasajes.
cLos ratones recibieron solución fisiológica (SF) o AZTs.c. (15 mg/kg/día)
" Chl-squared, p = 0.4444 (no significativo)
e Chi-squared, p = 0.1911 (no significativo)

En el grupo de experimentos que constituyeron este ensayo piloto, los ratones

BALB/c recibieron dos cargas tumorales diferentes, 5 x 10“ o 2x 105 células F3II

control o tratadas ¡n vitro con AZTdurante 30 pasajes (células presenescentes), el día

0 de ensayo. Para la menor carga tumoral, sólo dos animales desarrollaron tumor. La

incidencia fue más variable en los grupos que fueron inoculados con el mayor número

de células, pero no difirió significativamente entre los lotes (TABLA4).

AI día 60, los volúmenes tumorales fueron equivalentes en los animales que

tenían tumores palpables, que fueron considerados como positivos para Ia presencia de

tumor (TABLA5). La incidencia y Ia mediana de las metástasis espontáneas, si bien no

muestran diferencias significativas estadísticamente, exhiben una tendencia

decreciente en los animales que recibieron células presenescentes, tratadas con AZT¡n

vitro por 30 pasajes (TABLA6). La FIGURA21 muestra Ia distribución del número de

nódulos pulmonares superficiales en los lotes que recibieron 2 x 105 células F3II,

control o presenescentes.
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TABLA5. Efecto de la exposición in vitro a AZTpor 30 pasajes y el tratamiento con AZT
¡n vivo sobre el volumen de los tumores mamarios murinos al día 60

Volumen tumoral al día 60 (mm’)

Células control Células presenescentes"

Células" SF AZT’ SF AZT‘

50000 2700 0 3170 0

200000 3368i2097 21285:1978 S43i769 1797i2492 d

’ El día 0 del experimento, se inyectaron 5x10‘ o 2x105 células F3II en el espacio subcutáneo del flanco
derecho de S ratones hembras en cada grupo.
° Las células F3II fueron tratadas in vitro con AZTpor 30 pasajes.
‘Los ratones recibieron solución fisiológica (SF) o AZTs.c. (15 mg/kg/día)
d ANOVA,p = 0.0606 (no significativo)

TABLA6. Efecto de la exposición in vitro a AZTpor 30 pasajes y el tratamiento con AZT
in vivosobre la formación de metástasis espontáneas en pulmón.

Células control’ Células presenescentes”

SF AZTc SF AZT“

Incidencia de
metástasis en

pulmón 4/5 (80%) 2/5 (40%) 1/4 (25%) 1/5 (20%)
(positivos/total)

Número de
metástasis en

pulmón” 2 (0-5) o (0-4) o (0-6) o (0-2)
[mediana
(rango)]

' EIdía 0 del experimento, se inyectaron 2x10s células F311en el espacio subcutáneo del flanco derecho de 5
ratones hembras en cada grupo.
° Las células F311fueron tratadas in vitro con AZTpor 30 pasajes antes de la inoculación.
“Los ratones recibieron solución fisiológica (SF) o AZTs.c. (15 mg/kg/día)
" EI número de metástasis espontáneas en pulmón fue determinado 60 días después de la inoculación
tumoral. Kruskal-Wallis,p = 0.3078 (no significativo)
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FIGURA21: Efecto de la administraclón s.c. de AZTsobre la producción de metástasis pulmonares
en ratones. Los animales fueron inoculados con 2 x 105 células F3II control o tratadas por 30 pasajes In
vitro con AZT (presenescentes). Los lotes tratados in vivo recibieron AZT s.c. (AZT) en una dosis de 15
mg/kg/día en solución fisiológica, los controles recibieron solo el vehículo (SF). La línea horizontal indica la
mediana, en el caso en difiere de 0.

