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RESUMEN

Los telébmeros son regiones de ADN no codificantes $p encuentran en los extremos
de los cromosomas de eucariotas y que mantienestébilidad estructural de los mismos.
Existe una asociacion entre el acortamiento telmmérel envejecimiento. Ademas, cuando los
teldmeros quedan reducidos hasta un tamafio cnBeoa tener dificultad para separarse
durante el ciclo celular, por lo que se generartiasmnes teloméricas (TAS) e inestabilidad
cromosOomica. Como consecuencia, aumenta la pradeditle producirse errores que generen
cambios genéticos importantes en el desarrollo lasicp. La telomerasa es una
ribonucleoproteina capaz de sintetizar las secasmneipetitivas de los telémeros, por lo que
produce la estabilizacion de los mismos. En losndls afios se ha observado la existencia de
una correlacion entre la disminucién de la actiditlomerasa y el envejecimiento, asi como el
aumento de los niveles de telomerasa en diferemteplasias. Todo ello, hace que la
telomerasa sea una interesante diana terapéutiebesvejecimiento y patologias asociadas al
mismo, asi como en la terapia anticancerigenaaecuél aporta la ventaja de una mayor
selectividad y menores efectos secundarios quelapias actuales. Si bien hasta el momento
la mayoria de los avances son experimentales, yaesi@as terapias son una realidad y son

diversos los farmacos desarrollados, algunos yssetrtlinico.

PALABRAS CLAVE: telomeros, telomerasa, longitud telomérica, enujiento, cancer.

ABSTRACT

Telomeres are non-coding DNA regions located at é&mel of the eukaryotic
chromosomes and maintain their structural stabilityere is an association between telomeric
shortening and aging. In addition, when telomeresraduced to critical size, they will have
difficulty separating during the cell cycle, resudf in telomeric associations (TAS) and
chromosomal instability. As a consequence, the gy of producing errors that generate
important genetic changes in neoplastic developmerireases. Telomerase is a
ribonucleoprotein capable of synthesizing the liépetsequences of telomeres, thus producing
stabilization thereof. In recent years, there heenba correlation between decreased telomerase
activity and aging, as well as increased levelsetdmerase in different neoplasms. All this,
makes telomerase an interesting therapeutic tangéte aging and associated pathologies, as
well as in anticancer therapy, in which it bringm tadvantage of a greater selectivity and
smaller side effects than the current therapieshotigh most of the advances so far are
experimental, nowadays these therapies are alregality and various drugs have been

developed, some already in clinical use.
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1. INTRODUCCION
1.1INFORMACION GEN ETICA
Los &cidos nucleicosADN y ARN) son las moléculas encargadas del almacenam
transmision y expresion de la informacion genéADN y ARN son polimeros de gran tame

formado por unidades béasicas que son los nucletide cuéles a su vez se componen de

elementos:
NH2
1. Azulcar ribosa (ARN) o desoxirribos o <Nf\N
( ADN) 'O—IIEI’—O—CHZ N \N/”
. 8
2. Base nitrogenadaAdenina, Guanine H
OH OH
Citosina, Timina (ADN) y Urailo Pentoss Base
(ARN). Fosfato Nuclebsido
3. Grupo fosfato Nucledtido

Figura 1. Composicién de los nucleétido
En 1953, James Watson y Francis Crick propusieel modelo definitivo de un

estructura de doble hé antiparaleliparala molécula de ADN (Watson y Crick, 19%

Figura 2. Modelode doble hélice del ADN representado con grupos faso.
Molécula de ARN: el ARN no va a formar una doble hélice, sino queus caden

simple de nucleoétidos. Estdrmado por ribonucledtidos, cuya pentosa es wasa (ervez de
la desoxirribosa del ADN).

En el ARN no haypase nitrogenada Timina (T), sino que en su lugansplea el Uracil
(U), que se complementa con la Adenina en los gaxcde transcripcion y traducci

Hay que tener en cuenta que no existe una estaustaundaria regular ymple para
todas las moléculas de ARN. Ademds, desde un mimtaista funcional existe una varie
gama de moléculas de ARN, siendo los mas abunglartmunes a todo tipo de células: AR
ARNry ARNm.



Con respecto a las células eucariotas, encontrarmas moléculas de ARN que van
desde ARN interferentes hasta ribozimas (enzimagigonen un componente de ARN, como es

el caso de la enzima telomerasa).
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Figura 3. Tipos de ARN: ARNm, ARNty ARNTr.
Flujo de la informacion genética:el Dogma Central de la Biologia Molecular se refier

a los tres procesos llevados a cabo por los aadoteicos (ADN y ARN): replicacion,
transcripcion y traduccion.

Gracias al descubrimiento de la estructura en dbbliee por Watson y Crick, pudo
comprenderse como el ADN es una molécula capazeglicarse con una extraordinaria
precision y capaz de almacenar la informacion ra@egara producir y mantener a un
organismo Vvivo.

El ADN contiene una serie de instrucciones parasttoin proteinas, que son las
macromoléculas responsables de la mayor partesdardpiedades y funciones celulares de un

organismo.

M

ﬁﬁ*

TRANSCRIPCTON TRADUCCTON

ARN PROTEINA
h

RetrotranscH ptasa
de los retrovirus

Figura 4. Flujo de la informacion genética.

1.1.1 GENES Y GENOMAS

Un gen es un segmento de ADN que codifica la setaigmimaria de un producto final
(ARN o proteina), que presenta una funcién estrattucatalitica.

Ademas, el ADN también contiene una serie de sefpman secuencias que tiene sélo
una funcion reguladora; de forma, que van a aataaro sefiales que permiten identificar el
principio y fin de los genes, influir en su trarigcion o funcionar como puntos de inicio para la

replicacion o recombinacion.



Cabe destacar que el genoma es

CELULA EUCARIOTA !
Protistas
Cromosoma Plantas |

nuclear =

Hongos
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constituido por el material genético de u

mitocondrial

cloropléstico

anico y completo de informacion
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genética. Es decir, que todas las célul:

de un organismo multicelular van & oo sl dais
presentar el mismo material genético. e
AR
El material genético se encuentr. T
.m -Virus |
distribuido en unidades denominada —
cromosomas, teniendo en cuenta que Gadeng, P

conjunto de cromosomas se mantiene

organismos de la misma especie y qt

cada especie va a tener un nime S mies

W

cromosomico y una apariencia Figura 5. Comparacién estructural de los genomas

caracteristica. eucariotas, procariotas y virus.

Los cromosomas tienen una estructura diferentensegyfrate de eucariotas, procariotas o
virus. Asi, mientras que el cromosoma procariota gar circular, los cromosomas eucariotas y

viricos son lineales.

1.1.1.1 GENOMAS EUCARIOTAS

El ADN eucariota presenta una organizacion genétisdante mas compleja que el ADN
procariota. Mientras que el cromosoma bacteriankineal y practicamente toda la secuencia
codifica informacion (excepto algunas secuencitargendémicas), en eucariotas encontramos
cromosomas lineales que presentan segmentos eodéfc(exones) intercalados con segmentos
de ADN que no van a codificar la secuencia de aatigos (intrones), junto con secuencias
intergendmicas que tampoco son codificantes. Conmseruencia, se interrumpe la relaciéon

colineal entre la secuencia de nucleotidos delydarsecuencia de aminoacidos del polipéptido.
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Figura 6. Diferencias entre cromosomas procariotag eucariotas.Siendo representadas las regiones intergénicas@n c

blanco, los intrones en verde claro y los exonegeete oscuro.

Tipos de secuencias del ADN eucariot&l ADN eucariota se encuentra compuesto por,
al menos, tres tipos de secuencias: secuenciaPietficas, ADN moderadamente repetitivo

y ADN altamente repetitivo.



» Las secuencias de ADN dUnicas se encuentran coragugsir grupos de
nucleétidos que solo se repiten una vez o, comamuaxunas pocas veces en el
genoma.

< EIl ADN repetitivo tipico se encuentra compuesto ggruencias de 150 — 300 pb,
que suelen cumplir funciones importantes en lasilagl (ADN ribosomal
codificante).

» EI ADN altamente repetitivo suele componerse pangsede 10 pb, encontrdndose
agrupados en centomeros y teldmeros.

Elementos transponibles y variabilidad genéticalos elementos transponibles son
secuencias moviles y autosuficientes de ADN quiesymoducir mutaciones con frecuencia y
que presentan capacidad de replicacion. DichodipADN puede llegar a representar al menos
un 50% del genoma humano.

Lejos de tratarse de ADN inservible, recientesdistuatribuyen a los elementos moviles
una gran importancia en aspectos tan cruciales tamganizacidn estructural del genoma o la
introduccion de la plasticidad gendmica necesaia mejorar la adaptacion al medio.

ARN interferentes pequefios y microARNtambién es importante describir la presencia
de genes que dan lugar a microARN.

Las células eucariotas contienen ARN muy pequefiasupdantes denominados ARN
interferentes pequefios (SiARN) y micro ARN (miARNjue son responsables de la
interferencia por ARN que genera el “apagado” dexjaresion génica.

La interferencia por ARN (ARNi) es un mecanismocse mediante el cual las células
eucariotas van a poder limitar la invasion de gexésifios y poder silenciar la expresion de los
genes propios.

Dichos ARN van a participar en la degradaciéon d&NAmensajero, inhibicion de
traduccién, metilacion del ADN y remodelamientocdematina.

ADN mitocondrial: la gran mayoria del ADN en eucariotas suele enarsdgren el
nucleo, aunque las mitocondrias y cloroplastospk) también van a contener ADN.

Dichos organulos van a ser los encargados de ldupcdn de ATP, habiendo
evolucionado desde la endocitosis de bacteriagleias ancestrales con nucleo eucariota. La
mayoria de genes que se encontraban dentro desdich@nulos fueron desplazandose hasta el
genoma nuclear.

Las mitocondrias y cloroplastos de los eucariotekiades van a conservan ADN
codificante para las proteinas que son esencialesgb funcionamiento del organulo, asi como
ARN ribosémico y ARN de transferencia (necesarmsulicha traduccion).

El ADN mitocondrial (ADNmt) se encuentra localizagm la matriz mitocondrial,

teniendo en cuenta que cada mitocondria va a pgegsedltiples moléculas de ADNmt.



La cantidad total de ADNmt en una

0/16,569

célula va a depender del numero de

LHON
(15,257)

mitocondrias, tamafio del ADNmt vy

O Complex|

Q Complex Il

*~~LHON (@ ComplexIV

(3,460) (@ ATP synthase

7 LHON |@ Transfer RNA
q!4.160) |@ Ribosomal RNA

© Control region of DNA

nimero de moléculas de ADNmt por

mitocondria.

Las mitocondrias van a presentar
herencia citoplasmatica, por lo que las
mitocondrias tienen que tener su propio

sistema genético.

Figura 7. ADN mitocondrial.
Cabe destacar que el espermatozoide apenas cgplasita, por lo que el 6vulo va a ser

el responsable de practicamente el 100% del ADNienado responsable de la sintesis de

ARNr, ARNt y proteinas necesarias para el transpelgctronico mitocondrial.
Por ello, las mutaciones en el ADNmt van a presemta patron de herencia

citoplasmatico materno, pudiendo dar lugar a lapeoion de enfermedades.

1.1.1.2 ESTRUCTURA DE CROMOSOMAS EUCARIOTAS

El cromosoma consiste en una molécula de acideeitacton la finalidad de portar la
informacion genética en células eucariotas y protzes, virus u organulos.

Los cromosomas eucariotas van a encontrarse fosn@do cromatina, que son
complejos de ADN con proteinas (histonicas y ntdhisas). Dichos complejos van a permitir
la compactacion del material genético, a la vezapgeta estabilidad.

Entre las proteinas asociadas al ADN se encuentran:

« Proteinas histonason proteinas pequefias que presentan una gréidacade

aminoacidos con carga positiva (Lys y Arg); de farmue permite interaccionar
con los grupos cargados negativamente del esqdesfado del ADN.

 Proteinas no histonaalgunas presentan funciones bioldgicas y/o estrales. Por

ejemplo, las proteinas de ensamblaje del cromos(agadan a plegar y
empagquetar el cromosoma).

Niveles de organizacién de cromatinaen una célula eucariota, la longitud total de la
molécula de ADN es alrededor de un metro. Sin egahdodo el material tiene que entrar en el
nacleo, que presenta un diametro medio dmb5

Por ello, el ADN tiene que adoptar un alto grad@hpaguetamiento para poder alojarse
en el interior del nucleo eucariota.

Para facilitar esta compactacion se produce lanud@la doble hélice de ADN con una
serie de proteinas. El grado de compactacion deotaatina varia a lo largo del ciclo celular,

siendo maximo este grado de compactacion en elosmma metafasico.
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0jo de replicacion Trascripcian

Durante la interfase, la

e
cromatina va a presentar un

grado de empaguetamiento Gromosoma

de unas 2000 veces; es decir, Centrtimern Clﬂémas
lo que en su estado natural

ocuparia 2000 mm pasa a M

ocupar 1 mm. Para ello, tiene M

ProfaSe
que producirse la uniéon de la
doble hebra de ADN con las Anafase Melafase
histonas. Figura 8. Fases del ciclo celular y cambios sufridopor  la cromatina.

Transformaciones del cromosoma durante el ciclo aghr.

Existen 5 tipos principales de histonas (H1, H22BHH3 y H4) que van a asociarse
entre si para formar un octdmero, de forma quepb46s de bases de ADN van a dar 1'65
vueltas alrededor del octdmero. Como consecueBeiagenera la estructura denominada
nucleosoma(10-11um de diametro), siendo la unidad basica de orgeidizale la cromatina.

Cada octamero esta formad( \ucieosoma i

por dos dimeros de las histonas H

y H4 y un tetrdmero de histonas /€=

H2A 'y H2b. Ademas, cada %‘ﬁq
nucleosoma lleva una molécula di ¢ )3);

Histona H1

. . . (b) Solenoide N7 7Y
histona H1 que sirve de anclaje B i

"“‘ y histona H1

Estas histonas tienen un dominit Histonas |

|
carboxiloterminal globular y una '»';;‘Jf )
cola aminoterminal no estructurad: /
(Kourazides, 2007). La fibra de Toee

cromatina de 1@um va a sufrir un

Octamero de mslcnax‘
147 pares de bases de ADN

segundo grado de enrollamientt

sobre si misma para dar lugar a ur
S

estructura llamadaolenoide que

va a presentar 6 nucleosomas por Figura 9. Distintos estados de compactacion de laotnatina.
vuelta.

Progresivamente, se van generando estructuras @omaenta el grado de compactacion
de la cromatina hasta alcanzar el maximo nivel, cueesponde al cromosoma metafasico
(Figura 1X).

Elementos funcionales de los cromosomas eucariotésncionalmente, la cromatina se
encuentra organizada en dos areas estructuralerdifs llamadas heterocromatina silenciosa

y eucromatina activa.



1.Heterocromatina silenciosaorresponde a la mayor parte del material nuatear

incluye a los telémeros y regiones pericentrom@riddichas regiones van a
tender a ser ricas en secuencias repetitivas yex te bajo contenido génico
(Kimy cols., 2009).

2.Eucromatina activeel resto del genoma que no es heterocromatieacsiisa va a

encontrarse formado por eucromatina, que es tigosmmalmente activa vy
contiene la mayoria de los genes.
Los siguientes elementos van a permitir la correefdicacion y segregacion de los
cromosomas eucariotas:

« Origenes de Replicacidlps cromosomas eucariotas presentan muchos edgkn

replicacion para asegurarse que la totalidad deih@soma pueda replicarse
rapidamente.

» Centromero secuencia de ADN que actia como punto de unidlagi@roteinas
gue fijan el cromosoma a los microtibulos del huédtico durante la division
celular (siendo esencial para la correcta segrégat@ los cromosomas entre las
células hijas).

« Teldémeros son secuencias con una funcién estabilizadora, 1 encuentran

situados en los extremos de los cromosomas ewra(iBlackburn, 1991).

INTERFASE MITOSIS INTERFASE

telomero —@ @

origen.de __H 4
replicacion

centromero —-4| I

- L ' il
ER B

Porcion del Cromosomas

huse mitético duplicados en
células separadas

Figura 10. Elementos de la secuencia de ADN neceisarpara producir un cromosoma eucariota capaz deeplicarse y
segregarse durante la mitosidJn cromosoma tipico durante el ciclo celular aga&ipor la Interfase, donde comienza la
replicacion del ADN en los origenes de replicagi@vanza bidireccionalmente a lo largo del cromasdmego, en la Fase M,

actua el centdmero para unir los cromosomas dujglical huso mitético (por lo que distribuye unaia@pcada célula hija).

1.2 REPLICACION DEL ADN
Es la duplicaciéon del material genético celularvirea su division, siendo la Unica

manera de garantizar que las células hijas presehteismo genoma que la célula madre.
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La replicacion del ADN es semiconservativael descubrimiento de la estructura en
doble hélice del ADN pudo proporcionarse una eggii@gn al mecanismo de replicacion del
material genético celular. Dicha estructura en eldtglice permiti6 conocer que la funciéon de
cada hebra de ADN sera servir de molde para lasséntle una nueva hebra hija. Asi, mediante
el ensamblaje de las bases complementarias, seagemealos hélices idénticas a la original,

formada cada una por una hebra parenteral y uma Helnueva sintesis.

§ 5 5 . ACACAC hebra parental
VAN e VY 7 TGTGIG  Hebra hija
¢ & &« .
2 ? & "; ACACAC
: < < & e TGTETG
N N N " ACACAC Hebra hija
: < & & ¢ & K & ¢« T TGTGTG hebra paremal
4 s s = 4 (_) -1 s
4 < % < WO X
A, Modelo conservativo | | B. Modelo ssmiconssrvativa) | C. Modela dispersivo Figura 12. Replicacion semiconservativa del ADN.

Figura 11. Diferentes modelos de replicacion.

Etapas de la replicacién del ADN en procariotastas moléculas de ADN gue vayan a
ser replicadas tienen que teneranigen de replicacion desde el cual se produce el inicio del
proceso de replicacion en ambas direcciones hastagjtermina de copiar toda la molécula.

En el origen de replicacion va a producirse la taparde la doble hélice de ADN, que
generara las burbujas de replicacion. Cada burbelijeeplicacion presenta dos horquillas de
replicacion, que van a ir desenrollando la hélieeA®N en direcciones opuestas mientras las

dos cadenas se van replicando.

Al origen de replicacion va a unirse una .

proteina de iniciacion que desenrolla el ADN, la Helicasa

Primasa

ADN helicasa, que va a producir la rotura de los

ssb

. . , DNA de cadena
puentes de hidrégeno. Las proteinas SSB sencila

oriC

(proteinas estabilizadoras) van a estabilizar las

cadenas separadas y la ADN girasa

(topoisomerasa) va a reducir la torsion generad%gura 13. Burbuja de replicacion con actuacion de
al desenrollarse las dos cadenas del ADN. helicasa, primasa y proteinas SSB.

Una vez que la ADN helicasa inicia su movimiente, & producirse la union de la
primasa. La primasa es una ARN polimerasa encardadsantetizar urprimer o cebador de
ARN, que es necesario como sitio de union paraDé Aolimerasa, que va a comenzar a
incorporar el resto de desoxirribonucleétidos.

La hebra continua solo requiere una vez la aco®lagrimasa, mientras que la cadena
retardada va a requerir que la primasa afada umeprtada vez que comience un Nuevo

fragmento de Okazaki.
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Al comenzar a trabajar la

enzimas responsables de la eura ADN polimerasa
de la horquilla de replicacion
colocarse el cebador mediante

. ! /1
N 4 i :
primasa, entra en juego la AL i

polimerasa. Entonces, comienza

o
"
o

sintetizar las nuevas cadenas de A Hebra Y, 7.4 p.
. Retardada . ;
de las dos hebsa Al conjunto d¢ 3 Replisoma
todas las proteinas implicadas er W
replicacion se le conoce com [ ADN ligasa |
replisoma (Figura XIV). Figura 14. Replisoma

Las funciones comunes de todas las ADN polimenesas ser

1.Sintetizar una secuencia complementaria y antiglaral partir de un molc

2.Sintetizar la nueva hebra en direcciér— 3'.

3.Requerir un cetdor de ARN para afiadir el primelesoxirribonucleétido a |
cadena.

4.Asociarse a otras proteinas para realizar su fou

5.Catalizar la formacion d enlace fosfodiéster entre un extrem-OH del dltimo
nucleétido de la cadena recién sintetizada y +~P del nuevo nucledtic
trifosfato a incorporar, dando lugar a la liberadite dos fosfatos en el proce

Requiere una especial mencién la ADN perasa Il deEscherichia co, que es un
complejo multiproteico formado por tres subunidafle® y €) que realiza la mayor parte (
trabajo de replicacion del ADN debido a su actididaolimerasa 5— 3' y actividad
exonucleasa 3~ 5’ (correccion durate la lectura).