Las células tumorales crónicamente tratadas con AZT son menos

tumorigénicas in vivo

La tumorigenicidad ¡n vivo de las células F3II tratadas ¡n vitro con AZT por más

de 35 pasajes fue evaluada en ratones singénicos BALB/c,inyectando distintas cargas

tumorales en el espacio subcutáneo del flanco derecho. Los animales que recibieron 2

x 105 células tratadas con AZT mostraron una significativa reducción en el volumen de

los tumores primarios (FIGURA22A), y sobrevivieron más que los controles (FIGURA

228). Además, cuando los ratones recibieron una carga tumoral menor (5 x 10“

células), la formación de tumores mamarios se redujo significativamente en los

animales inoculados con células tratadas con AZT, comparados con los animales que

recibieron células sin tratar (TABLA7).
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FIGURA22: Efecto de la exposición crónlca In vitro a AZTsobre el crecimiento de los tumores
mamarios murlnos (A) y la sobrevida de los ratones (B) después de la lnoculación con células
F3II. Los animales recibieron 2 x 10s células F3ll tratadas con AZT(círculos abiertos) o células control sin
tratar (círculos llenos). Los puntos son representativos de dos experimentos independientes con por lo
menos 5 animales por grupo. *p<0.001 desde el día 40 hasta el final del experimento, test t de Student. La
sobrevida de los animales que partaban tumor fue analizada por el método de Kaplan-Meier (test Log-Rank,
p = 0.0274; test de Wilcoxon, p = 0.0374).
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TABLA7. Efecto de la exposición prolongada in vitro a AZTsobre la tumorigenicidad de
las células F311de carcinoma mamario.

Células" Incidencia tumoral Incidencia tumoral Latencia
al día 10 al día 25‘ tumoral“

[positivos/total] [positivos/total] (días)

Control 2/5 (40%) 5/5 (100%) 13.4 :t 6.1

Tratadas con AZT" 0/5 (0%) 1/5 (20%)* 20

' El día 0 del experimento, se inyectaron 5x10‘ células F3II en el espacio subcutáneo del flanco derecho de S
ratones hembras en cada grupo.
° Las células F311fueron tratadas ¡n vitro con AZTpor 35 pasajes por lo menos.
‘Se obtuvieron resultados similares al día 120.
d La latencia tumoral representa el tiempo entre la inyección de las células F311y Ia aparición de tumores
palpables. Los resultados son presentados como media :t DS considerando los animales positivos al final del
experimento.
*p<0.05; test exacto de Fisher.

En otro grupo de experimentos, los animales recibieron 2 x 105 células, fueron

sacrificados 60 días después de Ia inoculación y se analizaron los tumores subcutáneos

y los pulmones. En los tumores, el índice mitótico fue similar en ambos grupos (TABLA

8) y no se registraron diferencias en la expresión de PCNA(datos no mostrados).

Aunque la expresión de telomerasa fue positiva en tumores provenientes de ambos

grupos, el índice apoptótico mostró un incremento dramático en los tumores derivados

de células tratadas con AZT (TABLA8). La velocidad de crecimiento del tumor fue

significativamente menor y el número de metástasis espontáneas se encontró

disminuido en los animales inoculados con células tratadas con AZT respecto del grupo

control (TABLA9). La distribución del tamaño de las metástasis que mostraban los

animales control fue Ia siguiente: 56% nódulos pequeños (< 1 mm de diámetro), 31%

medianos (1-2 mm), y 13% grandes (> 2mm). En contraste, el 100% de los nódulos

hallados en los animales que recibieron células tratadas crónicamente ¡n vitro con AZT

fue muy pequeño (< 0.5 mm de diámetro).
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TABLA8. Efecto de la exposición prolongada in vitro a AZTsobre los índices mitótico y
apoptótlco de tumores mamarios originados por células F311

Tumores derivados de células" Indice mitótico Indice apoptótico
(mitosis/ 10 HPF) (apoptosis/ 10 HPF)

Control 4.2 :l: 1.3 9.5 :l: 4.2

Tratadas con AZT" 4.o :l: 1.3 90.0 a: 1o.3*

'El día 0, 2x10s células F3II fueron inyectadas en espacio subcutáneo del flanco derecho de por lo menos 8
ratones hembras. Los tumores fueron analizados 60 días después de la inoculación de las células.
" Las células F311fueron tratadas in vitro con AZTpor al menos 35 pasajes.
‘p<0.001; test t con corrección de Welch.

TABLA9. Efecto de la exposición prolongada in vitro a AZT sobre el crecimiento de
tumores mamarios originados por células F311 y el desarrollo de metástasis
espontáneas en pulmón

Células Crecimiento Incidencia de Número de
tumoral" metástasis en metástasis en

(mm3/día) pulmón pulmón‘
[positivos]total] [mediana (rango)]

Control 141 :l: 39 7/8 (88%) 16 (0-74)

Tratadas con AZT" 38 :l: 36* 5/12 (42%) 0 (0-3)“

' Las células F3II fueron tratadas in vitro con AZTpor 35 pasajes por Io menos.
° El día 0, 2x10s células F311fueron lnyectadas en el espacio subcutáneo del flanco derecho de por lo menos
8 ratones hembras. El volumen tumoral promedio fue medido dos veces por semana y la velocidad de
crecimiento tumoral fue calculada durante la fase de crecimiento exponencial. Los valores representan media
:l: SEM.

C El número de metástasis espontáneas en pulmón fue determinado 60 días después de la inoculación
tumoral.
*p<0.001; test t de Student.
'p<0.01, test U de Mann-Whitney.
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DISCUSIÓN

En la última parte de este trabajo mostrarnos, por primera vez, que las células

de un carcinoma mamario experimental tratadas de manera prolongada con dosis no

citotóxicas de AZT presentan una tumorigenicidad reducida y un menor potencial

metastásico cuando se inoculan en ratones singénicos.

Habiendo encontrado evidencias claras de la inducción de senescencia y

apoptosis ¡n vitro en las células F3II de carcinoma mamario murino, exploramos los

efectos del tratamiento ¡n vívo en ratones singénicos BALB/c.

En nuestro modelo experimental, el análisis de Ia tumorigenicidad de las

células F3II reveló que la formación del tumor primario se redujo y que la sobrevida se

prolongó en animales inoculados con células tratadas de manera prolongada con AZT,

comparados con los que recibieron células no expuestas a Ia droga. Además, el

número y tamaño de las metástasis espontáneas disminuyó significativamente.

Analizando todos estos datos en su conjunto, se observó una tumorigenicidad reducida

y un retraso en la enfermedad.

A fin de profundizar sobre los fenómenos biológicos que podrían estar

determinando Ia acción antitumoral, procedimos a analizar cortes histológicos de los

tumores y explorar sus compartimientos mitóticos y apoptóticos, como así también Ia

expresión de telomerasa. El índice mitótico y Ia expresión de PCNA no presentaron

ninguna variación entre los tumores originados en células controles o en las tratadas

con AZT. De manera similar, la expresión de telomerasa fue igualmente positiva en

ambos grupos de tumores, lo cual es consistente con el hecho que la telomerasa

retoma su actividad cuando el tratamiento con AZT es discontinuado, como

demostramos en la Parte II de este trabajo. Sin embargo, el índice apoptótico aumentó

dramáticamente en los tumores originados en células tratadas con AZT. Este hecho

relevante, confirma nuestra hipótesis según la cual las células tumorales expuestas

crónicamente a AZTson capaces de entrar en un programa de senescencia replicativa

que termina en la apoptosis.

Dentro del mismo marco, Kondo y colaboradores transfectaron un vector

antisentido contra el RNA de la telomerasa en las células de un glioma humano que



expresaba Ia enzima. Luego de 30 pasajes, algunas subpoblaciones de transfectantes
comenzaron a expresar altos niveles de la enzima conversora de la interleuquina 15,

entraron en apoptosis y exhibieron una tumorigenicidad reducida en ratones nude

[Kondo et al., 1998a]. No obstante, si bien las características fenotípicas de los

tumores humanos que crecen en ratones nude reflejan aquellas del tumor original, su

progresión y capacidad metastásica no estarían tan bien representadas como en los

modelos singénicos [Williams SS et al., 1993].

El número exacto de nucleótidos perdidos en cada ciclo de división celular en

una típica línea celular tumoral, generalmente no se conoce, pero probablemente es de

unos 50 a 200 pb. Por lo tanto, para telómeros con una longitud promedio de 5 kb,

deberían ocurrir unas 50 rondas de replicación antes del inicio de la senescencia celular

y subsiguiente apoptosis, asumiendo que los telómeros deberían ser completamente

erosionados antes de observar algún efecto. Esto implica Ia existencia de un período

prolongado antes de que se pueda apreciar un efecto positivo de la droga. Para una

célula tumoral que tiene un tiempo de duplicación de unas 24 horas, es posible que el

crecimiento del tumor rápidamente se adelante a los efectos de acortamiento de los

telómeros. Esta estadística ha recibido cierta confirmación a partir de resultados

obtenidos con una pequeña molécula inhibidora del sitio catalítico de la telomerasa, en

los cuales la reducción de la longitud telomérica en células cultivadas sólo fue

observada unos 120 días después del inicio del tratamiento. En forma similar, aunque

con este inhibidor fue observado un efecto antitumoral, el mismo ocurrió sólo después

de unos 100 días [Damm Ket al., 2001].