También, hay que destacar la ADN polimerasa IEscherichia co, que presenta
actividad polimerasa 5~ 3, actividad exonucleasa 3> — 5’ y actividad exonucleasa 5° — 3’;
por lo que su principal funcién consiste en retioarcebadorey rellenar los hueco

En cada horquilla de replicacion vamos a encontraraamena parenteral con direcc
5" — 3’y otra cadena parenteral con direccior85’. Dado queodas las enzimas encarga
de la polimerizacién (ADN polimeras: trabajan en direccion 5~ 3', encada horquilla de
replicacion nos encontremos con icadena liderque va a sintetizae de forma continua y u
cadena retrasadague va asintetizarse de forma discontinua.

Para la sintesis de la heten sentido 3'— 5, se demstr6 que dicha hebra seg
creciendo en direccion 5> 3’ gracias auna estrategia de la polimerasa que permite, miex
la formacién de bucles, la generacién de una skripequefios fragmentos que rellenabal
espacios de la horquilla “marcha atré(siendo dichos pequefios fragmentos denomin

fragmentos de Okazak).

12
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Figura 15. Horquilla de replicacién con fragmentosle Okazaki y cadenas recién sintetizadas antipardies.

Cada fragmento de Okazaki se inicia con un cebdtisteriormente, va a producirse la
eliminaciéon de todos los cebadores por la ADN pelasa y la union de los fragmentos de
Okazaki mediante la ADN ligasa a través de un enfasfodiéster y sin la necesidad de afiadir
un nuevo nucleétido.

Es decir, al ADN ligasa va a encargarse de uniiteho nucle6tido afiadido por la ADN
polimerasa | con el primer nucle6tido afiadido poADN polimerasa Ill.

s Dy 3@ s [y 3’ 5 I 3’
3 I 5’ 3 I 5

AMP+

Figura 16. Accién de la ADN ligasa en la unién dedgmentos.

Finalmente, se produce la etapatdeminacién de la replicacion que se tiene lugar
cuando la ADN polimerasa se encuentra con una geieude terminacion, que van a retener a
las horquillas de replicacién. Concretamente, vamgoatener secuencias que facilitan la
decatenacién y separacion del ADN resultante. (Mezty cols, 2017).

La replicacion en procariotas y eucariotas vanesgumtar nexos comunes, ya que ambas
son semiconservativas, bidireccionales, semidiguges (hebra lider y hebra retardada) y con
participaciébn comun de varias enzimas (helicasg®isomerasas, polimerasas, ligasas, etc.).

Sin embargo, las células eucariotas y procariots a presentar diferencias en la
replicacion:

1.Mayor tamaiio del ADN eucariota.

2.Mudltiples puntos de iniciacion en un mismo cromoaa@n eucariotas.

3.La estructura nucleosomica eucariota debe disecig@ra dar inicio a la
replicacion.

4.Deben sintetizarse nuevas moléculas de histonasaamiotas.

5.Problemas en eucariotas debido a que los cromossondmeales.

6.En eucariotas la replicacion se produce en el njahéentras que en procariotas se

produce en el citoplasma.
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7.Hay 5 tipos de ADN polimerasas en eucariotas (adoala ADN
polimerasax como cebador).

8.Menor tamafio de los fragmentos de Okazaki en c&uaariotas (200 pb vs. 2000
pb).

9.En las células eucariotas, la replicacion tienadum la fase S del ciclo celular

(Replicaciin ADN}

Figura 17. Fases del ciclo celular.

Los cromosomas lineales de las células eucariaias\presentar numerosos origenes de
replicacion. Al presentar un mayor nimero de orgale replicacion va a garantizarse que toda
la molécula de ADN se repliqgue completamente ehraxe periodo de tiempo.

Como consecuencia de la presencia de varios odghneeplicacion, las burbujas se irdn
abriendo simultaneamente e iran aproximandose a anatras dando lugar a su fusion y

completando la replicacion.

En las células eucariotas
5«

- — —— —

5‘_/—'—-\ P Y

)d Ly
burbuja de replicacion

horquillas de replicacion

Figura 18. Burbujas de replicacién y horquillas dereplicacion en el origen de replicacion de célulesucariotas.

Es muy importante destacar que en eucariotas lel @ular y la replicacion tienen que
quedar coordinados. Para ello, la célula cuentapcoos de control, en lo que se encuentran
implicadas lagiclinas (A, B, D y E). Las ciclinas son proteinas pequeiizes se sintetizan en
distintos momentos del ciclo celular y que son sadas para la activacion de lgsinasas
dependientes de ciclinas (CDK)

Las quinasas van a ser inactivas hasta que selwwnponente ciclina. Entonces, se
forman las CDK activas, que fosforilan numerosastginas esenciales para el paso a las
distintas etapas del ciclo celular (Rodriguez ¥ c@004).

Hay tres puntos de control que se encuentran dadt® por ciclinas, entre los que
encontramos el punto G1/S y G2/M. Las ciclinas gleito de control G1/S se sintetizan y
acumulan durante la fase G1, siendo degradadasrgadlisis dependiente de ubiquitina en el

proteosoma durante la fase S.
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Figura 19. Influencia de CDK-ciclinas en el complej pre-replicativo para dar lugar al comienzo de laeplicacion

del ADN en eucariotas.

Al existir multiples origenes de replicacion hadalta mecanismos que aseguren que
cada secuencia se copie una sola vez. La replicat@écada una de las secuencias debe de
completarse antes de seguir a la siguiente fastroe que el ciclo celular y el complejo de
replicacién queden coordinados.

En la fase G1 se acopla@mplejo pre-replicativo (Pre-RC), para cuya activacion es
necesario que las ciclinas G1 activen a las quénasarespondientes y asi fosforilen a sus
dianas (Cdc6 y Cdtl). Al fosforilarse las dianasavwproducirse una disminucion de la afinidad
de Cdc6 y Cdtl (ambas reclutan polimerasas) poorablejo Pre-RC. Como consecuencia, se
separan y permiten que la Helicasa (Mcm-2 y Mcrmprdduzca la apertura de las hebras del
ADN, se unen las ADN polimerasas y se inicia ldicapion (Figura XIX).

Al final de la fase S se da el desacoplamientadeiplejo y al final de la fase de mitosis
se da la ausencia de ciclinas, que permite la fudmale complejos Pre-RC.

Es decir, mediante la sintesis y degradacion deitdigas van a generarse numerosos
puntos de control que regulan la progresion déb celular (Kastan y cols., 1995).

Puntos de control del ciclo celularia proteina del retinoblastoma (pRb) actia como un
freno, manteniendo a la célula en la fase G1 megllarinhibicion de los genes necesarios para
entrar en la fase S. Concretamente, pRb es fasdariiBuchkovich y cols., 1989) mediante el
complejo ciclinaD/CDK4/6, por lo que se producdilb@racion de los factores de transcripcion
E2F. Como consecuencia, se produce la activacida ttanscripcion de genes y se permite la
progresion del ciclo celular (Weinberg, 1995).

Por otra parte, la proteina p53 produce la paratiaido celular, antes de alcanzar a la
fase S, en caso de que se hayan producido dafies ADN (Gorgoulis y cols., 2005). Al
activarse, p53 se une al ADN en sitios especifiaogjando como factor de transcripcion del
gen p21, que codifica un inhibidor de la CDK. Abdpiear la actividad de las CDK se evita la
hiperfosforilacién de pRb, de manera que el fadeotranscripcion E2F permanece inactivo y se

impide la progresion de la célula hacia la fase S.
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Figura 20 (Imagen modificada de Rodriguez y cols., 20C. A) Interaccion de pRB, ciclinas, quinasas y E2F en Idases de

ciclo celular. B) p53 para el ciclo celular ante un dafio en el A,

1.3IMPORTANCIA DE TELOMEROS EN REPLICACION DEL ADN

El ADN eucariota es lineal y se elentra distribuido en cromosomas. Al ser lineale:
presenta un problema en la replicaciénlos extremos libres de los cromosol, ya que las
ADN polimerasaseran incapaces de polimerizar las secuenciasn@eside los extremos u
vez que son retirados los cebadc Por ello, se produciria el acortamiento del cromaus@n
cada ciclo de replicacion.

Para evitar que se pierda informacion relevantecada ciclo,en el extremo de los
cromosomas encontramos ltelomeros que son unasecuencias no codifican de ADN
localizadas en los extremos de los cromosomas, foungadn consiste en protega estructura
del cromosoma y la informacion genética. Tambiéogrian definirse como caperuzas
protecciorsituadas al final del cromoma (Hernandez, 1999).

Hay que tener en cuenta que en caso de que los extasrios cromosomas estuviel
libres se producirian mecanismosasociacion de cromosomas linealpsr lo que general
desestabilizaciéorAdemas, los extremos libres son mas susceptiblesadgies p« nucleasas y
fosfatasas (Saltman y cols., 19!

Paragarantizar la estabilidad de los cromosc, a estas secuencias de ADN se asc
proteinas y dan lugar a ltslosoma:; que son complejos dwoteinas (shelterinasSe trata de
complejos de proteinague se unen alxtremo final del ADN telomérico (O’Sullivan
Karlseder, 2010).

G-rich strand

Figura 21. Telémeros recubriendo los extremos d Figura 22. Secuencias teloméricas asociadas a shelterinasndo

cromosoma eucariote lugar a la formacion de un bucle
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Los telomeros forman parte del ADN repetitivo, sie secuencias cortas de 6 pb, ri
en Guanina (GGGTGTG), que se encuentran repetidégnelem y localizadas al final de
cromosomas en el extremo 3’ (hebra rica en G)lyetuwa complementari

La hédra rica en G va a presentar una mayor longitudajhebra complementaria, por
que se genera una extension de cadena simple diciue ADN va a unirse la shelterina
(proteinas teloméricas) para formar un bt

Los Thucles sirven para secuestel extremo terminal de los cromosomas (Fig
XXIIN. Aqui, el ADN de una sola hebra se enrosca alredéelam largo circulo estabiliza
por proteinas de union al telomero. Al final detleuTl, el ADN telomérico de una sola hebr:
entrelaza con unagedn de ADN de doble cadena, dando lugar a unaasta de triple hebi

denominada bucle de desplazami o D-bucle (Mengual y cols, 2014).

Figura 23. Estructura de los telémeros en los cromosom (Imagen tomada de Mengual y cols., 201 A) Esquema de
un cromosoma indicando la ubicacién de un teléni&y&structura del teldmero-bucles secuestrando el extremo termina

cromosoma y Dbucle donde se observa la triple hebra de ADN. @h@ejo Shelterina de proteinas asociadas a laséezbs

1.4 COMPLEJO PROTEICO ASOCIADO AL TELOMERO ': SHELTERINA,
COMPLEJO PROTECTOR O TELOSOMA

En los seres humanos, los telomeros van a encemasociads a un complejo proteic
llamado “shelterina™complejo protector o “telosoma”.
El complejo protector va a encontrarse compuestoTgifl y TRF2; que a su vez interacti
con RAP1, TIN2, TPP1 y POT1 para asociarsADN teloméricode cadena simply cadena
doble (De Lange, 200®alm y De Lange, 200i

Cabe destacar que la shelte va a impedir la activacién del mecanismo de repaine
del ADN en los extremos de los cromosomas (telémeros) yvgqua actuar en la actividi
extensva telomérica de la telomerasGreider, 1996).

Proteinas TRF1:presenta una secuenci-terminal capaz de reconocer especificam
un fragmento de ADNelomérico, actuando como regulador negativo derigitud teloméric:

Es capaze restringir la actividad de la enzima telome (Van Steensel y De Lange, 19¢
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Proteina TRF2: es un regulador negativo de la longitud telomérkdemas, va a tener
funcion estabilizadora de la secuencia G repetitjua sobresale, por lo que es capaz de
prevenir la fusion de los telémeros. Ademas, TR&2awreclutar a la proteina RAP1 en los
teldmeros humanos.

Proteina RAP1: su sobreexpresion va a ser causante de un alarganteomérico,
tratandose de un componente proteico del complegtiesina en los telomeros mamiferos,
aunqgue su papé@i vivo en la biologia telomérica es desconocido.

Proteina TIN2: presenta 2 isoformas derivadas digicing alternativo, sin conocerse
cudl es su diferencia a nivel funcional. Su actididva a encontrarse regulada indirectamente
por la proteina TRF1.

TIN2 va a contribuir a la regulacion de la londitde los telomeros, aunque el papel
exacto que desempefa en la proteccion de los tedéme ha sido establecido.

Ademas, va a tratarse de un componente centradodeplejo protector que estabiliza a
las proteinas TRF1 y TRF2, y que conecta TPP1/P®OIbE otros componentes del complejo
shelterina.

Proteina TPP1: se trata de una proteina necesaria para el recantonde la enzima
telomerasan vivo. Ademas, va a encontrarse implicado en la pratacgielongacion de los
telobmeros, por lo que preservan la funcion delntel®@ y previene la temprana aparicion de
enfermedades degenerativas.

TPP1 va a presentar un papel importante en lda&gua de la longitud telomérica, ya

gue puede actuar como activador o inhibidor dellznmerasa en funcion de la posicion de la

proteina POT1 en el extremo 3’ extendido.
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Figura 24. Diagrama esquematico de la disposiciéredas proteinas del complejo protector en los teléenos de mamiferos.

1.5 ENZIMA TELOMERASA
La telomerasa es una enzima retrotranscriptas@iéispeencargada de realizar el proceso
de replicacion de los extremos de los cromosomearietas (telomeros), por lo que es capaz de

asegurar que el extremo 3’ del cromosoma puedzopédo.
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Su actividad se observa principalmente en gameébslas madre y células tumorales. En
las células somaticas humanas el potencial de fgnadion es limitado, alcanzando la
senescencia tras 50 — 70 divisiones celulares debigue la ADN polimerasa no es capaz de
copiar el ADN en los extremos de los cromosomasePoontrario, en la mayoria de las células
tumorales el potencial de replicacion es ilimitadiebido al mantenimiento de la actividad
telomerasa (Campisi, 2007).

La holoenzima (apoenzima y cofactor) telomerasmamna es una ribonucleoproteina
(RNP) compuesta por la subunidad catalitica hTERFogeinas accesorias (Mengual y cols.,
2014).

e La subunidad catalitica hTERT contiene un compandet ARN (hTR) que actda como
molde para la adicién de la secuencia corta ree({T TAGGG) en el extremo 3’ del
ADN telomérico.

* Las proteinas accesorias regulan la biogénes @éoimerasa, su localizacion subcelular

y su funciénin vivo.

El andlisis de telomerasa por afinidad a particélelas HelLa ha permitido identificar
como componentes intregrales de la telomerasa hamasrias proteinas: disquerina, NHP2,
NOP10, Pontin/Reptin, GAR1 y TCABL1.

Entre ellos, el heterotrimero formado por disqueerNHP2 y NOP10 va a ser necesario
para la estabilidad y la acumulaciénvivo del componente ARN de la telomerasa humana
(hTR). Ademéds, el heterotrimero y GAR1 van a uniesehTR, permitiendo que la
ribonucleoproteina sea bioldgicamente funcional.

Con respecto a Pontin/Reptin, van a tratarse deAddasas que interactian con TERT
en la fase S del ciclo celular, evidenciandose regalacion dinamica del TERT dependiente
del ciclo celular. Cuando se produce una dismimuadé los niveles de Pontin/Reptin va a
perjudicarse notoriamente la acumulacion de landlsteoproteina telomerasa, por lo que
dichas proteinas presentan un papel esencialrearghje de la telomeragavivo.

Actualmente, el modelo arquitectonico funcionallaléelomerasa va a contemplar a las
proteinas disquerina y Pontin/Reptin como un andarapaz de reclutar y estabilizar a hTR y
con capacidad para permitir el ensamblaje de taribleoproteina.

Una vez formado el complejo, las proteinas PdRéptin van a disociarse del complejo y
van a generar la liberacion de la enzima telomeratsditicamente activa.

En cuanto a la localizacion subcelular de la tel@sa, parece encontrarse regulada por
el factor TCAB1, aunque son necesarios mas estpdi@sdilucidar el significado bioquimico y
molecular de la enrevesada red de interacciondsipasproteina y proteina-acidos nucleicos

dentro de la telomerasa.
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Ademas, es importante investigar
hTR

como varia la composicibn de la

holoenzima en las etapas especificas de e "'-\”§'3§‘.,“ )PS.'L".“J

ciclo celular. Concretamente, las células -::"am\

normales diploides humanas que expresa : i‘-‘i’@;;

hTERT de forma transitoria van a adquirir " | [Pisquerina: m‘

la actividad telomerasa, por lo que hTERT —— &:E.%T 4
lm)ﬂ,/3

podria ser el componente limitante

necesario para la restauracion de |aFigura25. Holoenzima telomerasa. Complejo de proteas
asociadas a la subunidad catalitica de la telome@JERT

actividad de la enzima telomerasa. (Imagen tomada de Mengual y cols., 2014).

Alargamiento de los telomeros mediante la enzima ltenerasa: la replicacion de los
teldmeros es un proceso importante, ya que nosdpoqeionado una serie de claves nuevas
para conocer la longevidad y duracion de las cgliWau y cols., 2017).

La elongacion de los telomeros va a presentaretifes etapas:

1.Los nucledtidos del extremo 3’ del ADN teloméricanva hibridarse con el
extremo de ARN molde en el interior del dominio ABN del complejo
telomerasa; siendo la secuencia de ARN molde de nitleétidos
complementaria a casi dos repeticiones teloméricas.

2.La brecha en el extremo del molde va a completssaado NTP como sustrato del
sitio catalitico ("TERT) de la telomerasa.

3.La cadena sintetizada se transloca en direccigrsg’permite la formacion de una

nueva brecha vy la repeticion del ciclo de alargatoigelomeérico.

- R~ Las células que se encuentran en
- T
Vo crecimiento van a presentar una
= r_.'.l 3 Este extremo o
> S | topadepor elevada actividad telomerasa;
s DMNA polimerasa
l/ _ mientras que la mayoria de las
i
células sométicas, al tener una
Telcamieiaay baja actividad telomerasa, van a
neompleta | e sufrir el acortamiento de los

cromosomas hasta que la célula

muere.
Sintesis por I3 , .
7 SR Por ello, podria decirse que
[ ese— la “fecha de caducidad” de una
=
pr——— O célula va a depender de la
Molds cometste actividad telomerasa (Cottliar y

Figura 26. La telomerasa se encarga de la replicagi de los extremos de los
9 9 P Slavutsky, 2000).

cromosomas (telémeros).
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2. OBJETIVOS
Los objetivos de la revision bibliogréfica sobrea“lenzima telomerasa como diana
terapéutica” son:

1. Confeccion de una revision bibliografica que peamiécopilar los principales
avances en el conocimiento sobre la enzima tel@aeatasde un punto de vista
estructural y funcional.

2. Revision bibliogréfica sobre la implicacion dedéomerasa en el envejecimiento.

3. Revision bibliografica sobre la implicacién de lalomerasa en situaciones
patolégicas como el cancer.

4. Revision bibliografica de los estudios que implieatos posibles moduladores de
la actividad telomerasa para determinar su poteastaterapéutico.

5. Establecer nexos entre diferentes estudios pareaBlinvestigaciones.

3. METODOLOGIA

Para el desarrollo de conceptos basicos de ladintmdn se han utilizado principalmente
textos clasicos de Bioquimica y Biologia MolecidamoLehninger: Principios de Bioquimica
(Nelson y cols., 2015Biologia Molecular e Ingenieria Genétigdlerraez, 2012) Biologia
Molecular de la CélulgAlbert y cols., 2010).

Para la revisiéon bibliografica sobre “la enzimébotgerasa como diana terapéutica” se
emplearon bases de datos (Pubmed Central o Sgialglinos libros especificos.

Inicialmente, en la busqueda se emplearon palakaas comorelomerey Telomerase
que facilitaron la localizacion de articulos bilgliaficos y/o experimentales que nos permitié un
primer acercamiento al tema.

Posteriormente, se pasé a una basqueda mas egreaatrandonos en los trabajos que
abordan nuestro tema de interés mediante el usd®érmbeinos como:Therapeutic and
Telomerase, Telomerase and Cancer, Telomerase andiAg...

Con estos criterios de busqueda e intentando tdéesareferencias mas relevantes, es
decir, seleccionando los articulos en funcién dehero de veces citados, del prestigio de la
revista o pagina en la que aparecian publicadog Yadexperiencia de los autores, se ha

conseguido una completa revision sobre el tema.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 TELOMEROS Y TELOMERASA EN EL ENVEJECIMIENTO
Las células germinales van a presentar una enoantdad de enzima telomerasa,
mientras que las células somaticas van a presemigr poca o nula cantidad de enzima
telomerasa (Wright y cols., 1996).
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Como consecuencia, los cromosomas de las célutaatisas en division van a irse
acortando en cada ciclo de division celular hasta lg célula para de realizar el proceso de
division celular y entra en senescencia (Allsomolg., 1995).