Este resultado indica que las drogas antitelomerasa podrían ser beneficiosas

para células tumorales que poseen telómeros cortos. En el ratón la longitud telomérica

es de unos 20 a 150 kb, en cambio en las células humanas contienen entre 5 y 15 kb

[Zijlmans J et al., 1997]. A pesar de que los telómeros sean más cortos en los

tumores, el tiempo de tratamiento con AZTque permite la dinámica de crecimiento del

tumor en los ratones no es suficiente para apreciar los efectos de acortamiento e

inducción de senescencia producido por la droga, incluso en el modelo de enfermedad

residual mínima representado por la extirpación quirúrgica de los tumores. Así, no se

ven diferencias en la sobrevida de los animales tratados con AZTen forma oral, como

tampoco en la formación de metástasis pulmonares, en nuestras condiciones

experimentales.
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Por otro lado, en un ensayo piloto, se realizó un tratamiento previo con AZT ¡n

vitro de las células tumorales, sin llegar a una senescencia masiva, y luego estas

células fueron inoculadas en los animales que, a su vez, recibieron un tratamiento

continuo con AZTs.c. in vivo. En este caso, se observó una tendencia a la reducción de

la incidencia de metástasis en pulmón y del número de metástasis con respecto a los

controles sin tratar. Si bien en este ensayo preliminar las diferencias no son

significativas estadísticamente, es un dato interesante a tener en cuenta en la

búsqueda de la ventana terapéutica de utilización de la AZT como una droga que se

pueda sumar a la quimioterapia convencional.

Esto demostraría que los telómeros se acortaron por el tratamiento en cultivo

con AZT y, una vez inoculadas en el ratón, en estas células continúa reduciéndose la

longitud telomérica, ya que siguen recibiendo AZT, hasta alcanzar la longitud critica

que podría desencadenar la senescencia replicativa. De este modo, aunque puedan

seguir liberando células eventualmente metastásicas, al limitar su potencial de

crecimiento, se ve reducida su capacidad de establecer nuevos focos metatásicos en

pulmón.

La gran ventaja de la utilización de inhibidores de telomerasa en el tratamiento

del cáncer es su alta selectividad, ya que, en principio, deberían afectar sólo a las

células tumorales y no a las células somáticas. De esta forma, los inhibidores no

deberían tener el perfil de Ia citotoxicidad convencional, especialmente si requieren de

una administración a largo plazo, lo cual es contrario al abordaje tradicional de la

quimioterapia del cáncer. Además, la AZT aporta el beneficio adicional de ser un

inhibidor de fácil administración -a diferencia de las estrategias basadas en

oligonucleótidos- y, fundamentalmente, de ser una droga de actual utilización en Ia
clínica.

La inmortalidad puede ser entendida como un escape anormal de la senescencia

celular. La AZT, mediante su acción inductora de senescencia y apoptosis en células

tumorales, se constituye en un excelente candidato como droga para el tratamiento en

el cáncer, dado que toda la evidencia apunta hacia su acción específica en células que

expresan telomerasa. Con respecto al potencial antitumoral de esta droga, es

necesario tener en cuenta que, dado que el acortamiento telomérico es un proceso

lento, la dinámica de la enfermedad puede poner en riesgo la vida del paciente antes
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que Ia acción de Ia AZTsea evidenciable. Sin embargo, puede constituir una excelente

terapia complementaria en los casos donde Ia cirugía. o las drogas convencionales
reducen la masa tumoral primaria, originando una ventana terapéutica que brinde el

tiempo suficiente para que la AZT actúe sobre las células tumorales residuales,

revirtiendo su inmortalidad y conduciéndolas a Ia senescencia o apoptosis.



QUINTA PARTE

DISCUSIÓN
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Durante estas dos últimas décadas, las investigación básica ha abierto

importantes caminos para el avance de Ia oncología médica. Han sido descubiertos

muchos nuevos blancos potenciales en el campo de la oncología, y entre ellos, Ia

telomerasa surgió como uno de los más atractivos y exhaustivamente explorado desde

mediados de la década pasada.