Se ha propuesto que dicho acortamiento teloménutalia la capacidad proliferativa de
las células y contribuiria al proceso natural delegecimiento (Kuilman y cols., 2010). Asi
mismo, se piensa que la reconstitucion de la aetiVielomerasa en tejidos podria ser empleada
como una terapia génica de aquellas enfermedadesadas al envejecimiento que estén
caracterizadas por una disminucién de la capaciaatiferativa y de regeneracion celular
(Tchkonia y cols., 2013).

Por ello, existe un gran interés en el estudio rglecione la longitud de los telémeros
con el grado de envejecimiento. Por ejemplo, @rsime de Werner es una enfermedad con un
proceso de envejecimiento agudo prematuro quels® alena mutacion en el gen WRN. Esta
mutacién va asociada a un acortamiento de los ®&ldsn que genera inestabilidad
cromosémica y fenotipicamente se manifiesta comejenimiento prematuro.

El envejecimiento es un proceso complejo, acomgmifer el detenimiento del ciclo
celular, donde se produce una remodelacion de Kologia celular y de la estructura de la
cromatina, asi como disminucién funcional y grandambios en la expresion de genes y
metabolismo (Pardo y Delgado, 2003).

El proceso de envejecimiento en las
células humanas puede ser mediado por:

1. Via de mecanismos
relacionados con el estrés.
2. Via de senescencia replicativa

inducida por acortamiento

telomérico.

Acortamiento de los telomeros en el envejecimiento

Los diversos desencadenantes

¥ ¥ Y ¥
senescentes van a interactuar \. \‘ \‘ \

cooperativamente e inducir vias de

Figura 27. Relacién entre longitud telomérica y

sefalizacion superpuestas (Campisi, 2011). envejecimiento

Senescencia replicativa:es inducida por desgaste telomérico, tratdndoseurde
mecanismo especifico del envejecimiento.

Se ha demostrado en algunos estudios (Fyhrquistsy, 2013) una correlacion inversa
entre la longitud telomérica y el comienzo de lafeenedades asociadas con la edad, aunque la
causalidad es un aspecto controvertido. Ademéasinatg estudios (Zhu y cols., 2011) han
observado que un estilo de vida saludable se etrauemrrelacionado con unos telémeros mas

largos, probablemente reflejandose frente a lasregidades relacionadas con la edad.
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Para que una célula desencadene una respuestzesgretiene que detectarse alguna
anomalia en el ADN, la cual es detectada medidnteraplejo shelterina (permite distinguir
entre teldmeros y zonas con dafio en ADN).

Como hemos visto en la introduccién, el acortatoigelomérico se debe al llamado
“problema del final de replicacion”, donde el erte3’ de la hebra de ADN se acorta con cada
division celular desde el momento en que la ADNimpetasa no es capaz de replicar
completamente la hebra. De esta forma, al llegam aierto limite de desgaste telomérico, la
desproteccién del telomero va a facilitar la apénicle dafios en el ADN. Entonces, el sistema
dafo-reparacion va a reconocer la zona y produatizacion de inhibidores de divisién
celular (p53 o p16INK4a) o apoptosis. Es decir, gumicio de la senescencia en las células
humanas involucra mecanismos comunes mediados 5®yfo proteina del retinoblastoma
(pRDb), asi como p21, postuldndose que pl16 limiwdrgaecimiento (Jager y Walter, 2016).

Asimismo, otros tipos de dafios en las regionesni@licas, también inducen esta

respuesta. Asi el triplete GGG de la secuencian@ica humana (TTAGGG) es especialmente

vulnerable a modificaciones quimicas.
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Figura 28. El envejecimiento replicativo coopera anotros mecanismos de envejecimiento para activar@b3 y/o via de
sefializacion del Retinoblastoma (Rb) (Imagen tomadde Jager y Walter, 2016)ATM y ATR son sensores de la doble hebra
de ADN y hebra simple de ADN capaces de detec@af® inducido por la senescencia replicativa @ d#fio en el ADN. La
activacion de ATM y ATR va a desencadenar un pdetoontrol para inducir el detenimiento del ciadtutar. Una mayor
estimulacion de p53 puede conducir a la apoptosiiiante la activacion de la via mitocondrial depapsis. La longitud
telomérica y funcién celular pueden ser preservatzdiante la telomerasa, que sintetiza el nuevo Adddmérico a partir del
modelo de ARN. La telomerasa puede ayudar a daitsgnescencia y a rejuvenecer los tejidos, pembiém permite el cancer. La
senescencia puede ayudar a prevenir el crecimiemtoral, pero también puede ser superada mediareoaeso llamado crisis y

entonces tiene efectos paracrinos y otros efegtosrigénicos.
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A nivel celular, la senescencia va a servir comangcanismo de supresion tumoral, ya
que las células senescentes no van a ser capacgdidarse y van a descender su metabolismo
al minimo; por lo que la senescencia puede prelenaplicacion de cromosomas anormales.

Mayor relevancia para el envejecimiento represasitehecho de que la respuesta
senescente también resulta en cambios en la mgidiojofuncionalidad de la célula. Debido a
la senescencia, algunos tipos celulares resistetasisefiales apoptéticas (por lo que las células
senescentes se acumulan en tejidos a medida quentauma edad) y que algunas células
senescentes tienden a sobreexpresar moléculasrdeia (afectando en lugares distantes a su
lugar de produccién y al microentorno local).

Mecanismos relacionados con el estréfas especies reactivas de oxigenos (ROS) y
otros factores ambientales relacionados con eéesiueden conducir al dafio telomérico y
acelerar el desgaste de los telémeros (Epel y, @094). Asi, un incremento de ROS va a
producir una bajada de la actividad de hTERT, ddngiar al desgaste telomérico.

La variacién en la longitud telomérico en indiwwdude la misma edad va a ser
determinadas por factores genéticos y ambientglespueden llevar a un dafio telomérico y al
acelerado acortamiento de los telomeros.

Curiosamente la actividad telomerasa va a versniduida mediante el estrés
psicolégico. Ademas, en numerosos estudios se sena@wo que un estilo de vida sano esta
correlacionado con telomeros mas largos, por lopgokablemente refleje proteccion contra las
enfermedades relacionadas con la edad.

Junto con la directa modulacion de la actividddnterasa por ROS vy otros factores de
estrés (Von Zglinicki, 2000), otro factor a tenaroeienta es la inflamacién (Wolkowitz y cols.,
2011), que contribuye al desgaste telomérico endadas del sistema inmunitario mediante la
promocion del recambio de leucocitos y el agotatmiésiomérico (O’'Donovan y cols., 2011).
Es importante tener en cuenta que el acortamientogdtelémeros esta asociado con elevados
niveles de IL-6 y proteina C reactiva (CRP) (De fités y cols., 2006).

4.2 TELOMEROS Y TELOMERASA EN EL CANCER

El cancer consiste en un conjunto de enfermedadasionadas, siendo causado por un
proceso descontrolado en la division de las cékdgsorales. Las células humanas crecen y se
dividen para formar nuevas células a medida queuetpo humano lo requiere (cuando las
células normales van dafiandose o envejeciendaseagenuevas células para reemplazarlas).

Sin embargo, dicho proceso ordenado va a ser roaddi en el cancer hasta ser un
proceso descontrolado. Esto es debido a que lataséliejas o dafiadas sobreviven cuando
deberian morir y las células nuevas se forman auaondson necesarias. Entonces, se genera
una determinada cantidad de células adicionales, mpdran comenzar a dividirse sin

interrupcion y dar lugar a una formacion de masastales.
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Un aspecto relevante es que dichas masas tumgraésten llegar a ser de caracter
maligno, ya que pueden extenderse a tejidos cescarincluso invadirlos. Ademas, podrian
extenderse a lugares mas distantes del cuerpo loypoarel sistema circulatorio y/o linfatico.

Ademas, las células cancerosas van a ser capadgeadar la sefal celular de muerte
programada (apoptosis). Son capaces de evadistelr& inmunitario, por lo que impiden su

destruccion.
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Figura 29. Células cancerosas creciendo a través de . . .
Figura 30. Caracteristicas generales del cancer.

tejido normal.
Los cambios genéticos que contribuyen al canceddie a afectar a tres tipos de genes:

1. Protooncogenesson genes implicados en el crecimiento y divisiélular normal.
Cadifican proteinas esenciales para que la céhuldivéda, pero cuando se alteran o
son mas activos de lo normal van a convertirse rerogenes (genes causantes de
cancer) debido a que permiten que las células ameycsobrevivan cuando no
deberian. Por ejemplo, algunos protooncogenes A& WNT, MYC, ERC y TRK.

2. Genes supresores de tumomsdicados al control del crecimiento y divisi@iutar.

En condiciones normales inhiben el crecimiento laglupero cuando se alteran
pueden dar lugar a la division celular descontialad

Por ejemplo, es el gen p53, que presenta un palgelante en el control del ciclo
celular y se encuentra implicado en numerosos tigp@scancer. Ademas, va a
producir la activacion de la apoptosis en presemigadafio en ADN y tiene
importantes implicaciones terapéuticas.

3. Genes reparadores de ADMNedicados a reparar el ADN dafiado. Cuando existen

mutaciones en los genes reparadores de ADN vadertengenerarse mutaciones
adicionales en otros genes, pudiendo dar lugar sumiogaciones a la generacion de
células cancerosas. Por ejemplo, son los genes BRBRMRCA2 en cancer de senos

y ovarios.
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Figura 31. Relacidn entre el ciclo celular y apopsis con la proteina P53 como enlace.

Si pensamos en la relacion entre telomeros/tel@agraancer, hemos de tener en cuenta
que cuando se produce una pérdida de la actividbmnérasa, no va a tener lugar el
alargamiento de los telomeros. Como consecuerasatelémeros van a alcanzar un tamafo
critico. Al acortarse los telomeros, puede procgcasociaciones teloméricas (TAS) debido a:

1.Union de los extremos de los cromosomas
2.Al acortarse los teldmeros es mas dificil su sapanadurante mitosis

Entonces, va a producirse inestabilidad cromosdmétacionada con un aumento en la
probabilidad de producir errores capaces de gewarabios genéticos de importancia para el
proceso de desarrollo neoplasico (Counter y cti9?2; Maciejowski y De Lange, 2017).

Si bien evolutivamente, se piensa que el limitdaedivisién celular fue desarrollado
como un mecanismo de supresion de tumores. Poplgjean ratones con telémeros acortados
hay un obstaculo para el crecimiento del cAncent@ez-Suéarez y cols., 2000).