El interés científico generado por la telomerasa yace en la función biológica

única de esta enzima. Los blancos de las terapias evaluadas actualmente en oncología

están, en su mayoría, implicados en el control de la proliferación celular gatillando la

muerte celular o a'poptosis, o mediante la inducción de un bloqueo citostático. La

telomerasa ofrece la oportunidad potencial de controlar la proliferación celular

interflriendo con un proceso biológico único y recientemente descripto, Ia senescencia
celular.

Para considerar la telomerasa como un blanco válido para la investigación

terapéutica en oncología, era necesario demostrar en principio una correlación causal

entre su expresión en muestras tumorales (preferentemente en tumores humanos que

en líneas celulares establecidas ¡n vitro, murinas o humanas), también ensayar la

relevancia terapéutica de la telomerasa utilizando las metodologías clásicas de la

validación biológica (transfecciones celulares u'el ‘DNA, ratones knock-out y

transgénicos, mutantes dominantes negativas y estrategias antisentido) y, finalmente,

considerar las posibilidades farmacológicas [Lavelle F et a/., 2000].

La primer detección de telomerasa fue hecha en cáncer de ovario en 1994

[Counter CMet al., 1994a). Un trabajo pionero en determinar la asociación específia

de la actividad de la telomerasa humana con tumores y líneas celulares inmortales fue

el de Kim y col. en el cual demostraron que la actividad de la telomerasa estaba

presente en el 98% de las líneas celulares inmortales estudiadas, en varios tumores

humanos y en ninguna de las 22 poblaciones normales analizadas [Kim NW et a/.,

1994]. Una de las más recientes y extensas compilaciones en este sentido, incluyó 601

muestras de tumores humanos, y la telomerasa fue detectada en 476 (79%) muestras

[Raymond E et a/., 1996]. Este elevado porcentaje concuerda con aquellos

encontrados previamente en otras series y confirma a la telomerasa tanto como un

marcador como un blanco, realmente atractivo, en oncología [Ryhu MS, 1995],

especialmente dado que Ia telomerasa, además, es generalmente indetectable en los

tejidos normales adyacentes a los tumores. Es necesario tener en cuenta también las
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excepciones a esta aseveración que abarcan tanto los mecanismos alternativos de

elongación telomérica en una minoría de tumores y la actividad de telomerasa

presente en algunos tipos celulares normales (linfocitos activados, células de la línea

germinal, y células precursoras mitóticas de algunos epitelios normales) [Autexier C y

Greider CW, 1996; Greider CW, 1998]. En los tumores benignos, si bien la actividad de

telomerasa puede ser detectable, es significativamente menor que en los malignos.

Considerando esta información, podemos observar una fuerte correlación entre la

expresión de Ia telomerasa y el cáncer. La expresión diferencial de la telomerasa entre

los tejidos normales y tumorales es notable y muy superior a aquella observada para

los blancos terapéuticos clásicos como las topoisomerasas, tubulina y microtúbulos, y

enzimas involucradas en el metabolismo o la replicación del DNA.

La validación biológica de la función de la telomerasa fue llevada a cabo en ratones

knock-out para el componente RNAde la enzima [Blasco MAet a/., 1997]. Si bien los

estudios indicaron que el acortamiento telomérico y la activación de la telomerasa

podrían tener un efecto menor en la tumorigénesis murina, demostraron que la
telomerasa está involucrada tanto en control de tamaño del DNAtelomérico como en la

estabilidad de los cromosomas [Blasco MA,2002].

Mediante experimentos de transfección de líneas celulares con la hTERT se

demostró que la inducción de la telomerasa era necesaria, aunque no suficiente, para

superar la senescencia celular [Bodnar AG et a/., 1998]. Además, la habilidad de

inducir la crisis celular en una línea inmortal por la expresión de un vector antisentido

para el hTR [Feng J et al., 1995], apoyan la noción de que la inhibición de la

telomerasa es una causa y no una consecuencia de la inducción de senescencia.

Una vez validada la telomerasa como un blanco potencial en el desarrollo de

una terapia antitumoral, muchos grupos se abocaron a ensayar distintos tipos de

estrategias dirigidas a la inhibiciónde esta enzima, como ya hemos descripto.

Dado que la telomerasa puede ser vista como una transcriptasa reversa, la cual

utiliza su molde endógeno de RNApara sintetizar las nuevas repeticiones teloméricas a

partir del extremo 3' de su hebra de DNA rica en G, analizamos el efecto de un

análogo de nucléotido, probado como inhibidor de la retrotranscriptasa del HIV1.