La mayor parte de las células cancerosas (aprogimeate un 90%) van a presentar
actividad telomerasa, por lo que presentan caphadamantenimiento de los telomeros. Por
ello, se cree que una de las razones para queélldasccancerigenas sean capaces de crecer
indefinidamente y ser inmortales son debidas adaqgmcia de telomerasa. A pesar de que la
telomerasa no es un oncogen, la induccion desdad#&rae la enzima telomerasa en una célula

va a permitir las carcinogénesis.

Cabe destacar que un 5-10 % de p
S o . J—
las células cancerigenas van a mantener ~———— & —
sus teldbmeros mediante el alargamiento = S 1

alternativo de los telobmeros (ALT),
donde la cromatidas hermanas
intercambian sus telomeros mediante un Figura 32. Alargamiento alternativo de los telémere (ALT)

evento de recombinacion no reciproco. mediante recombinacion homéloga.

26



La activacion aislada de la enzima telomerasa noavgenerar una proliferacion
neoplasica en la mayoria de las células, aunqeE@aer que juega un papel importante en el
desarrollo de neoplasias; llegando a ser un pneiBiég para la transformacion cancerosa (ya
gue hace que las células se dividan indefinidamepteedan considerarse “inmortales”).

Por ello, la inhibicion de la enzima telomerasaienores seria una manera efectiva de

frenar el crecimiento tumoral (Hahn y cols., 1998ncich y cols., 2017).
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Figura 33. Relacion entre cantidad de telomerasa nael cancer y envejecimiento.

4.3 TELOMERASA COMO DIANA TERAPEUTICA
En el siguiente esquema se representan los puntdeseque puede modularse la
actividad de la enzima telomerasa:

e Esiiasniig Figura 34. La telomerasa es una diana terapéuticanjagen
tomada de Jager y Walter, 2016)La telomerasa es el

¥
@ TS AR Transtation objetivo potencial como antitumoral y para el

¢ rejuvenecimiento.
e IR B Posttranslational Maoditication
¥

[y

. Inhibicién/Activacion de transcripcién genética.

2. Inhibicién/Activacion de sintesis proteica.
Q Cellular Transport 3. Modulacién de la actividad mediante modificaciones
+ postraduccionales.
0 Complex Assembly 4. Modulacién de la actividad telomerasa mediante

secuestro celular.

o

¥
@ RLLIRERLY Activation -3 “""“"”"5"'0 Interferencia con el complejo de la telomerasa.
¥ 6. Modulacién de las vias de sefializacién y moléculas

5 (HIHH:O -GGGTTA..GGGTTAGGGTTAGGGTTA-' ) L ]
3 -CCCAAT. .CCCAAT-5' involucradas en la activacion de la enzima.
7. Modulacién del catabolismo del complejo de la

5 -GGGTTA-¥
T -CCC-5 telomerasa.

4.3.1 TELOMERASA COMO DIANA EN MEDICINA REGENERATIV A
Como la actividad telomerasa es nula o presentdasvmuy bajos en tejidos somaticos,
hay situaciones y enfermedades crénicas en laglqeguvenecimiento transitorio mediante la

inmortalizacion de la telomerasa podria ser un@gagerapéutica (Bodnar y cols., 1998).
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Existen muchas posibles estrategias para recanstroiejorar la actividad enzimatica

para uso terapéutico:
1.Terapia génica clasica con transfeccion de se@ate telomerasapuede ser

empleado para ingenieria tisular, para la optinizain vitro del transplante de
células madre en células donantes con telomerdésscer en principio, para el
tratamiento de enfermedades crénicas, siempreaguelliccion de la telomerasa
sea limitada en el tiempo.

2.Re-expresion de telomerasa silenciddaliferenciacion celular suele conducir a la

regulacién negativa de la transcripcion de telosgr&in embargo, la regulacion
negativa de la telomerasa puede ser revertida, eggmplo, mediante los
agonistas de los receptores de estrogenos.

3.Activacion de la actividad enzimatica residusd posible en célula con actividad

telomerasa residual, como las células madre ddotejregenerativos y los
linfocitos. Por ejemplo, en linfocitos se activadiamte fosforilacion enzimética
y translocacién nuclear, aunque dicha funcién disiye con la edad.

4.Modulacion de la localizaciéon intracelulael secuestro de la telomerasa es otro

posible nivel de la regulaciéon en la actividad detdlomerasa, implicando la
localizacion de la telomerasa como una diana p@tepa farmacoterapia. Por
ejemplo, la telomerasa puede translocarse entreemyc citosol, por lo que
podemos encontrar hTERT en la mitocondria. Cabéadas que la expresion
ectopica de telomerasa fue empleada en una graedadrde células, como
fibroblastos, queratinocitos, etc.

La reconstruccion de la telomerasa se ha propyestoel tratamiento de enfermedades
con distorsion en la actividad enzimatica de telas@ Como ejemplo estan la anemia aplasica
y disqueratosis congénita (Townsley y cols., 2014).

Asimismo, se ha propuesto la activacion transitde la telomerasa para el tratamiento
de otras enfermedades crénicas. Por ejemplo, eeflzrindel mlsculo cardiaco, aterosclerosis,
inmunodeficiencia y fracaso de médula 6sea, enfdahdepatica, fibrosis pulmonar, defectos
degenerativos del cartilago, cataratas, artritismggoide, transplante de érganos o tratamientos
asociados con la formacion acelerada de célulassentes como la terapia anticancerosa o el
VIH (Jager y Walter, 2016).

Se ha demostrado que las células adrenocorticalésas modificadas con TERT pueden
transplantarse en ratones con inmunodeficienciaraesombinada (SCID) y que dichos clones
celulares se comportan como sus homologos nornyafesman el tejido funcional tras el
transplante (Thomas y cols., 2000). Este tejidbigt®logicamente similar al tejido formado a
partir de células normales y muestra una tasaasimd division celular, lo que implica un papel

terapéutico de la telomerasa en el xenotransplante.
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En cuanto al desarrollo y estudio de moléculasaapacidad de inducir la telomerasa,
bien por inducir la expresion de hTERT y/o hTR, onaj la actividad enzimatica y/o influir en
la localizacion celular; existen en la actualidadas ejemplos:

1. Cicloastragenolcomercialmente TA-65, que se obtiene de la raiAstragalus
membranaceusEs una molécula simple capaz de activar tramsitente a la
telomerasa en los linfocitos T, por lo que se psopsu empleo en el tratamiento
de la inmunosenescencia acelerada en pacientédlidatebido a que aumentaria
el niumero de células T CD8 de memoria senesceate¢Ry cols., 2008; Dock y
Effros, 2011). Ademas, el TA-65 fue vendido complemento alimenticio desde
2013 y ha sido identificado como un activador efida la telomerasa en células
inmunes, queratinocitos neonatales y fibroblastdarléy y cols., 2011). Por
ejemplo, ha sido empleado en pequefios estudios glateatamiento de la
degeneracién macular relacionada con la edad (Ddarley, 2016).

2. Resveratrol es un activador de la telomerasa en el tejido anammy células
progenitoras endoteliales, aunque el conocimiertinah sobre los posibles
efectos a largo plazo es incompleto (Yang y cdl899; Pearce y cols., 2008;
Sprouse y cols., 2012).

3. N-acetilcarnosinaes un activador de la telomerasa empleado paratamiento de

las cataratas, ya que la longitud reducida de éb&mieros esta intimamente
implicada en la opacificacion de la lente (Babizhay Yegorov, 2014).

4. Ginkgo biloba es un activador de la telomerasa mediante lacoidn de la via de
sefializacion PI3K/Akt (Dong y cols., 2007).

5. N-acetilcisteina es un antioxidante. ROS produce un dafio direotwres los
telomeros (por dafio al triplete GGG de la secuemgpatitiva de los telomeros) e
indirecto (mediante la modulacién de la actividatbrerasa y la localizacion
celular) (Passos y cols., 2007).

N-acetilcisteina emplea una estrategia indireet@ @umentar la actividad
telomerasa mediante el bloqueo de la exportaciotadelomerasa nuclear al
citosol (Haendeler y cals., 2004).

Otro ejemplo, son los farmacos inhibidores dentdrea Hidroximetilglutaril
CoA reductasa (HMG-CoA reductasa), como las estatigue pueden presentar
efectos de alargamiento telomérico al interferin @ equilibrio redox de las
células y al aumentar la expresion de la protestabdizadora de los telémeros,
TRF-2 (Spyridopoulos y cols., 2004).

Regulacion positiva de telomerasa en enfermedadesg th piel: la piel es un 6rgano
para el cual ya existen aproximaciones terapéupoasietedoras sobre la telomerasa. Se han

propuesto varias estrategias terapéuticas basadagstimulacionin vivo o ex vivqg de células
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madre/progenitoras para expresar el componenteRile de hTERT, para el reemplazo de piel
perdida o disfuncional. Recientemente, se han idesmndiciones de cultivo tridimensionales
optimizadas con niveles de expresion mejoradosTdeRA, proliferacion y multipotencia de
células madre/progenitoras dérmicas humanas (Zh&ag 2008).

Regulacion positiva de telomerasa en aterosclerosi®s hallazgos experimentales en
cultivos celulares y animales sugieren que el aotento del telomero contribuye a la
patogénesis de la aterosclerosis en edad avankddmas, numerosos hallazgos en humanos
han demostrado que el acortamiento telomérico iselaciona con el grado de aterosclerasis
vivo (Nazari-Shafti y Cooke, 2015).

Algunos estudios (Matsushita y cols., 2001) hamatdrado que una expresion de
hTERT estable en las células endoteliales asegufanatipo mas joven e induce la mejora de
la enzima endotelial 6xido nitrico sintasa (NOS).

El desarrollo de estos enfoques terapéuticos saeatra en un nivel experimental,
debido al temor de los efectos secundarios queymeem el cancer en el uso sistémico.

Regulacion positiva de telomerasa en trastornos pgiiatricos: basandose en datos
clinicos experimentales y preliminares, se plahéeipotesis de que el modo de accién de
muchos farmacos psicofarmacolégicos estd mediddaoemos en parte, por su influencia en la
actividad telomerasa.

Se ha demostrado que en ratones existe una estEmelacion entre el estrés
dependiente de la actividad telomerasa y el corapoento depresivo. Mediante la aplicacién
de Fluoxetina, se invirtieron los sintomas clinigopaumento6 la actividad telomerasa en el
hipocampo, lo que plantea que los efectos de losa@os puedan estar mediados por
neurogénesis dependiente de telomerasa (Zhou.y 201l).

En humanos, pequefios estudios piloto sugieren esti@cha correlacion entre la
actividad telomerasa, sintomas clinicos y respsestas antidepresivos (Simon y cols., 2015).

Con respecto a pacientes con trastorno bipolar|oteyitud de los telomeros se
correlacion6 con la duracion de la terapia (Mastims y cols., 2013). Los farmacos
antipsicoticos también pueden tener alguna inflizepositiva en la longitud de los telémeros
(Yuy cols., 2008).

4.3.2 TELOMERASA COMO DIANA EN EL TRATAMIENTO DEL C ANCER

Dado que la actividad telomerasa se encuentra sageieen tumores malignos, pero no
en la mayoria de las células normales, esta enzintza convertido en una diana terapéutica
atractiva (Morin, 1995). La telomerasa es expresadeas del 85% de las células tumorales.
Las células tumorales con potencial metastasicdgrugener una elevada actividad telomerasa,
lo que les permite escapar de la inhibicién derddifpracion celular debido al acortamiento de
los telomeros (Shay y Wright, 2002).

30



Puesto que los niveles de ARNm de hTERT estan tdimeamte relacionados con la
actividad telomerasa, se considera una diana teiepénas adecuada que hTR.

La restriccion de
hTERT es una opcion
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Figura 35. Esquema diferenciador de células con acidad telomerasa y células sin
sanas. actividad telomerasa con via ALT.

Sin embargo, los efectos del tratamiento a largagte los inhibidores de la telomerasa
todavia no han sido investigados y actualmente ayoimformacién sobre sus efectos en las
células normales que expresan transitoriamentmézbsa (células germinales).

La limitacién del potencial de crecimiento de lasnbres ha sido el foco de la
intervencion quimioterapéutica durante décadasidded su expresion selectiva en neoplasias
y crecimiento, la telomerasa y los telbmeros se tamvertido en objetivos atractivos y
novedosos para la terapéutica anticancerigena.e®imargo, como hemos comentado, en
algunos canceres las células mantienen la homeodasa longitud telomérica a través de la
via de alargamiento alternativo de los telomerdsTjAque es independiente de la accion de la
enzima telomerasa. Por lo tanto, dichos tipos dearavan a ser resistentes a terapias basadas
en actuar sobre la telomerasa.

Ademas, se cree que la resistencia al tratamieettiamte inhibidores de la telomerasa
puede producir una activacion de las vias ALT gnrabs canceres (Bryan y cols., 1995).

Diferentes estrategias de regulacion de la enzéhaenerasa estan en investigacion para

el tratamiento del cancer (Holt y cols., 1996):
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Inhibidores de oligonucleétidos:los oligonucleotidos antisentido y los &cidos nicdge
quimicamente modificados van a inhibir a la telamare inducen el acortamiento telomérico
asociado con el subsiguiente inicio de senesceyioiaapoptosis. Estos inhibidores actuan
directa o indirectamente (induciendo la apoptosigndo sus objetivos las plantillas de ARN,
la proteina hTERT y el complejo proteico asociado.

Imetelstat (GRN163L) es un farmaco inhibidor deel@merasa, siendo uno de los mas
ampliamente desarrollados y posiblemente es elexi&sso. Es en un oligonucleétido 13-mer
que actia como inhibidor directo de la telomerasaliamte un antagonismo vinculante al
elemento hTR de la telomerasa (R6th y cols., 2009).

Los estudios preclinicos con Imetelstat han mostrada inhibicion eficaz de la
telomerasa. Concretamente, en el cancer de mameaosttémuna reduccion en la
tumorigenicidad celular e invasividad.

Moléculas pequefias inhibidoras de la telomerasa: partir de inhibidores naturales de
telomerasa, como epigalactocatequina-3-galato (BG§¥3ntentan disefiar nuevas moléculas.

La rapamicina es un inmunosupresor inhibidor deORTBae-Jump y cols., 2006), que
va a inhibir la actividad telomerasa y contrarnesta&éncer de endometrio (Zhou y cols., 2003).

Enfoque inmunoterdpico: el sitio activo de la telomerasa en las célulazedgenas es
una posible diana para desarrollar vacunas. Asferiapia celular adoptiva, con el uso de
linfocitos T reactivos de alta avidez frente ad@merasa, ha sido empleada exitosamente en el
adenocarcinoma de prostata de ratones (Ugel y, @31%$0). A pesar del marcado agotamiento
temporal de células B como efecto secundario, dietepia no fue asociada con significantes
descensos de inmunoglobulinas o infecciones.

Sin embargo, el enfoque inmunoterapico presentéxito limitado debido al desarrollo
de autotolerancia, al limitado tamafio del recept@r precursor de células T, a los efectos
negativos de los microentornos de tumores inmumesopes de células T y a las diferencias
interindividuales.

Terapia génica dirigida a telomerasa:los promotores de la telomerasa en las células
cancerigenas son dianas para las terapia génieaifisp del tumor, ya que se puede atacar
selectivamente a las células cancerigenas y na ddaa células normales al expresarse en las
células cancerigenas altas concentraciones dprestina.

Para ello, se desarrollan adenovirus que, med&nieso de un promotor de hTERT), se
replican selectivamente en las células cancerigetesmata (Nemunaitis y cols., 2010).

Fitoquimicos: una amplia variedad de compuestos quimicas querszan naturalmente
en plantas han sido sugerido como inhibidores dectavidad telomerasa en varios tipos de
cancer (D’Incalci y cols., 2005). Dichas sustanciastienen alicina (organofosforado derivado
del ajo), curcumina (fenol presente en curcumalilisd (flavolignano, que es un

organosulfurado derivado de cruciferas) y EGCGe(panha del té verde).
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Curcumina, genisteina, EGCG y sulforafano fuenmb@dos en células cancerigenas de
pecho (Aggarwal y cols., 2008). Su modo de accada se conoce parcialmente: inhibicion de
la translocacion de hTERT al ndcleo, disociaciémicie chaperona de hTERT y disminucion de
la expresion o actividad de hTERT.

El desafio actual es aprender a intervenir emaglgso de alargamiento telomérico por la

telomerasa para aumentar el poder de diagnostiedamiento de las neoplasias malignas.

5. CONCLUSIONES
Los resultados de la revision bibliografica solarehzima telomerasa permiten establecer
una serie de conclusiones:

1.El acortamiento de los telobmeros se asocia a la&ssencia replicativa y al
envejecimiento celular.

2.El acortamiento de los telomeros puede generasmsetas TAS que provocan
alteraciones cromosOmicas y con ello aumenta laghiidad de generar un
proceso oncogénico.

3.La telomerasa es una enzima clave para manteimgetaidad de los telomeros vy,
como consecuencia, de los cromosomas en eucariotas.

4.La disminucion de la actividad telomerasa se ascoiael envejecimiento y las
patologias asociadas al mismo.

5.La mayoria de las células cancerosas presentaadelda actividad telomerasa.

6.Por todo ello, la telomerasa es una diana terag@éumiteresante en la terapia
antitumoral, asi como en envejecimiento y las paials asociadas al mismo.

7.Hasta el momento, las terapias dirigidas a la tetasa como diana son
prometedoras experimentalmente, incluso ya exifiemacos de uso clinico.
Entre ellos, encontramos: Imetelstat, Rapamicingop&stragenol, etc.

8.Ademas, existen compuestos fitoquimicos de acabnestelomerasa, como es el
caso de EGCG, Curcumina, Genisteina etc.

9.Sin embargo, el mantenimiento de la integridad adetélémeros es un proceso
complejo en el que no solo interviene la telomergsa lo que no puede
considerarse a la telomerasa como Unico reguladia senescencia replicativa.

10. Los resultados en el desarrollo de terapias basaulés enzima telomerasa son
prometedores, si bien se necesitan mas estudioadren algunos puntos que

aun no se controlan.

33



10.

11.

12.

13.

14.

6. BIBLIOGRAFIA

Aggarwal BB, Kunnumakkara AB, Harikumar KB, Tharak&T, Sung B y cols.
Potencial of spice-derived phytochemicals for canmevention. Planta Med. 2008;
74(13): 1560-15609.

Albert B, Johnson A, Lewis J, Raff M, Roberts K, Nga P. Biologia molecular de la
Célula. 52 ed. Barcelona: Omega; 2010.

Allsopp RC, Chang E, Kashefi-Aazam M, Rogaev Ehty&zek A y cols. Telomere
shortening is associated with cell division in@itmd in vivo. Cell. 1995; 220: 194-200.
Babizhayev MA, Yegorov YE. Biomarkers of Oxidati8&ress and Cataract, Novel drug
delivery therapeutic strategies targeting telomezduction and the expression of
telomerase activity in the lens epithelial cellshvN-Acetylcarnosine lubricant eye
drops: anti-cataract which helps to prevent andttoataracts in the eye of dogs and
other animals. Current Drug Delivery. 2014; 11:624-

Bae-Jump VL, Zhou C, Gehrig PA, Whang YE, BoggéssRhpamycin inhibits hnTERT
telomerase mMRNA expression, independent of celecgoest. Gynecologic Oncology.
2006; 100(3): 487-494.

Blackburn EH. Structure and function of telomefdature. 1991; 350: 569-573.

Bodnar AG, Ouellette M, Frolkis M y cols. Extensioh life span by introduction of
telomerase into normal cells. Science. 1998; 249:-3b62.

Bryan TM, Englezou A, Gupta J, Bacchetti S, Redd®. Telomere elongation in
inmortal human cells without detectable telomerastvity. EMBO J. 1995; 14(17):
4240-4248.

Buchkovich K, Duffy LA, Harlow E. The retinoblast@mprotein is phosphorylated
during specific phases of the cell cycle. Cell. 9;9%83: 1097-1105.

Campisi J. Cellular senescence: putting the paesldax perspective. Science. 2011;
21(1): 107-112.

Campisi J, D’adda F. Cellular senescence: wherthiags happen to good cells. Nature.
2007; 8: 729-740.

Cottliar ASH, Slavutsky IR. Teldmeros y actividael tlomerasa: su participacion en el
envejecimiento y el desarrollo neoplasico. Medi¢iBaenos Aires). 2000; 60: 335-342.
Counter CM, Avilion AA, Le Feuvre CL, Stewart NGrd&ider CW, Harley CB y cols.
Telomere shortening associated with chromosomaliiigy is arrested in inmortal cells
which express telomerase activity. EMBO J. 1992;18P1-1929.

De Lange T. Shelterin: the protein complex thapsseand safeguards human telomeres.
Genes Dev. 2005; 19: 2100-2110.

34



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.
31.

De Martinis M, Franceschi C, Monti D, Ginaldi L flamation markers predicting frailty
and mortality in the elderly. Experimental and Malilar Pathology. 2006; 80(3): 219-
227.