136



En este trabajo, en primer término, mostramos que el tratamiento continuo con

AZT de las células tumorales humanas HeLa, producía un acortamiento progresivo de

los telómeros, que además resultó irreversible, ya que los mismos no recuperaron su

longitud cuando cesó el tratamiento con Ia droga.

Si bien este acortamiento no inició un proceso evidente de senescencia

replicativa en los cultivos durante el período de tratamiento, brindó las pruebas

necesarias con respecto al efecto de Ia AZTsobre Ia longitud telomérica, para ensayar

sus propiedades antítumorales ¡n vivo. La reducción progresiva de las repeticiones

teloméricas podría conducir a largo plazo a Ia senescencia celular, y su activación en

células cancerosas podría ser útil para reducir el crecimiento tumoral ¡n vivo.

Con este objetivo, en principio evaluamos los efectos del tratamiento crónico

con AZT sobre las células F3II de carcinoma mamario murino. La exposición continua

de los cultivos a la droga reveló signos morfológicos y bioquímicos de senescencia y

también de inducción de muerte celular programada, consecuencia de la inhibición de
la telomerasa.

La utilización de una línea celular murína nos daba la incomparable ventaja de

evaluar los efectos del tratamiento no sólo sobre el tumor primario sino también sobre

la formación de metástasis en un modelo singénico.

El tratamiento ¡n vitro con AZT de las células tumorales hasta un estadio

anterior a la senescencia, previo a su inoculación en animales, mostró una tendencia a

Ia reducción de la incidencia y del número de metástasis en pulmón en los animales

que siguieron recibiendo AZT s.c., con respecto a los controles que recibieron células

sin tratar. El resultado de este ensayo piloto, aunque no sea estadísticamente

significativo, indicaría que efectivamente habría un acortamiento telomérico en cultivo

por AZT que sigue progresando en el animal por Ia AZT administrada en forma s.c.,

reduciendo así Ia capacidad de crecimiento de las células potencialmente metastásicas.

En el mismo sentido, en nuestro modelo experimental, cuando los animales

fueron inoculados con células senescentes por el tratamiento ¡n vitro con AZT, se

redujo el crecimiento de los tumores primarios (por inducción de apoptosis) y se

prolongó la sobrevida, con respecto a los controles que recibieron células sin tratar con

la droga. Además, tanto el número de las metástasis en pulmón como el tamaño de las
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mismas fueron menores en los animales que habían sido inoculados con células

tratadas con AZT. Así, Ia exposición crónica ¡n vitro a AZT de las células de carcinoma

mamario murino F3II, resultó en una tumorigenicidad reducida de las mismas y un

retraso en la enfermedad en los ratones singénicos.

El principal punto a tener en cuenta en Ia utilización de Ia telomerasa como

blanco de una terapia antitumoral es Ia relevancia clínica del resultado de Ia inhibición

de Ia enzima en Ia progresión de Ia enfermedad en pacientes con cáncer [Lavelle F et

al., 2000]. De acuerdo con el paradigma corrientemente propuesto para los telómeros

y telomerasa, que hemos discutido extensamente, se puede predecir que Ia inhibición

de la telomerasa no afectará un tumor hasta que sus telómeros alcancen el tamaño

crítico que gatille Ia senescencia. Esto significa que durante Ia terapia anti-telomerasa,

las células tumorales continuarían creciendo, sufriendo unas 30 divisiones celulares,

hasta que los telómeros alcanzaran la longitud crítica que conduzca a la senescencia.

De este modo resulta obvio que la terapia no es aplicable a aquellos pacientes con

tumores avanzados al iniciode la terapia, para el tratamiento del tumor primario.

Considerando el retraso de los potenciales efectos de los inhibidores de la

telomerasa sugeridos por el paradigma “telómeros/telomerasa”, actualmente existe

consenso en considerar a los inhibidores de Ia telomerasa dentro de una terapia:

adyuvante. Serían beneficiarios sólo los pacientes con un volumen tumoral mínimo al

inicio de Ia terapia, incluyendo aquellos en los cuales el tumor primario fue reducido

por procedimientos convencionales, en los cuales el tratamiento tendría efecto también

sobre Ia formación y el crecimiento de las metástasis.

Es indispensable ensayar los efectos de los inhibidores de la telomerasa en

modelos experimentales que reflejen la situación clínica, como hemos hecho en el

presente trabajo. Una de las principales dificultades yace, justamente, en el diseño del

modelo preclínico más adecuado, y en la búsqueda de la ventana terapéutica que

permita evaluar los efectos antitumorales de Ia droga.

Dado que serían necesarios tratamientos repetidos y prolongados, los

inhibidores de la telomerasa no deberían ser tóxicos y deberían ser activos por la vía

oral. En este sentido, Ia AZTcuenta con la gran ventaja de ser una droga fácilmente

administrable, ya probada en otras patologías y muy utilizada en Ia clínica
corrientemente.



En este trabajo demostramos, por primera vez, que a través de su acción

inhibitoria de la telomerasa, la AZT es capaz de revertir el estado inmortal

característico de las células tumorales conduciéndolas a un estado “mortal”, actuando

específicamente sobre células que expresan telomerasa. La AZT constituye así una

droga potencialmente muy útil para una terapia adyuvante durante periodos

prolongados. Considerando el cáncer como una enfermedad crónica, la AZT podría

actuar sobre pequeños focos de células tumorales residuales, conduciéndolas a la

muerte celular y produciendo así una prolongada remisión de la enfermedad.



SEXTA PARTE

CONCLUSIONES
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En el presente trabajo se analizaron los efectos del tratamiento crónico in vitro

con AZT sobre dos líneas tumorales y su relevancia en la tumorigénesis. En primer

lugar, investigamos si la exposición continua de la línea de cáncer cervical humano

HeLa, que muestra actividad de telomerasa, llevaba al acortamiento de los telómeros.

En una segunda etapa, con el objetivo de realizar estudios en un modelo animal,

utilizamos la línea de carcinoma mamario murino F3II y evaluamos si la exposición

crónica ¡n vitro a AZTde cultivos de esta línea celular, era capaz de inducir senescencia

y conducirlas a la apoptosis. Finalmente, realizamos ensayos in vivo con las células

F3II, en ratones singénicos BALB/c,para evaluar los efectos del tratamiento con AZT

sobre la tumorigenicidad de la línea.

Retomando los objetivos específicos, las conclusiones de los resultados
presentados en este trabajo son las siguientes:

1. La exposición continua a AZT de cultivos de la línea celular humana HeLa de

carcinoma cervical produjo un acortamiento irreversible de sus telómeros, ya

que los mismos no se alargaron, sino que mantuvieron su longitud, al

suspender el tratamiento con este análogo de nucleósido.

2.. Las células F3II exhihieron actividad de telomerasa y la misma fue inhibida por

el tratamiento crónico de los cultivos con AZT, sin disminuir la expresión del

mRNA de la mTERT. Tampoco se observó una inhibición de la proteína en los

cultivos expuestos a la droga, si bien los niveles se encontraron algo

disminuidos. Las células tratadas en forma continua con AZT mostraron signos

morfológicos y bioquímicos de senescencia celular y de inducción de apoptosis.

3. Las células F3II tratadas in vitro con AZTmostraron una fuerte reducción de la

tumorigenicidad, con respecto a los controles, al ser inoculadas en ratones

singénicos. Se redujo la formación del tumor primario y del número de

metástasis espontáneas en pulmón, posiblemente debido a un aumento de la

apoptosis en las células tratadas in vitro con AZThasta la senescencia.

4. Los ensayos preliminares en modelos preclínicos sugirieron que la

administración de AZT ¡n vivo —en una dosis semejante a la utilizada en la

clínica- podría conducir a una reducción de la capacidad tumorigénica y

metastásica de las células pretratadas ¡n vitro con AZThasta un estadio anterior
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a la senescencia. No obstante, resta experimentación preclínica dirigida a

evaluar combinaciones con quimioterapia convencional.

Estos resultados muestran a la AZT como una droga capaz de inducir

senescencia en células tumorales, revírtiendo así su estado de “inmortalidad”, obtenido

precisamente al escapar de los mecanismos inductores de senescencia. Su acción sería

específica sobre células que expresan telomerasa, un marcador muy relacionado con

células cancerosas. De acuerdo con los datos presentados en este trabajo, Ia utilización

de este inhibidor de telomerasa en la clínica sería útil en una terapia complementaria

en combinación o con posterioridad a la cirugía, la radioterapia o la quimioterapia

convencional. Así Ia AZT podría actuar sobre los pequeños focos de células cancerosas

residuales conduciéndolas a la senescencia o apoptosis.
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