D’Incalci M, Steward WP, Gescher AJ. Use of carctemopreventive phytochemicals
as antineoplastic agents. The Lancet Oncology.;28Q3): 899-904.

Dock JN, Effros RB. Role of CD8 T cell replicatigenescence in human aging and
HIV-mediated immunosenescence. Aging Dis. 2011): Z82-397.

Dong XX, Hui YJ, Xiang WX, Rong ZF, Jian S y cofsinkgo biloba extract reduces
endothelial progenitor-cell senescence trough auggtien of telomerase activity. J
Cardiovasc Pharmacol. 2007; 49(2): 111-115.

Dow CT, Harley CB. Evaluation of an oral telomerasdivator for early age-related
macular degeneration — A pilot study. Clin Ophthallr@016; 10: 243-249.

Epel ES, Blackburn EH, Lin J, Dhabhar FS, Adler MEols. Accelerated telomere
shortening in response to life stress. PNAS. 2004(49): 17312-17315.

Fauce SR, Jamieson BD, Chin AC, Mitsuyasu RT, R&iE y cols. Telomerase-based
pharmacologic enhacement of antiviral function ofmian CD8+ T lymphocytes. J
Immunol. 2008; 181(10): 7400-7406.

Fyhrquist F, Saijonmaa O, Strandberg T. The rolgesiescence and telomere shortening
in cardiovascular disease. Nat Rev Cardiol. 2003274-283.

Gonzalez-Suarez E, Samper E, Flores JM, Blasco M#omerase-deficient mice with
short telomeres are resistant to skin tumorigenblsitire America. 2000; 26: 114-117.
Gorgoulis VG, Leandros-Vassilios F, Vassiliou F,ré&aidos P, Zacharatos P y cols.
Activation of the DNA damage checkpoint and genonmstability in human
precancerous lesions. Nature. 2005; 434: 907-913.

Greider CW. Telomere length regulation. Annu RewdBem. 1996; 65: 337-365.
Haendeler J, Hoffmann J, Diehl JF, Vasa M, Spyriddps | y cols. Antioxidants inhibit
nuclear export of telomerase reverse transcripgaskedelay replicative senescence of
endothelial cells. Molecular Medicine. 2004; 94(B8-775.

Hahn WC, Stewart SA, Brooks MW, York SG, Eaton rihibition of telomerase limits
the growth of human cancer cells. Nature Mediclig99; 5(10): 1164-1170.

Harley CB, Liu W, Blasco M, Vera E, Andrews WH ylg€0A natural product
telomerase activator as part of a health maintenprmgram. Rejuven Res. 2011; 14(1):
45-46.

Herndndez RA. Teldbmeros y telomerasas. Invest Biorh@99; 18(2): 121-129.

Herraez A. Biologia Molecular e Ingenieria Genéti®ed. Barcelona: Elsevier; 2012.
Holt SE, Wright WE, Shay JW. Regulation of telonseractivity in inmortal cell line.
Moll Cell Biol. 1996; 16(6): 2932-2939.

35



32.

33.
34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Ivancich M, Schrank Z, Wojdyla L, Leviskas B, Kueko A, Sanjali A y cols. Treating
cancer by targeting telomeres and telomerase. Xdaats (Basel). 2017; 6(1): 15.
Jager K, Walter M. Therapeutic targeting of teloaser Genes. 2016; 7(7): 39.

Kastan MB, Canman CE, Leonard CJ. P53, cell cyabmtrol and apoptosis:
implications for cancer. Cancer Metast Rev. 199§1)1 3-15.

Kuilman T, Michaloglou C, Mooi WJ, Pepper DS. Thesence of senescence. Genes
Dev. 2010; 24: 2463-2479.

Maciejowski J, De Lange T. Telomeres in cancer: dumsuppression and genome
instability. Nat Rev Mol Cell Bio. 2017; 18: 1754.8

Martinsson L, Wei Y, Xu D, Melas PA, Mathé AA y solLong-term lithium treatment
in bipolar disorder is associated with longer lexke telomeres. Transl Psychiatry.
2013; 3(5): e261.

Matsushita H, Chang E, Glassford AJ, Cooke JP, @fuy cols. eNOS activity is
reduced in senescent human endothelial cells paggsm by hTERT immortalization.
Circ Res. 2001; 89: 793-798.

Mengual DL, Armando RG, Farina HG, Gomez DE. Telmsa y teldbmero: su
estructura y dindmica en salud y enfermedad. Medi(. Aires). 2014; 74 (1): 69-76.
Morin GB. Is telomerase a universal cancer target@rnal of the National Cancer
Institute. 1995; 87(12): 859-861.

Nazari-Shafti TZ, Cooke JP. Telomerase therapyetyve cardiovascular senescence.
Methodist Debakey Cardiovasc J. 2015; 11(3): 172-17

Nelson DL, Cox MM. Lehninger: Principios de Bioquéa 62 edicion. Barcelona:
Omega; 2015.

Nemunaitis J, Tong AW, Nemunaitis M, Senzer N, Riea@lP y cols. A phase | study of
telomerase-specific replication competent oncolgtienovirus (telomelysin) for various
solid tumours. Mol Ther. 2010; 18: 429-434.

O’Donovan A, Pantell MS, Puterman E, Dhabhar Fackburn EH y cols. Cumulative
inflammatory load is associated with short leukeagomere length in the health, aging
and body composition study. Plos One. 2011; 6(B)687.

O'Sullivan RJ, Karlseder J. Telomeres: protectinfgromosomes against genome
instability. Nat Rev Mol Cell Bio. 2010; 11: 171-1.8

Palm W, De Lange T. How shelterin protects mammal@omeres. Annu Rev Genet.
2008; 42: 301-334.

Pardo A, Delgado H. Senescencia celular y envejenimw Rev Cub Invest Bioméd.
2003; 22 (3): 204-212.

36



48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Passos JF, Saretzki G, Ahmed S, Nelson G, Richiecdls. Mitochondrial dysfunction
accounts for the stochastic heterogeneity in teferdependent senescence. PLOS Biol.
2007; 5: el10.

Pearce VP, Sherrell J, Lou Z, Wright WE, Shay JWwimbrtalization of epithelial
progenitor cells mediated by resveratrol. Oncog2088; 27(17): 2365-2374.

Rodriguez L, Hernandez E, Reyes JA. El ciclo celutaracteristicas, regulacion e
importancia en el cancer. Biotecnologia Aplicad)42 21(2): 60-69.

Roth A, Harley CB, Baerlocher GM. Imetelstat (GRNHLH— Telomerase-based cancer
therapy. Small Molecules in Oncology. 2009; 184t-224.

Saltman D, Morgan R, Cleary M y cols. Telomeriaistare in cell with chromosome
end associations. Chromosoma. 1993; 102(2): 121-128

Shay JW, Wright WE. Telomerase: a target for caticerapeutics. Cancer Cell. 2002;
2(4): 257-265.

Simon NM, Walton ZE, Prescott J, Hoge E, Keshaviah cols. Telomere length and
telomerase in a well characterized-sample of iddials with mayor depressive disorder
compared to controls. Psychoneuroendocrinology5268: 9-22.

Sprouse AA, Steding CE, Herbert BS. Pharmaceuteglation of telomerase and its
clinical potential. Journal of Cellular and MoleauMedicine. 2011; 16(1): 1-7.
Spyridopoulos I, Haendeler J, Urbich C, Brummendatf Oh H y cols. Statins enhance
migratory capacity by upregulation of the telomeepeat binding factor TRF2 in
endothelial progenitor cells. Circulation. 2004013136-3142.

Tchkonia T, Zhu Y, Van Deursen J, Campisi J, KinklalL. Cellular senescence and the
senescent secretory phenotype: therapeutic oppieetun] Clin Invest. 2013; 123(3):
966-972.

Thomas M, Yang L, Hornsby PJ. Formation of fundiiotissue from transplanted
adrenocortical cells expressing telomerase revieasescriptase. Nat Biotechnol. 2000;
18: 39-42.

Townsley DM, Dumitriu B, Young NS. Bone marrow faié and the telomeropathies.
Blood. 2014; 124(18): 2775-2783.

Ugel S, Scarselli E, lezzi M, Mennuni C, Pannellihiy cols. Autoimmune B-cell
lymphopenia after successful adoptive therapy watbmerase-specific T lymphocytes.
Blood. 2010; 115: 1374-1384.

Van Steensel B, De Lange T. Control of telomergtleiiby the human telomeric protein
TRF1. Nature. 1997; 385(6618): 740-743.

Von Zglinicki T. Role of oxidative stress in teloreelength regulation and replicative
senescence. Annals of the New York Academy of $e&r2000; 908(1): 99-110.

37



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Watson JD, Crick F. A structure for deoxyriboselaiecacid. Nature. 1953; 171(4356):
737-738.

Weinberg RA. The retinoblastoma protein and cetlleycontrol. Cell. 1995; 81: 323-
330.

Wright WE, Piatyszek MA, Rainey WE, Byrd W, Shay JWelomerase activity in

human germline and embryonic tissues and cellseldpmental Genetics. 1996; 18:
173-179.

Wolkowitz OM, Mellon SH, Epel ES, Lin J, Dhabhar fFScols. Leukocyte telomere
length in mayor depression: correlations with cigityy inflammation and oxidative

stress- preliminary findings. Plos One. 2011; 6€3)7837.

Wu RA, Upton HE, Vogan JM, Collins K. Telomerasecmanism of telomere synthesis.
Annu Rev Biochem. 2017; 86: 4.1-4.22.

Yang J, Chang E, Cherry AM, Bangs CD, Oei Y y célsiman endothelial cell life

extension by telomerase expression. The Journ8liabgical Chemistry. 1999; 274:

26141-26148.

Yu WY, Chang HW, Lin CH, Cho CL. Short telomeres patients with chronic

schizophrenia who show a poor response to treatndeRsychiatry Neurosci. 2008;
33(3): 244-247.

Zhang CP, Fu XB. Therapeutic potential of stemscellskin repair and regeneration.
Chin J Traumatol. 2008; 11(4): 209-221.

Zhou C, Gehrig PA, Whang YE, Boggess JF. Rapamwtiibits telomerase activity by

decreasing the hTERT mRNA level in endometrial eancells. Molecular Cancer
Therapeutics. 2003; 2: 789-795.

Zhou QG, Hu Y, Wu DL, Zhu LJ, Chen C y cols. Hippogal telomerase is involved in
the modulation of depressive behaviors. J Neur@8dil; 31(34): 12258-12269.

Zhu H, Blecher M, Van der Harst P. Healthy agingl @isease: role for the telomere
biology? Clin Sci. 2011; 120: 427-440.

38



